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PREFACIO

O conteudo deste trabalho foi dividido em cinco capitulos. O primeiro deles contém
uma introdugdo sobre as caracteristicas da leptospirose e de Leptospira interrogans, as
informacdes reveladas pelo seqiienciamento genomico de Leptospira spp., uma breve
justificativa para a escolha da cristalografia de proteinas como abordagem experimental e,
por fim, a apresentacdo dos alvos do projeto. O segundo capitulo apresenta o objetivo
central do trabalho bem como as etapas experimentais necessdrias para o seu cumprimento.
O terceiro capitulo é dedicado aos resultados e estd dividido em trés se¢des. A secdo 3.1
consiste em um artigo, publicado na revista Journal of Structural Biology, que contém a
determinagdo e a andlise da estrutura cristalografica do alvo LIC10793 (Lp49). A secdo 3.2
refere-se a um manuscrito submetido para publicacdo no qual sdo apresentadas a
determinagdo e a andlise da estrutura do alvo LIC12922. A secdo 3.3 descreve a expressao,
purificacdo, cristalizacdo e caracterizacdo do alvo LIC10494. No capitulo quatro sdo
discutidos, separadamente, os resultados obtidos para cada alvo. Nas subsegdes 4.1.1 e
4.2.1, destacam-se as dificuldades experimentais e as solu¢cdes encontradas para a produgdo
de cristais de Lp49 e LIC12922 adequados para o experimento de difracdo. O quinto
capitulo contém as conclusdes do trabalho. Esta tese apresenta ainda um anexo no qual sao
relatadas as atividades desenvolvidas durante um estagio realizado na Unidade de Biologia
de Espiroquetas do Instituto Pasteur (Paris, FR), no contexto da participagdo no Programa
de Doutorado no Pais com Estidgio no Exterior (PDEE) da Coordenacdo de

Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES).
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RESUMO

Leptospira interrogans é uma bactéria espiroqueta que causa a leptospirose, uma
zoonose de distribuicdo mundial que afeta mais de 500.000 pessoas anualmente. Pouco se
sabe sobre a biologia de leptospiras, o que dificulta a elaboracdo de novas estratégias de
prevengao e de tratamento contra a doenca. Cerca de 60 % dos genes de L. interrogans
codifica proteinas que ndo apresentam similaridade de sequéncia significativa com
proteinas de funcdo conhecida. Como a estrutura cristalografica de uma proteina pode
revelar vdrios indicios funcionais, este trabalho visou a determinacdo da estrutura
cristalografica das proteinas LIC10793, LIC12922 e LIC10494 de L. interrogans, que sao
potencialmente localizadas no envelope celular e ndo sdo funcionalmente caracterizadas. A
estrutura do antigeno LIC10793 (Lp49) foi resolvida a 2 A de resolugio e revelou que essa
provdvel lipoproteina apresenta dois dominios. O dominio N-terminal de Lp49 possui um
enovelamento do tipo Imunoglobulina e sua topologia diverge das formas padrao do motivo
estrutural “chave grega” (Greek key motif). O dominio C-terminal consiste em um [-
propeller formado por sete folhas f. Comparagdes locais nao identificaram nenhum sitio
catalitico conhecido em Lp49, mas andlises de sua superficie revelaram a presenca de
provaveis sitios de ligacdo a proteinas. Com base nesses indicios, na provavel localizacao
de Lp49 na membrana externa e em sua antigenicidade, postula-se que Lp49 tenha uma
fun¢do de interacdo com outras proteinas podendo desempenhar um papel na interacdo
entre leptospiras e seus hospedeiros. A estrutura cristalogrifica de LIC12922, determinada
a3,1 A de resolucdo, revelou a presenca de dois dominios. O dominio NC é estruturalmente
relacionado a dominios que apresentam atividade chaperona, encontrados nas proteinas
SurA e trigger factor de E. coli. O dominio parvulina de LIC12922 ndo apresenta atividade
de peptidil prolil isomerase, mas possui um provéavel sitio de interacdo a proteina que inclui
o sitio de reconhecimento ao substrato proposto para o dominio parvulina P1 de SurA.
Andlises filogenéticas sugerem que LIC12922 e as chaperonas extracitoplasmaticas SurA,
PpiD e PrsA apresentam um ancestral comum. Com base nesses indicios e na provavel
localizagdao de LIC12922 no periplasma, propde-se que LIC12922 seja uma chaperona
periplasmatica envolvida na biogénese de proteinas da membrana externa. LIC10494 foi
expressa, purificada e cristalizada. Refinamentos das condicdes de cristalizagao nao foram
suficientes para se obter cristais adequados ao experimento de difracdo. Andlises da sua
sequéncia evidenciaram que LIC10494 apresenta uma extensa regido central
intrinsecamente desordenada rica em residuos de treonina. Assim como proteinas que
possuem dominios intrinsecamente desestruturados, LIC10494 apresenta mobilidade mais
lenta do que o esperado em SDS-PAGE, um volume de eluicio menor do que o esperado
em ensaios de gel filtracdo e uma considerdvel contribui¢do de configuracdes randdomicas
em seu espectro de dicroismo circular.
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ABSTRACT

Leptospira interrogans is a spirochaetal bacterium which causes leptospirosis, a
worldwide spread zoonosis that affects more than 500,000 people annually. Little is known
about the biology of leptospires, which difficults the development of new preventive and
treatment strategies for the disease. About 60 % of the genes from L. interrogans encode
for proteins that did not show significative sequence similarity with proteins of known
function. Since the tridimensional structure of a protein can contribute to the understanding
of its function, this work aimed at the crystallographic structure determination of the
proteins LIC10793, LIC12922 and LIC10494 from L. interrogans, which are potentially
situated at the cell envelope and are not functionally characterized. The structure of the
antigen LIC10793 (Lp49) was determined at 2 A resolution and revealed that this probable
lipoprotein possesses two domains. The Lp49 N-terminal domain presents an
Immunoglobulin-like fold and its topology diverges from the standard patterns of the Greek
key motif. The C-terminal domain is a 7-bladed B-propeller. Local structural comparisons
did not identify known catalytic sites at Lp49, but surface analyses evidenced potential
protein binding sites. Based on these results, the putative localization of Lp49 at the outer
membrane and its role as an antigen, we postulate that Lp49 has a protein binding function
involved in Leptospira-host interaction. The LIC12922 crystal structure, determined at 3.1
A resolution, revealed two domains. The NC domain is structurally related to the chaperone
domains of E. coli SurA and trigger factor proteins. The LIC12922 parvulin domain is
devoid of peptidyl prolyl isomerase activity, but presents a putative protein binding site
which includes the substrate recognition site proposed to the first parvulin domain of SurA.
Phylogenetic analyses suggest that LIC12922 and the extracytoplasmic chaperones SurA,
PpiD and PrsA have a common ancestor. Based on the structural and phylogenetic analyses
and taking into account its probable periplasmic localization we postulate that LIC12922 is
a periplasmic chaperone involved at the biogenesis of outer membrane proteins. The
protein LIC10494 was expressed, purified and crystallized. In spite of extensive refinement
of crystallization conditions the crystals were not adequate for diffraction experiments.
Sequence analyses evidenced that LIC10494 has an extensive central region intrinsically
disordered which is rich in threonine residues. Similarly to proteins that possess
intrinsically disordered domains, LIC10494 presents mobility slower than expected at SDS-
PAGE, elution volume smaller than expected in gel filtration assays and a considerable
contribution of random coil structures in circular dichroism spectrum.
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Introducdo

1.INTRODUCAO

1.1. ALEPTOSPIROSE E SEUS AGENTES CAUSAIS

A leptospirose é uma zoonose de distribui¢do mundial que, na ultima década, emergiu
como um sério problema de saide publica, dado o aumento repentino do niimero de casos e
epidemias registrados (Sambsiava et al., 2003). No estado de Sdo Paulo, uma taxa de
mortalidade de cerca de 10 % foi estimada num periodo de 23 anos entre pacientes
hospitalizados (Lomar et al., 1996). Grandes surtos ocorreram na América Central e na
América do Sul apds enchentes resultantes do excesso de chuva relacionado ao El Nifio
aumentando assim o ressurgente interesse internacional pela doenca (Levett, 2001).

Apesar de ser considerada uma importante causa de morbidade e mortalidade entre
populacdes pobres, principalmente em regides tropicais € em paises em desenvolvimento, a
leptospirose ¢ uma doenca negligenciada (Ko er al., 2009). Mais de 500.000 casos de
leptospirose severa sdo registrados a cada ano (WHO, 1999).

Doenga endémica de trabalhadores da zona rural, a leptospirose tem se tornado um
problema grave nas favelas dos grandes centros urbanos, onde a falta de saneamento bésico
gera condicdes para a transmissdo via ratos (Ko ef al., 1999, Riley et al., 2007, Reis, et al.,
2008). Além disso, a leptospirose também tem impactos considerdveis na pecudria por
causar transtornos reprodutivos, abortos e reducdo na producdo de leite em diversos
animais domésticos (Ellis, 1994; Grooms, 2006; Lilenbaum et al., 2007).

Bactérias patogénicas do género Leprospira sdo os agentes causadores da
leptospirose. Esse género compreende bactérias espiroquetas altamente méveis, aerdbicas
obrigatdrias, que possuem, como outras espiroquetas, caracteristicas tanto de bactérias
Gram positivas quanto de Gram negativas (Haake, 2000). Como em bactérias Gram
positivas, sua membrana citoplasmatica é fortemente associada a parede celular de
peptidoglicano. Como em bactérias Gram negativas, apresentam uma membrana externa

que encerra o espago periplasmético (Haake, 2000) (FIGURA 1.1).
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FIGURA 1.1. Esquema representativo do envelope celular de Leptospira spp. Na membrana
externa (OM) de leptospiras observamos lipopolissacarideos (LPS), lipoproteinas (ex. LipL32,
LipL41, LigB e LipL36) e proteinas transmembrana (OMPs) tais como OmpL1, Omp85 e TBDR
(receptor dependente de TonB). Como em outras espiroquetas, os flagelos de leptospiras localizam-
se no periplasma e a parede de peptideoglicano associa-se & membrana interna (IM). Nesta,
encontram-se lipoproteinas (ex. LipL31) e proteinas transmembrana tais como proteinas ligadoras
de penicilina (PBP), proteinas transportadoras de ferro (FeoAB), componentes do sistema de
transporte  ABC, proteinas do translocon Sec, através do qual s3o transportadas OMPs e
lipoproteinas recém sintetizadas no citoplasma, proteinas do sistema Lol, que participam do
enderecamento de lipoproteinas para a membrana externa, e as peptidases SPase I e II, responsdveis
pela clivagem do peptideo sinal de proteinas translocadas para o envelope celular. Nessa
representacdo destacam-se ainda dois sistemas de transporte que apresentam componentes na
membrana interna, no periplasma e na membrana externa (sistema de secre¢do tipo Il e o complexo
TonB-ExbB-ExbD-TBDR). Figura extraida de Ko et al. 2009.

O género Leptospira foi originalmente dividido em duas espécies, L. biflexa,
compreendendo as linhagens saproéfitas e L. interrogans abrangendo todas as linhagens
patogénicas (Everard, 1996; Johnson & Faine, 1984). Porém, com o advento da
classificacdo genotipica, o género sofreu uma re-classificacdo e apresenta, atualmente, 20
espécies (Ko et al., 2009).

L. interrogans e L. borgpetersenii sdo as espécies patogénicas responsdveis pela
maioria dos casos de leptospirose e compreendem quase a metade das 230 sorovares
conhecidas (Brenner et al., 1999, Bulach et al., 2006). A classificacio em sorovares €
baseada na heterogeneidade estrutural do carboidrato que compde o LPS, presente na
membrana externa dessas bactérias, e € importante para estudos clinicos e epidemiolégicos
(Ko et al., 2009).

Mamiferos selvagens e domésticos, bem como répteis e anfibios servem como

reservatorios das mais de 200 linhagens patogénicas conhecidas (Plank & Dean, 2000).
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Ratos e outros roedores sdo a fonte mais importante para a infec¢io humana (Plank &
Dean, 2000). Em ratos, L. interrogans coloniza cronicamente os tibulos renais proximais e
sdo excretadas na urina, o que facilita a transmissdo para outros hospedeiros (Faine et al.,
1999). Esta se dé principalmente pelo contato com a urina ou tecido de animais infectados
e com solo ou 4gua contaminados, através de cortes ou abrasdes cutdneas ou via a
conjuntiva (Lecour et al., 1989; Everard et al., 1995; Levett, 2001). Apds entrar no
hospedeiro, L. interrogans chega rapidamente a circulacdo sanguinea, através da qual é
disseminada para multiplos 6érgaos (Barochi et al., 2002).

A leptospirose produz um amplo espectro de sintomas que vao desde febres de inicio
repentino a ictericia, faléncia renal e hemorragia pulmonar potencialmente letal (Bharti et
al.,2003). Sua histopatologia é caracterizada por danos endoteliais, vasculites e infiltrados
inflamatérios observados geralmente no figado, rins, coracao e pulmdes (Levett, 2001).

O uso de antibidticos como penicilina G, ampicilina e doxiciclina tem sido a terapia
adotada para combater o agente causador (Bharti et al., 2003). Seus beneficios sdo maiores
quando empregues na fase inicial da doenga (Faine et al., 1999, World Health
Organization, 2003). Porém, o diagndstico correto e rdpido da leptospirose € dificultado
pelos sintomas comuns a outras doencas febris, tais como a dengue, principalmente em
paises em desenvolvimento (Mcbride, et al., 2005). Atualmente, dispde-se de alguns testes
diagndsticos para a leptospirose, porém eles tém sido associados a um alto custo e a uma
baixa sensibilidade durante a fase aguda da doenga (Suputtamongkol ef al, 2010).

Vacinas baseadas em bactérias mortas sdo disponiveis em alguns paises para uso em
humanos e tém sido usadas hd anos no campo veterindrio (Bharti et al., 2003, McBride et
al., 2005). Porém, tais vacinas estdo geralmente associadas a efeitos colaterais inaceitaveis
e a eficdcia altamente limitada e de curta duracdo (Bharti et al., 2003).

Ha alguns anos, Cuba e China desenvolveram, respectivamente, vacinas bacterianas e
vacinas baseadas em membrana externa para uso humano (Yan et al., 2003; Martinez et al.,
2004). Durante a triagem, nao foram registradas reacdes adversas graves, geralmente
associadas a vacinas bacterianas. Porém, elas ndo oferecem imunidade protetora cruzada
para os sorogrupos que nao estio representados em sua formulagdo (McBride ef al., 2005).
Dessa forma, a busca por alvos para o desenvolvimento de vacinas de subunidades, ou seja,

baseadas em antigenos protéicos, tem crescido nos ultimos anos e pesquisas nesse sentido
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estdo sendo desenvolvidas (Haake et al., 1999; Branger et al. 2001; Haake et al. 2004, Ko
et al., 2009).

Embora leptospiras tenham sido identificadas como o agente causal da leptospirose
ha cerca de 100 anos atrds (Inada et. al, 1916), pouco se sabe sobre a biologia e a
patogenicidade dessas bactérias, o que dificulta a elaboracdo de novas estratégias de
prevengao e de tratamento contra a leptospirose (Ko et. al, 2009).

Estudos in vitro mostram que L. interrogans € capaz de invadir células epiteliais e
macréfagos e que sua entrada nessas células depende de receptores mediadores de
endocitose (Merien, et al., 1997). L. interrogans também induz apoptose em macréfagos
através de vias dependentes de caspases 8 e 3 (Merien, et al., 1997, Jin et al., 2009).

Entretanto, diferentemente de Salmonella e Shigella, L. interrogans nao parece ser
um patdgeno intracelular facultativo (Barochi et al, 2002). Propde-se que a translocacao
rdpida de L. interrogans pelas células hospedeiras seja um mecanismo que permite a
bactéria se evadir da morte pelas células hospedeiras e chegar rapidamente ao sistema
sanguineo para a disseminacdo para multiplos 6rgaos (Barochi et al., 2002).

Apesar das diversas evidéncias de que L. interrogans é uma bactéria invasiva, capaz
de se aderir e de invadir células epiteliais e de induzir apoptose em macréfagos, os
componentes leptospirais envolvidos nesses processos permanecem praticamente
desconhecidos (Adler & de la Pefia Moctezuma, 2010). A falta de conhecimento das bases
moleculares da viruléncia de leptospiras é devida, em parte, a limitacdo imposta pela
ausé€ncia de ferramentas genéticas disponiveis para o estudo dessas bactérias até hda pouco
tempo.

Os primeiros trabalhos utilizando-se genética molecular em leptospiras patogénicas
comegaram a ser publicados hd cinco anos com a geracao dos primeiros mutantes em L.
interrogans (Bourhy et al., 2005). O primeiro fator de viruléncia definido geneticamente
em leptospiras foi a lipoproteina de superficie Loa22, cuja funcdo molecular permanece
desconhecida (Ristow et al., 2007).

A partir de entdo, importantes avancos na compreensdo da biologia e da
patogenicidade leptospiral tem sido alcancados, auxiliados pelo recente seqiienciamento
gendmico de Leptospira spp. (revisao em Ko et. al, 2009). Nos ultimos anos, foram

identificadas proteinas de Leptospira interrogans que se ligam a componentes da matriz
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extracelular, ao fator H regulador do complemento e ao plasminogénio humano (Barbosa et
al.,2006; Atzingen et al., 2008; Longhi et al., 2009; Vieira et al., 2010; Verma et al.,2006;
Stevenson et al., 2007; Verma et al., 2010). Cadeias de glicosaminoglicanos presentes em
proteoglicanos expostos na superficie de células humanas foram mostradas como sendo
receptores para L. interrogans (Breiner et al., 2009).

Diversas hemolisinas, para as quais se sugere um papel citotéxico, foram
identificadas a partir do genoma de L. interrogans (Nascimento et al., 2004b). A atividade
citotoxica e o provavel efeito apoptdtico de uma delas, Sph2, foram recentemente descritos
(Zhang et al., 2008). Interessantemente, as hemolisinas ja eram sugeridas como fatores de
viruléncia muito antes do seqiienciamento genOmico (Kasarov, 1970; Thompson &
Manktelow, 1986). Em 2002, mostrou-se que o mecanismo citotéxico da hemolisina SphH
envolve a formagao de poros nas células de mamiferos (Lee, et al., 2002).

Como referido acima, diversas proteinas envolvidas na adesdo e na sobrevivéncia in
vivo de leptospiras tem sido identificadas. Porém, o conhecimento que se tem atualmente
sobre a biologia e a patogenicidade de leptospiras € exiguo se comparado ao conhecimento
de patégenos bacterianos para os quais ferramentas de manipulagdo genética sao

disponiveis hd mais de 25 anos (Adler & de la Pefia Moctezuma, 2010).

1.2. SEQUENCIAMENTO GENOMICO DE Leptospira spp-

Em humanos, a forma severa da leptospirose € freqiientemente causada por linhagens
do sorogrupo Icterohaemorrhagiac. As linhagens responsdveis pela doenca dependem
amplamente da localizagdo geografica e da ecologia dos hospedeiros reservatdrios locais.
Assim, na Europa, as sorovares Copenhageni e Icterohaemorrhagiae, carregadas por ratos,
sdo predominantes enquanto que no sudeste asidtico a sorovar Lai € a mais freqiliente
(Levett, 2001).

No inicio dos anos 2000, os genomas das sorovares Lai e Copenhageni foram
seqilienciados (Ren et al., 2003; Nascimento et al., 2004b). O genoma de Leptospira
interrogans sorovar Lai (4691184 pb) € muito maior que o de outras duas espiroquetas
patogénicas — Treponema pallidum (1138006 pb), responsavel pela sifilis (Fraser et al.,

1998) e Borrelia burgdorferi (1519857 pb), responsével pela doenga de Lyme (Fraser et al.,
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1997). Ele € constituido de dois cromossomos circulares, um grande de 4332241 pb (CI) e
um pequeno de 358943 pb (CII) (Ren et al., 2003). O genoma da sorovar Copenhageni
apresenta-se na mesma configuracdo, possuindo apenas 63818 pb a menos que o genoma da
sorovar Lai (Nascimento et al., 2004b; Ren et al., 2003). A porcentagem média de
identidade de nucleotideos entre os dois genomas é de 95 % e a identidade média de
nucleotideos entre pares de genes ortdlogos preditos, codificantes de proteinas, € de 99 %
(Nascimento et al., 2004a).

Recentemente, o genoma da espécie patogénica Leptospira borgpetersenii e da
espécie saprofita Leptospira biflexa também foram seqiienciados. O genoma de L.
borgpetersenii € 700 Kb menor que o genoma de L. interrogans. Acredita-se que essa
reducgdo esteja associada a um processo evolutivo em direcdo a um ciclo de vida restrito aos
hospedeiros (Bulach et al., 2006). No genoma de L. biflexa, cerca de um terco dos genes
ndo apresentam ort6logos nos genomas das espécies patogénicas (Picardeau et al., 2008).

O seqiienciamento gendmico de Leptospira spp. abriu caminho para a elucidagao de
novos aspectos da fisiologia dessas bactérias relacionados ao metabolismo energético,
adaptacdo, sobrevivéncia em diferentes ambientes, colonizagdo e mecanismos de
patogenicidade. Além disso, ele possibilitou a identificacdo de proteinas potencialmente
localizadas na superficie celular que podem servir como alvos para o desenvolvimento de
vacinas de subunidades, além de poderem ser tteis para o diagnostico soroldgico da doenga
(Gamberini et al., 2005).

Analisando-se a lista de produtos génicos preditos pelo projeto genoma de L.
interrogans  sorovar  Copenhageni no  banco de dados do  projeto
(aeg.lbi.ic.unicamp .br/world/lic/), observa-se que grande parte daqueles que s@o
potencialmente exportados para o envelope celular, incluindo lipoproteinas e proteinas
transmembranicas, ndo apresentam funcdo molecular conhecida (Nascimento et al., 2004a).

De uma maneira geral, proteinas transmembranicas ou lipoproteinas expostas na
superficie celular, podem estar relacionadas a processos de adesdo, colonizagdo e adaptagao
do patégeno (Haake, 2000). As lipoproteinas, em especial, sdo reconhecidas como as
proteinas mais abundantes em vérias espiroquetas, o que indica sua importancia para essas
bactérias (Haake, 2000). Além disso, proteinas expostas na superficie também podem servir

como alvo do sistema imune do hospedeiro, sendo, por isso, alvos potenciais para o
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desenvolvimento de vacinas (Pizza et al., 2000, Gamberini et al., 2005). Desse modo, a
caracterizacdo estrutural e funcional dessas proteinas deve contribuir para a ampliacdo do
conhecimento dos mecanismos moleculares que regem a fisiologia de Leptospira
interrogans, podendo ter implicacoes na elucidacdo dos mecanismos moleculares

envolvidos na interacdo entre este patdgeno e seus hospedeiros.

1.3. PREDICAO DE FUNCAO DE PROTEINAS

Na auséncia de dados experimentais, a fun¢do de uma proteina € geralmente inferida
com base em sua similaridade de seqiiéncia com uma proteina de fungdo conhecida
(Watson et al., 2005). Entretanto, em muitos genomas seqiienciados, cerca de 30 % a 50 %
dos produtos gé€nicos preditos possuem uma baixa identidade de seqiiéncia (< 30 %) com
proteinas funcionalmente caracterizadas (Yakunin et al., 2004).

A estrutura tridimensional de uma proteina pode revelar varios indicios funcionais,
que sdo obtidos, basicamente, por similaridades estruturais ou pela presenga de ligantes na
estrutura (Zhang & Kim, 2003). Zarembinski e colaboradores foram os primeiros a propor
a func¢do molecular de uma proteina hipotética a partir de sua estrutura cristalografica
(Zarembinski et al., 1998). Desde entdo, varios trabalhos similares tem sido realizados
(Hwang et al., 1999; Boggon et al., 1999, Roberts et al., 2005, Sieminska et al., 2007)

Sendo assim, nos ultimos anos, muito tem se investido no desenvolvimento de
métodos para se extrair indicios funcionais diretamente da estrutura tridimensional de uma
proteina. Esses métodos vao desde a busca por estruturas de enovelamento similar até a
identificacdo de agrupamentos tridimensionais de residuos funcionais (Watson et al., 2005),
sendo crescente o numero de proteinas cujas fungdes t€ém sido propostas a partir de
informacdes estruturais (Yakunin et al., 2004).

Além de prover importantes indicios funcionais, que podem ser experimentalmente
testados, a determinag@o da estrutura tridimensional de proteinas também tem importantes
implicagdes no estabelecimento de relacdes evolutivas e na determinacdo de mecanismos
de interacdes entre dominios protéicos, sendo, portanto, de grande importancia para o
entendimento de como os vérios atributos moleculares de uma célula se combinam para

produzir suas propriedades anatdmicas e fisiologicas particulares (Teichmann et al., 2001).
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1.4. ALVOS DO PROJETO
Dentro do contexto exposto acima, o objetivo desse projeto foi a obten¢@o de indicios
funcionais a partir da resolucdo da estrutura cristalografica de trés proteinas de L.

interrogans sorovar Copenhageni potencialmente localizadas no envelope celular

(TABELA 1.1).

7

TABELA 1.1. Caracteristicas das proteinas alvo deste projeto. cddigo: identificacdo da
proteina  no  banco de dados de L. interrogans sorovar  Copenhageni
(aeg Ibi.ic.unicamp .br/world/lic/). n° de aa.. numero de residuos de aminoacidos. M: massa
molecular calculada pelo programa ProtParam (Gasteiger et al., 2005). pl: ponto isoelétrico tedrico
calculado pelo programa ProtParam (Gasteiger et al., 2005). descricdo: anotagdo das proteinas alvo
pelo projeto genoma. ps: presenga de peptideo sinal predito pelo programa signalP-HMM (Nielsen
et al., 1997; Nielsen & Krogh, 1998). localizacdo celular: localizacio celular predita pelo programa
PSORT (Nakai & Horton, 1999) ou PSORTB v.2.0.4* (Gardy et al., 2005).

n® de M

ag. (kDa) plI descrigcao ps localizag@o celular

codigo

LIC10793 456 51.8 8.9  antigeno de superficie v membrana externa’
LIC12922 362 423 6.3 hipotética conservada v/ periplasma

LIC10494 231 25.8 8.5 provével lipoproteina v membrana interna/externa

Tais proteinas foram selecionadas a partir de um grupo de interesse do Centro de
Biotecnologia do Instituto Butantan, Sdo Paulo. Os critérios de selecdo adotados foram a
expressao solivel em E. coli, baseada em experimentos feitos anteriormente, e a auséncia
de homologos com estrutura e funcdo conhecidas, de acordo com buscas realizadas pelo
programa BLAST (Altschul ez al., 1997).

Ensaios de Western blot realizados no Centro de Biotecnologia do Instituto Butantan
com varias proteinas, inclusive as trés selecionadas nesse projeto, indicaram que estas sao
reconhecidas por anticorpos presentes em soro de pacientes diagnosticados com a doenga
(Ana Lucia T.O. Nascimento, comunicacdo pessoal).

Apébs o inicio deste trabalho, confirmou-se que a proteina LIC10793, renomeada
como Lp49, é antigénica e propOs-se sua aplicacdo no desenvolvimento de testes

sorodiagndsticos (Neves et al., 2007). Nesse mesmo trabalho, evidenciou-se a provavel
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localiza¢dao de Lp49 na membrana externa e mostrou-se que o gene LIC10793 estd presente
em vdrias sorovares patogénicas, mas € ausente em L. biflexa (Neves et al.,2007).

A busca por indicios funcionais a partir da resolugdo da estrutura cristalina das trés
proteinas alvo torna-se interessante pelo fato de que estas ndo apresentam similaridades
significativas com familias funcionalmente caracterizadas ou com proteinas de estrutura
conhecida. Dessa forma, a determinacio de suas estruturas tridimensionais, bem como os
indicios funcionais obtidos a partir delas, pode significar a caracteriza¢ao de novas familias,

contribuindo para a elucidacdo da estrutura e funcao de proteinas homdélogas.
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho visou a obtencdo de indicios funcionais das proteinas LIC10793,
LIC12922 e LIC10494 de Leptospira interrogans sorovar Copenhageni a partir de suas
estruturas tridimensionais. Para tanto, o plano de trabalho adotado incluiu a expressao,
purificagdo, cristalizacdo e resolucdo da estrutura cristalografica por difracao de raios X das

tr€s proteinas alvo.
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3. RESULTADOS

Os resultados deste trabalho estdo apresentados em trés partes. A primeira delas
consiste em um artigo ja publicado, contendo a determinagcdo e andlise da estrutura
cristalografica de LIC10793, recentemente renomeada como Lp49. O segundo capitulo
corresponde a um manuscrito, submetido para publicagdo, onde se analisa a estrutura
cristalografica de LIC12922. A terceira parte descreve a expressdo, purificacdo,
cristalizacdo e caracterizagdo de LIC10494. No que se refere ao artigo publicado e ao artigo
submetido para a publicacdo, minha participagdo nos trabalhos inclui a redacdo dos
manuscritos e todas as etapas experimentais com excecdo da etapa de clonagem dos alvos
nos vetores pDEST ou pAE (Ramos ef al., 2004), efetuada pelo grupo da Dra. Ana Lucia T.
O. Nascimento do Centro de Biotecnologia do Instituto Butantan (SP), e da construcdo de
alguns dos variantes do gene LIC12922 em vetor pET-TEV, realizada por Tereza Cristina

Lima Silva.
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3.1. ARTIGO I

The leptospiral antigen Lp49 is a two-domain protein with

putative protein binding function

Priscila O. Giuseppe, Fernanda O. Neves, Ana Lucia T.O. Nascimento and Beatriz G.

Guimaries

12



Journal of Structural Biology 163 (2008) 53-60

Journal of

Structural

Contents lists available at ScienceDirect

Journal of Structural Biology

journal homepage: www.elsevier.com/locate/yjsbi

The leptospiral antigen Lp49 is a two-domain protein with putative protein
binding function ™

Priscila Oliveira Giuseppe ?, Fernanda Oliveira Neves ™€, Ana Licia T.0. Nascimento "<,
Beatriz Gomes Guimardes **
@ Centro de Biologia Molecular Estrutural, Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS), Rua Giuseppe Mdximo Scolfaro 10000, PO Box 6192, Campinas 13083-970, SP, Brazil

b Centro de Biotecnologia, Instituto Butantan, Sdo Paulo, SP, Brazil
€ Interunidades em Biotecnologia, Instituto de Ciéncias Biomédicas, USP, Sdo Paulo, Brazil

ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history:

Received 23 January 2008

Received in revised form 7 April 2008
Accepted 8 April 2008

Available online 14 April 2008

Pathogenic Leptospira is the etiological agent of leptospirosis, a life-threatening disease that affects pop-
ulations worldwide. Currently available vaccines have limited effectiveness and therapeutic interven-
tions are complicated by the difficulty in making an early diagnosis of leptospirosis. The genome of
Leptospira interrogans was recently sequenced and comparative genomic analysis contributed to the iden-
tification of surface antigens, potential candidates for development of new vaccines and serodiagnosis.
Lp49 is a membrane-associated protein recognized by antibodies present in sera from early and conva-

i(eey :Zgr?rsci interrozans lescent phases of leptospirosis patients. Its crystal structure was determined by single-wavelength anom-
Lef)msl;imsis 5 alous diffraction using selenomethionine-labelled crystals and refined at 2.0 A resolution. Lp49 is

Leptospiral antigen composed of two domains and belongs to the all-beta-proteins class. The N-terminal domain folds in
Lp49 an immunoglobulin-like beta-sandwich structure, whereas the C-terminal domain presents a seven-
Crystal structure bladed beta-propeller fold. Structural analysis of Lp49 indicates putative protein-protein binding sites,
LIC10793 suggesting a role in Leptospira-host interaction. This is the first crystal structure of a leptospiral antigen

Immunoglobulin-like domain described to date.
7-Bladed beta-propeller domain

© 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Leptospirosis is a re-emerging infectious disease caused by spi-
rochaetes of the genus Leptospira. The disease is more prevalent in
tropical and subtropical regions and, in developing countries, it
produces large urban epidemics with mortality mainly during the
rainy season (Bharti et al., 2003). The incidence of leptospirosis re-
mains underestimated due to the broad spectrum of symptoms
and similarities with other febrile illnesses. Five to 15% of the cases
evolve to renal and hepatic failure with mortality rate of 4-40%
(Faine et al., 1999; Plank and Dean, 2000). In addition, leptospirosis
has a major impact in the agricultural industry since it affects the
livestock causing abortions, stillbirths, infertility, reduced milk
production and death (Faine et al., 1999).

The large number of pathogenic Leptospira serovars (>230)
(Bharti et al., 2003) imposes a major limitation to the development
of a multi-serovar vaccine based on inactivated whole cells or
membrane preparations of pathogenic leptospires. Currently, the

* Data deposition: The atomic coordinates of Lp49 have been deposited in the
Protein Data Bank, www.rcsb.org (PDB ID code 3BWS).
* Corresponding author. Fax: +55 19 3512 1006.
E-mail address: beatriz@Inls.br (B.G. Guimaraes).

1047-8477/$ - see front matter © 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.jsb.2008.04.003
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available vaccines neither induce long-term protection against
infection nor provide cross-protective immunity against lepto-
spiral serovars not included in the vaccine preparation. The com-
plete genome sequencing of Leptospira interrogans serovar Lai
(Ren et al., 2003) and serovar Copenhageni (Nascimento et al.,
2004a) contributes to the understanding of the biology of this ver-
satile pathogen and to the development of new prophylactic inter-
ventions. Comparative genomics of the two serovars allowed the
identification of a large number of exported lipoproteins and other
membrane-associated proteins which may be involved in lepto-
spiral protective immunity (Nascimento et al., 2004b). Outer mem-
brane proteins that are conserved among pathogenic serovars
might be useful for leptospirosis diagnosis as well as in the produc-
tion of a recombinant vaccine (Gamberini et al., 2005).

LIC10793 encodes for a 49 kDa membrane-associated protein
(Lp49) from L. interrogans serovar Copenhageni. Lp49 is predicted
to be a lipoprotein by LipoP web server (Juncker et al., 2003) and
SpLip algorithm (Settbal et al., 2006) (Fig. 1A) but no other func-
tional domain was identified based on its primary structure. Recent
studies showed that Lp49 is recognized by antibodies present in
early and convalescent sera of leptospirosis patients (Neves et al.,
2007). Lp49 encoding sequence is conserved among several patho-
genic serovars of L. interrogans, suggesting its use as antigenic mar-
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Fig. 1. Overall structure of L. interrogans Lp49. (A) Primary structure of Lp49. The three domain boundaries are indicated below the amino acids sequence. The predicted
signal peptide from amino acid 1-34 (Schultz et al., 1998; Letunic et al, 2006) shows the typical features of spirochaetal lipoprotein signal sequences (Settbal et al., 2006),
which are composed of an amino-terminal region with a net positive charge (blue), a hydrophobic region (orange) and the characteristic carboxy-terminal region (green)
consisting of I, L, F, or V at either position —3 or —4 relative to the predicted cleavage site (black arrow). The predicted lipidated amino-terminal cysteine responsible for
anchoring the mature protein to a lipid bilayer is indicated in red. Secondary structures obtained from the crystallographic data are represented at the top of the sequence and
colored according to (B). (B) Cartoon representation of Lp49 structure. Molecule orientation shows the B-propeller top face. The p-propeller blades are shown in different

colors and W1 strands are numbered. N- and C- termini are indicated.

ker protein for detecting a broad spectrum of Leptospira infection.
In addition, its absence from non pathogenic strain suggests a pos-
sible role of Lp49 in leptospiral pathogenicity (Neves et al., 2007).
In this work we present the crystal structure of Lp49 solved at 2.0 A
resolution. Lp49 structure reveals a two-domain protein with puta-
tive protein binding function. To our knowledge this is the first
three-dimensional structure of a leptospiral antigen protein
reported.

2. Materials and methods
2.1. Protein expression and purification
Cloning of truncated LIC10793 (100-1371 bp) gene encoding

for Lp49 protein without the signal peptide sequence was de-
scribed previously (Neves et al., 2007). Preparation of selenomethi-

onine (SeMet) labeled protein was performed based on the
metabolic inhibition method proposed by Van Duyne et al.
(1993). Escherichia coli C41(DE3) competent cells were trans-
formed with the recombinant expression vector. A freshly trans-
formed single colony was grown for 16 h (310K, 200 rpm) in
30mL Luria Bertani medium supplemented with 100 yg mL™!
ampicillin. Cells were harvested by centrifugation (300g, 2 min,
293K) and resuspended in 30mL M9 minimal medium
(6.8 mgmL~! Na,HPO,, 3 mgmL~' KH,PO,, 0.5mgmL~' NaCl,
2 mM MgSOy4, 2 mg mL~! NH,Cl, 0.2 mM CaCl,, 1% glucose) supple-
mented with 100 pg mL™! ampicillin, 10 pgmL~! thiamine and
50 uM FeCl; (M9%"P)). The suspended cells were inoculated into
1 L M9%“?! medium and grown at 310 K, 200 rpm until the optical
density of the culture reached 0.6 at 600 nm. The culture was then
supplemented with 10 mL of a sterile mixture containing lysine,
phenylalanine and threonine (10 mgmL~'), isoleucine, leucine
and valine (5 mg mL™') and selenomethionine (6 mg mL™!) diluted
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into M9 medium without glucose. After 15 min of incubation
(310K, 200 rpm), expression was induced by addition of isopro-
pyl-1-thio-B-galactopyranoside (IPTG) to a final concentration of
0.4 mM. Cells were grown for a further 4 h at 303 K, harvested by
centrifugation at 3000g for 30 min and then frozen at 253 K.

For Hisg-LIC10793(Ser34-Pheyse) fusion protein purification, the
frozen pellet was resuspended in 40 mL of buffer A (20 mM sodium
phosphate pH 7.4, 500 mM NaCl, 5 mM Imidazole) with 1 mM
phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF). Cells were disrupted by
sonication and the lysate was clarified by centrifugation
(20,000g, 30 min, 277 K). For removal of nucleic acids, the lysate
was incubated with 2% w v~! streptomycin sulfate while shaking
(45 min, 277 K) and centrifuged (20,000g, 30 min, 277 K). The
supernatant was then injected in a 5 mL HiTrap™ Chelating HP col-
umn (GE Healthcare Life Sciences) pre-charged with Ni,SO4 using
an AKTA-FPLC system set at a flow rate of 2 mL min~'. After wash-
ing the resin with 20 column volumes (CV) of buffer A, bound pro-
teins were eluted using a 5 mM to 1 M imidazole gradient divided
in 3 parts: a 1 CV linear gradient from 0% to 5% buffer B (buffer
A+ 1M imidazole), a 2 CV step of 5% buffer B and a 20 CV linear
gradient from 5% to 100% buffer B. Fractions were subjected to
SDS-PAGE and those containing the target protein were pooled
and dialyzed against buffer C (20 mM sodium citrate pH 6,
20 mM NacCl). The sample was then centrifuged (18,000g, 10 min,
277 K) and loaded onto a 5 mL HiTrap™ SP HP cation exchange col-
umn (GE Healthcare Life Sciences) via an AKTA-FPLC system at
1.5 mL min~!. After washing with 4 CV of buffer C, the target pro-
tein was eluted from the resin using a 20 CV linear gradient from
20 mM to 1 M NaCl. The purified protein was dialyzed against buf-
fer C and concentrated using an Amicon Ultra-15 10,000 MW filter
(Millipore). Protein concentration was estimated from direct
absorbance at 280 nm considering a predicted extinction molar
coefficient of 47,580 M~' cm™".

2.2. Protein crystallization

SeMet-labeled protein was crystallized by vapor diffusion in
hanging drops. Initial screening was performed by equilibrating a
mixture of 1 uL of protein solution (6 mg mL™!) and 1 uL of reser-
voir solution (Hampton Research Crystal Screen I) over 500 pL of
reservoir solution at 291 K. Small and clustered crystals were ob-
served in the condition containing 0.2 M LiSO4, 0.1 M Tris-HCI
pH 8.5, 30% polyethylene glycol (PEG) 4000 after 24 h. Attempting
to obtain suitable crystals for diffraction experiments, the micro-
seeding technique (Stura and Wilson, 1990) was then applied.
For this purpose, clustered crystals were transferred to an Eppen-
dorf tube containing seed bead (Hampton Research) and 50 pL of
the crystallization condition. The tube was vortexed for 3 min to
generate a seed stock. This stock was diluted 1000-fold and 0.3 pl
of the dilution was added to drops composed by 1.5 pL of protein
solution (6 mg mL™!) and 1.5 pL of reservoir solution pre-equili-
brated over 500 uL of reservoir solution (0.2 M LiSOy4, 0.1 M Tris-
HCl pH 8.5 and 30, 25, 20 or 15% PEG 4000) for 1h at 291 K.
High-quality single crystal plates, with two dimensions higher
than 100 um, were obtained at the condition containing 15% PEG
4000.

2.3. Data collection and processing

SeMet labeled crystals cryo-protected by soaking in reservoir
solution plus 20% PEG400 were flash-cooled in a 100 K nitrogen-
gas stream. X-ray diffraction data were collected at the protein
crystallography W01B-MX2 beam line of the Brazilian Synchrotron
Light Laboratory (LNLS), Campinas, Brazil. Anomalous scattering
factors were derived from the emission fluorescence spectrum of
the crystal using the program CHOOCH (Evans and Pettifer,

15

2001). Then, diffraction data were collected at a single wavelength
(0.9795 A) corresponding to the maximum of f’. The crystal was
exposed for 1 min per 0.7° rotation of ¢ with the distance to detec-
tor set to 170 mm. Data were recorded on a Marmosaic-225 CCD
detector (MarUSA) and indexed using the program MOSFLM (Les-
lie, 1992). Scaling was performed by SCALA (Kabsch, 1988) from
the CCP4 package (COLLABORATIVE COMPUTATIONAL PROJECT,
NUMBER 4, 1994). Crystal belongs to space group P2,2,2;. Mat-
thews (1968) coefficient calculation indicated the presence of
two monomers in the asymmetric unit (V;,=2.23A3>Da"!) and a
solvent content of 45% Table 1 summarizes data collection
statistics.

2.4. Structure solution and refinement

The crystal structure of Lp49 was solved by the Single-wave-
length Anomalous Diffraction (SAD) method. All 14 expected sele-
nium were located by the Hybrid Sub-structure Search method
(Grosse-Kunstleve and Adams, 2003) and initial phasing was calcu-
lated with Phaser (McCoy et al., 2007). Density modification was
carried out with RESOLVE (Terwilliger, 2002) which was also used
to build and refine a preliminary model. Programs mentioned
above were used through the AutoSol Wizard of the PHENIX pack-
age (Adams et al., 2007). Further automatic model building was
carried out with ARP/wARP (Lamzin et al., 2001). Model refinement
was performed alternating cycles of REFMAC5 (Murshudov et al.,
1997) with visual inspection of the electron density maps and
manual rebuilding with COOT (Emsley and Cowtan, 2004). A total
of 814 residues (out of the 864 expected for 2 monomers) were
modelled, comprising Lp49 residues from Gly50 to Phe456. Water
molecules were added using COOT (Emsley and Cowtan, 2004)
during the last refinement cycles. Three sulfate ions were modelled
based on the difference Fourier map. The final model was estab-

Table 1
Data Collection and Refinement Statistics

Data statistics®

Space group P2,2,2, | , ,
Unit cell ) a=7895A b=86.87 A, c=13242 A
Wavelength (A) 0.9795
Resolution range (A) 53.45-1.99
No. of unique reflections 60735 (8497)
Redundancy® 6.1 (5.4)
Completeness® (%) 95.9 (94.0)
<Ifa(I)> 193 (5.3)
Reim >(%) 0.126 (0.421)
Refinement statistics

Resolution range (A) 20.0-1.99
No. of reflections 57517
R 0.185

Reree ¢ ) 0.237
R.m.s.d. bond length (A) 0.010
R.m.s.d. bond angle (°) 1.256

Mean B value (A?) ) 19.84

Mean B value (solvent) (A?) 27.74

Protein atoms 6438

Water molecules 602

S04 molecules 3

Residues in Ramachandran plot regions® (%)

Most favored 86.4
Additional allowed 123
Generously allowed 1.0
Disallowed 0.3

2 Numbers in parentheses are for the highest resolution bin, 2.10-1.99 A
b Considering bijvoet pairs to be independent reflections.

c ny 1/2 — —
Reim =3 (727) Sl —Thl/ X S The
h i [
a Rwork = Z ‘FD - FCVZ ‘Fa‘ ’ Rfree (teSt set = 5%)~
€ Procheckl(Laskowski et al., 1993).
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lished after the convergence of Reictor and Ryree Values to 0.19 and
0.24, respectively. Stereochemistry of the model was analyzed with
PROCHECK (Laskowski et al., 1993) and Molprobity (Davis et al.,
2007). Residue Lys82 of both monomers falls in the disallowed re-
gion of the PROCHECK Ramachandran plot. However, electron den-
sity maps unambiguously support the model. Lys82 is located at a
type II' beta-turn (Hutchinson and Thornton, 1994) and its side
chain is hydrogen-bound to the Asp81 carboxyl group. No outlier
was observed in the Molprobity Ramachandran plot and 95.6% of
the residues are in its favored region. Additional refinement details
are summarized in Table 1. Figures were produced using the pro-
gram Pymol (DeLano, 2002) and TopDraw (Bond, 2003).

3. Results and discussion
3.1. Overall structure

SeMet-labeled protein Lp49 (Ser34-Phe456) was produced in E.
coli, purified in two steps and crystallized. The crystal structure
was solved by single-wavelength anomalous diffraction and re-
fined at 2.0 A resolution to a final Rector Of 0.19 (Rgree = 0.24). The
final atomic model includes two symmetrically independent
monomers (referred as A and B) and quality of the electron density
maps allowed modelling of amino acid residues 50-456 in both
monomers. The side chain of a few solvent exposed glutamic acids
and lysines were poorly defined in the electron density maps and
were modelled as alanines. The asymmetric unit dimer interface
buries approximately 590 A? of solvent-accessible area per mole-
cule (5% of its total surface) and analyses of monomer-monomer
interfaces using the PISA web server (Krissinel and Henrick,
2007) did not indicate any biologically relevant dimer in the crys-
tal. Superposition of the two crystallographically independent
monomers resulted in an overall r.m.s. deviation of 0.28 A for all
Co atoms. The following analysis is performed using the monomer
A.

Lp49 structure is composed of two domains, both belonging to
the all B-proteins SCOP class (Lo Conte et al., 2000) (Fig. 1B). The N-
terminal domain (residues 50-129) is a B-sandwich formed by two
four-stranded B-sheets arranged face-to-face. It is 58 A long, with
an approximate diameter of 30 A and is tightly attached to the
C-terminal domain by a type II B-turn motif (Hutchinson and
Thornton, 1994). The C-terminal domain (residues 135-456) is a
B-propeller composed of 7 blades packed radially around a central
pseudo-7-fold symmetry axis. Each blade consists of a B-sheet
formed by four-twisted antiparallel B-strands. In the last blade
(W?7), ring closure is achieved by a typical molecular Velcro formed
by a combination of three p-strands from the C-terminal (strands 1,
2 and 3) and one B-strand from the N-terminal of the propeller
(strand 4) (Fig. 1). Structural superposition of the blades W2-W?7
on blade W1 results in r.m.s. deviations of 1.75, 1.70, 1.43, 1.33,
1.55 and 1.79 A, respectively. The p-propeller bottom face, defined
by the loops connecting p-strands 1-2 and 3-4, has a wider dia-
meter (75 A) than the top face (42 A), defined by the loops connect-
ing B-strands 4-1 and 2-3. The first strand of each blade lines a
central cavity which is occluded near the top surface entrance by
residues mainly polar or positively charged (discussion below).

3.2. The atypical N-terminal domain topology

The Lp49 N-terminal domain has an immunoglobulin-like fold.
Its topology shows a five-stranded structural unit (1, 2, 4, 5 and 6)
corresponding to a “complete” Greek key motif (Ptitsyn and Finkel-
stein, 1980) (Fig. 2A). Two forms of the standard Greek key motif
have been described (Zhang and Kim, 2000). In both forms (called
A and B), B-strands named aq, bg and ¢y, do define, respectively, two

B-archs (Hazes and Hol, 1992) (Fig. 2B). The difference between the
two forms relies on the position of the middle strand, named b,
when it is hydrogen-bound to by (form A) or ¢, when it is hydro-
gen-bound to ¢y (form B). The Lp49N-terminal domain shows an
atypical variation of the Greek key motif, with the middle strand
apparently splitting in two, b, and ¢, (Fig. 2B). Structural compar-
isons performed with SSM (Krissinel and Henrick, 2004) service
indicated that the Lp49 N-terminal domain is most similar to
structures which present the form B of the Greek key motif. It sug-
gests that, in the Lp49 N-terminal domain, the original five-
stranded unit agboc,codp was altered by insertion of the strand b;.
Besides this variation, the Lp49 Greek key motif presents a C-ter-
minal extension, comprising the strand B7, a 3io-helix (h) and
the strand B8. B7 and B8 are labeled d; and d», respectively, accord-
ing to their proximity to the strand d, in the polypeptide chain
(Zhang and Kim, 2000). Thus, the Lp49 Ig-like B-sandwich domain
topology can be defined as d»apcoc;®b1bodod; (Zhang and Kim,
2000).

Structural comparisons of the Lp49 N-terminal atomic coordi-
nates with the contents of the Protein Data Bank using the SSM
(Krissinel and Henrick, 2004) and Dali (Holm and Sander, 1995)
services identified distantly related structures. The most relevant
hits are the 20th domain of the human filamin-b (pdb code 2e9i;
r.m.s.d. of 2.3 A for 62 Ca aligned) and the mouse $2-microglobulin
(Zhang et al., 1992) (pdb code 2mha; r.m.s.d. of 3.0 A for 62 Cu
aligned). Following the SCOP classification (Lo Conte et al., 2000),
B2-microglobulin belongs to the immunoglobulin superfamily
whereas the filamin-b domain is suggested to belong to the E-set
domains superfamily by the program fastSCOP (Tung and Yang,
2007). The E-set domains are “early” Ig-like fold families possibly
related to the immunoglobulin superfamily. Comparison with the
current content of protein sequence databases shows that Lp49
N-terminal domain does not share significant sequence similarity
with other proteins, preventing the inference of homology rela-
tionships with members of the above mentioned superfamilies.
Since structural comparisons also did not allow its unambiguous
classification into the currently defined superfamilies, we suggest
that the Lp49 B-sandwich domain may be the founder of a new
protein superfamily.

3.3. The B-propeller domain

Lp49 C-terminal domain folds in a 7-bladed B-propeller struc-
ture and atomic coordinates comparison using the SSM (Krissinel
and Henrick, 2004) service identified significant structural similar-
ity to the YVTN B-propeller domain of an archaeal surface layer
protein (SLP) (Jing et al., 2002) (pdb code 110q) and to members
of the WD40 repeat-like superfamily. Lp49 C-terminal domain
superimposes on the archaeal YVTN B-propeller with a r.m.s.d. of
1.78 A for 267 Ca atoms aligned and a sequence identity of 25%.
The second hit in SSM score showed that Lp49 B-propeller super-
poses on the WD40 region of the human GROUCHO/TL1 protein
(Pickles et al., 2002) (pdb code 1gxr) with a r.m.s.d. of 1.90 A for
271 aligned Ca atoms and sequence identity of 15%.

Structural and sequence similarities indicate that Lp49 C-termi-
nal domain is a member of the YVTN repeat-like/Quinoprotein
amine dehydrogenase superfamily. Despite the overall similarity
(Fig. 3A), Lp49 B-propeller is less regular than the structurally re-
lated YVTN B-propeller. In Lp49, B-sheets superimposes to each
other with a r.m.s.d. of 1.85 +0.07 A and a sequence identity of
16.20 + 1.52%, whereas the YVTIN B-propeller modules superim-
pose on the six pseudo-symmetrical positions with an r.m.s.d. of
1.08 £ 0.08 A and a sequence identity of 46.6 + 7.6%. Furthermore,
Lp49 B-propeller blades do not share highly conserved motifs,
although sequence consensus is observed at some positions,
mainly in the second and third B-strands (Fig. 3B). Most of the con-
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Standard Greek Key motifs

Fig. 2. The Lp49 N-terminal domain. (A) Domain topology and (B) compares Lp49 Greek key motif (colored in light blue) with forms A and B of the standard Greek key motif
(Zhang and Kim, 2000). Lp49 strands B1 to B8 are named ao, bo, b1, ¢1, Co, do, d1, do, respectively, following the Zhang and Kim (2000) notation. Secondary structure elements
not belonging to the Lp49 Greek key motif are colored in dark blue (B strands) and magenta (31 helix).

served residues participate in inter p-sheets hydrophobic interac-
tions, which stabilize the blades and their relative orientation. Be-
sides, a conserved aspartic acid residue is located at the end of the
third B-strands, corresponding to the aspartic acid of the SVIDT
motif present in the YVTN B-propeller, and to the Asp residue of
the Groucho/TL1 B-propeller WD repeat (Fig. 3B). As previously de-
scribed, the role of this Asp residue is to stabilize a type I turn by
hydrogen binding to the amide group of residue n + 2 (Jing et al,,
2002; Lambright et al., 1996). Finally, Lp49 C-terminal domain
shows long insertions between strands 2 and 3 of blades W4 and
WG, respectively (Fig. 3). These insertions form prominent loops
at the top side of the propeller, not observed in the Lp49 structural
counterparts.

3.4. Putative protein binding function

Lp49 amino acid sequence shares no significant similarity with
proteins of known function and aiming at detecting functional evi-
dences from the three-dimensional structure, comparative struc-
tural analyses were performed. Analyses using the ProFunc
service (Laskowski et al., 2005a) were carried out and the n-residue
templates searches (Laskowski et al., 2005b) did not indicate the
presence of known enzyme active sites, DNA binding sites or ligand
binding sites. In the case of the p-sandwich domain, reverse tem-
plate analyses (Laskowski et al., 2005b), which scan templates gen-
erated from the target structure against a representative set of
structures in the PDB, returned no reliable matches. This result
was to some extent expected since, as mentioned above, the
Lp49 N-terminal domain is unrelated to other proteins present in
sequence databases.

Although the searches for local similarities did not provide any
hint about the Lp49 B-sandwich function, its fold suggests a role in
protein binding. Ig-like domains are recurrently observed as a scaf-
fold for interactions with proteins, for instance in the vertebrate
immune system (such as antigen and cytokine receptors) (Barclay,
2003) and in cell surface adhesion molecules (such as VCAM-1,
cadherin and policystyn-1) (Humphries and Newham, 1998; Ibra-
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ghimov-Beskrovnaya et al., 2000). In bacteria, Ig-like domains have
already been found in virulence factors that mediate mammalian
host cell adherence and invasion, such as E. coli intimin (Luo et
al., 2000) and Yersinia pseudotuberculosis invasin (Hamburger et
al.,, 1999).

Analyses of the Lp49 C-terminal domain by 3D reverse template
searches (Laskowski et al., 2005b) provided corroborating evidence
of its homology with the archaeal SLP YVTN B-propeller (Jing et al.,
2002) and indicated local similarities with the 7-bladed WD40
(Pickles et al., 2002; Sprague et al., 2000; Tarricone et al., 2004)
and the 6-bladed NHL (Edwards et al., 2003) and YWTD (Takagi
et al.,, 2003) B-propeller domains. Sequence alignment driven by
the template matches showed that most of the conserved residues
shared by Lp49 B-propeller and the analogues cited above are those
already mentioned as important for propeller folding and stability
(Fig. 3). However, no significant similarity was detected with the
characterized functional sites of the related structures, preventing
a straightforward indication of the biochemical function of the
Lp49 C-terminal domain.

Predicting function for a B-propeller domain is a challenging
task since this fold is characterized by a remarkable functional
and sequence diversity despite its structural rigidity (Fiilop and
Jones, 1999). The Lp49 homologue YVTN B-propeller belongs to
an archaeal surface layer protein (SLP) that has been located at
cell-cell interfaces and might be involved in cell adhesion process
of Methanosarcina mazei (Jing et al., 2002; Macario and Conway
De Macario, 2001). Interestingly, the archaeal SLP is also a two-do-
main protein composed of a 7-bladed B-propeller and an Ig-like B-
sandwich domain. Nevertheless, structural superposition of the
Lp49 N-terminal domain with the SLP B-sandwich domain does
not show a close match. Although a surface layer has not been ob-
served in L. interrogans, the fact that at least two proteins with SLP
homology (Lp49 and LIC12952, Nascimento et al., 2004a) were
identified might suggest the formation of S-layer in leptospires.

The Lp49 B-propeller analogues that belong to the WD40 repeat
superfamily are part of the human GROUCHO/TLE1 (Pickles et al.,
2002) and yeast TUP1 (Sprague et al., 2000) transcriptional co-
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Fig. 3. Comparison of the Lp49 B-propeller domain and its structural counterparts. (A) Superposition of p-propeller structures of Lp49 (blue) and archaeal SLP (Jing et al.,
2002, pdb code 110q) (light brown). (B) Alignment of the seven blades sequences of the Lp49 B-propeller domain (Lp49), the archaeal SLP YVTN B-propeller domain (SLP) and
the WD40 domain of the human Groucho/TLE1 co-repressor (Pickles et al., 2002) (TLE). B-Strands residues are underlined and arrows on the top of the figure indicate the
average length and position of the strands 1-4. On the right side of the figure, the number of the first and the last residue of each blade are indicated. In the last blade of each
propeller (W7), adjacent N- and C-termini responsible for the “Velcro” closure are separated by two vertical lines. Residues are colored according to the conservation pattern
derived from the alignment performed by Clustal W (Thompson et al., 1994). Conserved sequence motifs described for SLP (Jing et al., 2002) and TLE (Pickles et al., 2002)

proteins are highlighted with red boxes.

repressors and of the human LIS1 (Tarricone et al., 2004). In all
these proteins, the WD40 domains are involved in protein-protein
interactions. Protein binding function has also been described for
the Lp49 analogue NHL repeat domain of the protein Brat (Edwards
et al., 2003), a translation regulator associated with brain tumor
and for the YWTD domain of the extracellular matrix component
nidogen (Takagi et al., 2003).

Lp49 structure was then analyzed using the PPI-Pred service
(Bradford and Westhead, 2005) in order to verify its possible role
in protein-protein interaction. PPI-Pred predicts protein-protein
interaction sites based on surface properties likely to distinguish
protein binding sites such as hydrophobicity, residue interface pro-
pensity, electrostatic potential, solvent accessible area and surface
shape (Bradford and Westhead, 2005). Three putative protein bind-
ing sites were identified in Lp49 structure, the most probable lo-
cated around the central cavity of the B-propeller top surface
(Fig. 4A). Interestingly, this result agrees with the protein binding

sites described for the analogues of the Lp49 B-propeller domain
which are also located at the top side of the propeller (Pickles et
al,, 2002; Sprague et al., 2000; Tarricone et al., 2004; Edwards et
al., 2003; Takagi et al., 2003). In addition, Lp49 electrostatic surface
shows that the bottom side of the B-propeller domain is mostly
electronegative in contrast to the top side which reveals a central
electropositive patch (Fig. 4B). This positively charged patch par-
tially coincides with the most probable protein-protein interaction
site (Fig. 4) and might have a role in protein binding. It has been
found that charged amino acids can significantly enhance associa-
tion rates of protein—protein complexes, even though the rate-lim-
iting step involves the partial desolvation of charged and polar
groups (Sheinerman et al., 2000).

In order to verify if the Lp49 C-terminal domain and its homo-
logue YVTN beta-propeller (pdb code 110q) share conserved resi-
dues at the most probable protein-protein interaction site, the
position of the conserved residues was analyzed. This analysis re-
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Fig. 4. Analyses of Lp49 surface. (A) Colored surface areas are predicted to be involved in protein binding according to the PPI-PRED algorithm (Bradford and Westhead, 2005).
Probability of being a protein-protein interaction site increases from light to dark green to purple. (B) Electrostatic surface of Lp49 colored by charge, from red (—10 kV) to
blue (+10 kV). Electrostatic potential was calculated using GRASP (Nicholls et al., 1991). On the top of the figure, molecule orientations are the same of Fig. 1, showing the top
side of the B-propeller. On the bottom, the surface is rotated by 180° along the horizontal axis. The large purple area located at the B-propeller top side predicted to be
involved in protein-protein interaction (top-left) includes and surrounds the positively charged central cavity (top-right).

top view

side view

bottom view

Fig. 5. Localization of the conserved residues in the Lp49 p-propeller domain. Residues conserved in both Lp49 and archaeal SLP B-propellers are represented in spheres and
colored according to their exposed area: yellow indicates buried residues; cyan indicates partially exposed residues and magenta represents solvent exposed residues,

according to GETAREA (Fraczkiewicz and Braun, 1998). Lp49 surface is shown in gray.

vealed that 67% of the 66 conserved residues in the B-propeller do-
mains are buried, 21% are partially exposed and 12% are exposed to
the solvent, according to the algorithm implemented in the GETAR-
EA software (Fraczkiewicz and Braun, 1998). Conserved solvent-
accessible residues are sparsely distributed in Lp49 surface
(Fig. 5), giving no additional evidence of a common role of these
residues in leptospiral and archaeal homologues.

4. Conclusion

In this paper, we present the first crystal structure of a lepto-
spiral antigen. An Ig-like B-sandwich and a 7-bladed B-propeller
domain accounts for the architecture of the Lp49 protein. The lack
of reliable sequence and structural similarities to infer homology
relationships to the Lp49 Ig-like domain suggests it might be the
founder of a new protein superfamily. Domains structurally related
to the Lp49 B-propeller were found in archaeal surface layer pro-
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teins and in metazoan proteins, all of them involved in protein-
protein interaction, despite participating in diverse biological pro-
cesses such as transcription regulation and basement membrane
assembly. In silico analysis of Lp49 structure also indicated the
presence of putative protein—protein interaction sites. This result,
together with the Lp49 localization at the leptospiral membrane
and its role as antigen (Neves et al., 2007), suggests that Lp49
may have a protein binding function involved in Leptospira-host
interaction. Biochemical assays aiming at the identification of pos-
sible Lp49 host cell receptors are in progress.
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ABSTRACT

Leptospirosis is a world spread zoonosis caused by members of the genus Leptospira.
Although leptospires were identified as the causal agent of leptospirosis almost 100 years
ago, little is known about their biology, which hinders the development of new treatment
and prevention strategies. One of the several aspects of the leptospiral biology not yet
elucidated is the process by which outer membrane proteins (OMPs) traverse the periplasm
and are inserted into the outer membrane. The crystal structure determination of the
conserved hypothetical protein LIC12922 from Leptospira interrogans revealed a two
domain protein homologous to the Escherichia coli periplasmic chaperone SurA. The
LIC12922 NC-domain is structurally related to the chaperone modules of E. coli SurA and
trigger factor, whereas the parvulin domain is devoid of peptidyl prolyl cis-trans isomerase
activity. Phylogenetic analyses suggests a relationship between LIC12922 and the
chaperones PrsA, PpiD and SurA. Based on our structural and evolutionary analyses, we
postulate that LIC12922 is a periplasmic chaperone involved in OMPs biogenesis in
Leptospira spp. Since LIC12922 homologs were identified in all spirochetal genomes
sequenced to date, this assumption may have implications for the OMPs biogenesis studies

not only in leptospires but in the entire Phylum.

KEYWORDS

LIC12922, crystal structure, parvulin domain, SurA homology, chaperone

ABBREVIATIONS *

'OMP, outer membrane protein;

PPlase, peptidyl prolyl cis-trans isomerase;
SeMet, selenomethionine;

SAD, single-wavelength anomalous diffraction;
PDB, protein data bank.
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INTRODUCTION

Leptospirosis is a zoonosis caused by spirochetes bacteria of the genus Leptospira
(Levett, 2001). In the past decade, international attention on leptospirosis has resurged due
to occurrence of important outbreaks (Levett, 2001). This re-emerging infectious disease
has been identified as an important public health problem in Asia and Latin America
(McBride et al., 2005). Traditionally encountered at rural settings, it has emerged as the
cause of epidemics in poor urban slum communities of developing countries (McBride et
al., 2005). Despite its prevalence in the tropics, leptospirosis occurs worldwide (Levett,
2001). It affects not only humans but also several animal species, having remarkable
impacts on livestock production (Faine et al., 1999).

The lack of effective treatment and prevention procedures as well as of adequate
diagnostic methods has limited public health responses to leptospirosis (McBride et al.,
2005). Although leptospires were identified as the causal agent of leptospirosis almost 100
years ago (Inada et al., 1916), little is known about their biology, which hinders the
development of new treatment and prevention strategies. For several decades, the study of
Leptospira spp. was hampered by the absence of genetic tools for use in leptospires (Ko et
al., 2009). However, the recent publication of the genome sequence of three Leptospira
species and the development of methods for genetic transformation of Leptospira spp. have
allowed important advances in our understanding of leptospires biology and pathogenesis
(Ko et al., 2009).

One of the several aspects of the biology of spirochetes not yet elucidated is the
process by which outer membrane proteins (OMPs) traverse the periplasm and are inserted
into the outer membrane (Xue et al., 2009; Cullen et al., 2004). The main source of
information in this field comes from comparative genome analyses. Homologs of genes
involved in protein secretion such as the E. coli sec (Valent et al., 1998) and signal
recognition particle (Valent et al., 1995) (SRP)-related genes are found in Leptospira spp.
and other spirochetes (Cullen et al., 2004). However, homologs of periplasmic chaperones
such as E. coli PpiD, DegP and Skp, implicated in the folding of OMPs (Sklar et al., 2007;
Miiller et al., 2001), have not been identified in spirochetal genomes (Cullen et al., 2004).

Another important chaperone involved in OMPs biogenesis in E. coli is the protein SurA
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(Lazar et al., 1996). BLAST (Altschul et al., 1997) analysis using this chaperone as bait
indicates distant homologs in some spirochetes, but not in Leptospira spp.

LIC12922 gene encodes a protein of unknown function in Leptospira interrogans
serovar Copenhageni (Nascimento et al., 2004). Amino acid sequence analyses using the
programs SignalP (Emanuelsson et al., 2007) and PSORT (Nakai and Horton, 1999)
indicate that LIC12922 possesses a signal peptide and is probably addressed to the
periplasm. Microarray data showed that LA0675 gene (the equivalent to LIC12922 in L.
interrogans sv. Lai) is expressed at 28 °C and 37 °C in similar levels (Qin et al., 2006).
The same was observed by Lo and colleagues by using a proteomic approach (Lo et al.,
2009).

Moreover, LIC12922 orthologs are found in all leptospiral genomes sequenced to
date, suggesting its importance for leptospires survival (Nascimento et al., 2004; Picardeau
et al., 2008; Bulach et al., 2006). Recently, it has been shown that rLIC12922 do not react
with plasminogen to generate active plasmin (Vieira et al., 2010). In addition, the
prevalence of antibodies directed against the recombinant protein in convalescent human
and hamsters sera is low (Atzingen et al., 2010).

The crystal structure of the conserved protein LIC12922 presented in this work adds
a piece to the puzzle of OMPs biogenesis in Leptospira spp. It reveals the homology of
LIC12922 to the E. coli periplasmic chaperone SurA (Lazar et al., 1996), and constitutes to
our knowledge the first structure of a spirochetal homologous to SurA to be elucidated.
Based on structural and phylogenetic analyses, we postulate that LIC12922 is a periplasmic
chaperone involved in OMPs biogenesis in Leptospira spp. This assumption may have
implications for the OMPs biogenesis studies not only in leptospires but in the entire

Phylum Spirochaetes.

MATERIALS AND METHODS
Expression and purification

The gene LIC12922 (1089 pb) was cloned in pDEST ™17 (Invitrogen) without the
sequence coding for the signal peptide (141 pb) defined by SignalP (Emanuelsson et al.,
2007) as described in Vieira et al. (Vieira et al., 2010) and Atzingen et al. (Atzingen et al.,
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2010). Recombinant Hisg-LIC12922 (Glusg-Aspse) protein was produced in Escherichia
coli C41(DE3) cells (Avidis) transformed with the recombinant expression vector and
grown in LB medium supplemented with 100 yg/ml ampicillin.

After the culture reached ODgyo ~ 0.6, expression was induced for 4 h at 30 °C, 200
rpm, with 0.4 mM IPTG (isopropyl-1-thio-f-galactopyranoside). Cells were harvested by
centrifugation at 3000 g for 30 min. Preparation of selenomethionine-substituted (SeMet)
protein was performed based on a metabolic inhibition method (Van Duyne et al., 1993).

Briefly, E. coli C41(DE3) cells (Avidis) transformed with the recombinant
expression vector were grown at 37 °C, 200 rpm in M9 minimal medium supplemented
with 100 pg/ml ampicillin. When the culture reached ODgog ~ 0.6, it was supplemented
with 10 ml of a sterile mixture containing lysine, phenylalanine and threonine (10 mg/ml),
isoleucine, leucine and valine (5 mg/ml) and selenomethionine (6 mg/ml) diluted into M9
medium without glucose and thiamine. After 15 min of incubation (30 °C, 200 rpm),
expression was induced by addition of 0.4 mM IPTG. Cells were grown for a further 4 h at
30 °C and harvested by centrifugation at 3000 g for 30 min.

LIC12922 and LIC12922-SeMet were purified using the same protocol, except that
5 mM P mercaptoethanol was added to the buffers used for LIC12922-SeMet purification.
The pellets from 1 L cell culture were resuspended in 40 ml of buffer A (20 mM sodium
phosphate pH 7.4, 500 mM NaCl, 5 mM imidazole) containing 1 mM PMSF
(phenylmethylsulfonyl fluoride). Cells were disrupted by sonication and the lysate was
clarified by centrifugation (30 min at 20000 g). For removal of nucleic acids, the lysate was
incubated with 2 % w/v streptomycin sulfate under agitation (45 min, 4°C), followed by
centrifugation (30 min at 20000 g). Subsequently the supernatant was loaded onto a 5 ml
HiTrap™ Chelating HP column (GE Healthcare) pre-charged with Ni,SO, using an
AKTA-FPLC system set at a flow rate of 1.5 ml/min.

After washing the column with 10 CV (column volume) of buffer A, bound proteins
were eluted using a 5 mM to 1 M imidazole gradient divided in 3 parts: a 4 CV gradient
from 0 % to 10 % buffer B (buffer A + 1 M imidazole), a 2 CV step of 10 % buffer B and a
18 CV linear gradient from 10 % to 100 % buffer B. Fractions containing the target protein
were pooled and dialyzed against 20 mM sodium acetate pH 5.0, 20 mM NaCl. Protein
samples were concentrated using Amicon Ultra-15 10000 MW filters (Millipore). Protein
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concentration was estimated from direct absorbance at 280 nm considering a predicted
extinction molar coefficient of 40680 M 'cm™.

For removal of N-His tag, protein sample at 1 mg/ml was submitted to limited
proteolysis by trypsin (0.01 mg/ml) for 2 h in 20 mM sodium acetate pH 6.2, 20 mM NacCl
at room temperature. The reaction was stopped with 0.5 mM PMSF and concentrated to 1
ml. The protein was further purified on a HiLoad™ 16/60 Superdex™ 75 PG column (GE
Healthcare) equilibrated with 20 mM sodium acetate pH 5.0, 150 mM NaCl using an
AKTA-FPLC system set at a flow rate of 1 ml/min.

Crystallization

Native and SeMet-labeled proteins were crystallized by vapor diffusion in hanging
drops at 20 °C. The best crystals were obtained by combining the techniques of
microseeding (Stura and Wilson, 1992) and crystallization in gel (Biertiimpfel et al., 2002).
For the native protein, crystals grown in 0.1 M sodium citrate pH 5.5, 1.2 M ammonium
phosphate, 0.2 M sodium chloride were transferred to an Eppendorf tube containing SEED
BEAD (Hampton Research) and 50 pl of stabilization buffer (mother liquor). The tube was
vortexed to produce microseeds. For the SeMet labeled protein, microseeds were produced
using crystals grown in 0.1 M sodium citrate pH 5.5, 1 M ammonium sulfate, 0.2 M sodium
chloride .The seed stocks were serially diluted (10°-10° fold) in the respective stabilization
buffers.

Drops containing 2.5 ul of native protein solution (2 mg/ml) and 2.5 pl of reservoir
solution containing 0.2 % low melting point agarose (Sigma-Aldrich) were pre-equilibrated
over 200 pl of reservoir solution (0.1 M sodium citrate pH 5.5, 1 M ammonium phosphate,
0.2 M sodium chloride) for 1 h at 20 °C. Microseeds were then introduced by adding 0.5 ul
of each dilution to the drops. SeMet labeled crystals were produced in drops containing 3 ul
of protein solution (1.2 mg/ml) and 1 pl of reservoir solution containing 0.2 % low melting
point agarose (Sigma-Aldrich). Microseeds dilutions (0.4 pl) were added to the drops after
pre-equilibration over 200 pl of reservoir solution (0.1 M sodium citrate pH 5.5, 0.8 M
ammonium sulfate, 0.2 M sodium chloride) for 1 h at 20 °C. Average dimensions of native

and SeMet crystals used for data collection were 300 ym and 200 um, respectively.
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Data collection and processing

SeMet-labeled crystals were cryo-protected by a 2 min soaking in the reservoir
solution supplemented with 10 % ethylene glycol and 10 % glycerol prior to flash-cooling
in a 100 K nitrogen-gas stream. X-ray diffraction data were collected on the PROXIMA 1
beamline at Synchrotron SOLEIL, France. Anomalous scattering factors were derived from
the emission fluorescence spectrum of the crystal using the program CHOOCH (Evans and
Pettifer, 2001). Diffraction data were collected at a single energy (12662 eV) corresponding
to the maximum of f”. The crystal was exposed for 0.5 s per 0.25 ° rotation of ¢ with the
distance to detector set to 496 mm.

Native crystals cryo-protected by soaking in reservoir solution plus 15 % ethylene
glycol and 10 % glycerol were flash-cooled in an 85 K nitrogen-gas stream. X-ray
diffraction data were collected on PROXIMA 1 beamline at 12650 eV in two steps. Firstly,
the crystal was exposed for 0.4 s per 0.5 ° rotation of ¢ with the distance to detector set to
446 mm and the beam attenuated to 40 %. Then, the crystal was exposed for 1 s per 0.5 °
rotation of @ with full intensity of the beam in order to get the maximum resolution. Data
were recorded on an ADSC Quantum 315r detector and processed and scaled using the

program XDS and XSCALE (Kabsch, 1993). Table I summarizes data collection statistics.
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Table 1. Data Collection and Refinement Statistics

Data Statistics®

Native SeMet
Space group P23 P23
Unit cell (A) a= b=c= 137.12 a= b=c= 138.07
Wavelength (A) 0.980 0.979
Resolution range (A) 35.00-3.10 (3.18 - 3.10) 35.00 - 3.48 (3.68 —3.48)
N° of unique reflections 15872 (1177) 21868 (3508) b
Redundancy 10.2 (7.7) 7.8 (7.6)
Completeness (%) 99.8 (100.0) 99.7 (99.3)
/o) 21.52.7) 154 (2.7)
Rineas (%)° 8.8 (88.1) 8.5(71.3)
Refinement Statistics
Resolution range (A) 33.25-3.10
N° of reflections 15869
Rixctor 0.20
Riree 0.22
R.m.s.d. bond length (A) 0.01
R.m.s.d. bond angle (°) 1.2
Mean B value (A% 141.07
Protein atoms 2438

Residues in Molprobity Ramachandran plot regions® (%)

favoured 94.5
disallowed 03
Residues in PROCHECK Ramachandran plot regions' (%)
most favoured 915
additional allowed 7.8
generously allowed 0.7
disallowed 0.0

“Numbers in parentheses are for the highest resolution bin
® considering bijvoet pairs to be independent reflections

12 ,

by A A a 1 U

CRmeaxz z[}’lnh—lj z‘lh _Ih,i‘/zzlh,i with Ih =n_zlh,i
h h i h i h i

YRpee (test set =5 %)
“Molprobity (Davis et al., 2007)
fPROCHECK (Laskowski et al., 1993)
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Structure determination and refinement

The crystal structure of LIC12922 was initially determined by single-wavelength
anomalous diffraction method using the diffraction data from SeMet-labeled crystals. Six
selenium sites were found using the program SHELXD (Sheldrick, 2008) and initial
phasing calculation was performed with SHARP (Bricogne et al., 2003). Density
modification was carried out with SOLOMON (Abraham and Leslie, 1996). A preliminary
model was obtained by superposing a fragment of the model of E. coli SurA (PDB ID:
2PV3) to the experimental map using the program MOLREP (Vagin and Isupov, 2001).

Alternate cycles of manual model building using COOT (Emsley and Cowtan,
2004) and refinement with REFMACS (Murshudov et al., 1997) allowed the building of a
partial model containing 234 out of the 325 residues expected in the asymmetric unit (1
monomer). Native dataset at 3.1 A resolution was later obtained and combined with the
SeMet data set for phase extension using SHARP/SOLOMON (Bricogne et al., 2003;
Abraham and Leslie, 1996). The partial model was then positioned in the new experimental
map using MOLREP (Vagin and Isupov, 2001).

Cycles of refinement with BUSTER 2.9.1 (Bricogne et al., 2010) were performed,
alternating with visual inspection of the electron density maps and manual rebuilding with
COOT (Emsley and Cowtan, 2004). Due to the limited resolution of the data, the torsion,
planar and Ramachandran restraints were applied for real space refinement using COOT
(Emsley and Cowtan, 2004). The map sharpening tool available in COOT (Emsley and
Cowtan, 2004) (B factor set to -30) was employed in the last cycles of model building.

A total of 312 residues (out of the 325 expected for 1 monomer) were modeled,
comprising LIC12922 residues from Leusy to Leuse;. The final model was established after
the convergence of Ryyor and Ryee values to 0.20 and 0.22 respectively. Stereochemistry of
the model was analyzed with PROCHECK (Laskowski et al., 1993) and Molprobity (Davis
et al., 2007). In the Molprobity Ramachandran plot, 94.5 % of the residues are in the
favored region and only one residue (Trp257) falls in the disallowed region. Additional
refinement details are summarized in table I. Figures were produced using the program

Pymol (DeLano, 2002).
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Protease-coupled PPIase assay

A protease-coupled assay based on Kofron and colleagues (Kofron et al., 1991) was
used to verify if LIC12922 parvulin domain presents PPlase activity. The substrate N-
succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilide (Sigma-Aldrich) was solubilized in TFE (2,2,2-
trifluoroethanol) containing 470 yM LiCl.

The reaction was carried out in 50 mM HEPES [(4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazineethanesulfonic acid )] pH 8, 100 mM NaCl with 1 mg/ml a-chymotrypsin at 10
°C. LIC12922 and substrate concentrations were 3 uM and 50 uM, respectively. The
absorption at 390 nm was measured in intervals of 0.5 s during 10 min using an Analytik
Jena spetrophotometer SPECORD 210. Human cyclophilin A (Sigma-Aldrich) at 0.1 uM

was employed as positive control.

Phylogenetic analyses

BLASTP (Altschul et al., 1997) searches (BLOSUM45) against the non-redundant
protein database of NCBI were performed using SurA (REFSEQ ID: NP_752018.1), PpiD
(EMBL ID: CAQ30914.1) and PrsA (REFSEQ ID: NP_388876.1) protein sequences as
baits. Alignment of the LIC12922 sequence (REFSEQ ID: YP 002837.1) was performed
using the PSI-BLASTP algorithm (Altschul et al., 1997) (3-iterations) and restricting the
search set to the phylum Spirochaetes. Nine homologous sequences were selected for each
bait. Since PpiD and SurA parvulin domains are paralogs, the respective homologous
sequences were selected from the same species.

Multiple sequence alignment was generated by M-Coffee (Moretti et al., 2007)
using default parameters. Multiple structural alignment of the parvulin domains from
LIC12922 (PDB ID 3NRK, G194-T304), SurA (PDB ID: 2PV2, T172-R274), PpiD (PDB
ID: 2KGJ) and PrsA (PDB ID: 1ZK6), was performed by using SSM (Krissinel and
Henrick, 2004).

The region corresponding to the parvulin domain in the multiple sequence
alignment was manually edited using the structural alignment as a guide. A phylogenetic
tree for the parvulin domain was built by using the PHYLIP 3.69 package (Felsenstein,
2009). For bootstrap analyses, 100 data sets were created by the SEQBOOT program
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(Felsenstein, 2009). The parsimony trees were built with the PROTPARS (Felsenstein,
2009) program. The consensus bootstrap tree was obtained with the CONSENSE program
(Felsenstein, 2009) and drawn by using the TreeView program (Page, 1996). PrsA clade
was set as outgroup since Firmicutes are considered the earliest branching bacterial phylum
in relation to Spirochaetes and Proteobacteria (Ciccarelli et al., 2006).

The distribution of SurA (Bitto and McKay, 2002), LIC12922/PrsA (Vitikainen et
al., 2004) and PpiD (Weininger et al., 2010) similar domain architectures within the
kingdom Bacteria was generated based on searches of the domain combination “Trigger
Factor/SurA peptide binding domain-like” and “FKBP-like” using the SUPERFAMILY
database (Gough, 2002). Proteins presenting similar architectures and belonging to distinct
genera were grouped in the respective phylum or class, according to the classification

available at the NCBI taxonomy database (Sayers et al., 2009).

RESULTS AND DISCUSSION

Overall Structure

SeMet-labeled and native protein LIC12922 (Glusg-Aspsez) were produced in E. coli
fused to a N-terminal His-tag, purified, submitted to limited proteolysis followed by size
exclusion chromatography and crystallized. The crystal structure was initially solved by
SAD methods using diffraction data from SeMet-labeled crystals and subsequently a native
data set at 3.1 A resolution was used for phase extension and refinement to a final Rg,cqor Of
0.20 (Rfree = 0.22).

The final atomic model consists of one monomer and the quality of the electron
density maps allowed modelling of amino acid residues 50 to 361. The side chains of about
10 % of the residues could not be modeled. The backbone conformation of a single residue,
Trp257, lies in the disallowed region of the Molprobity Ramachandran plot (Davis et al.,
2007).

Analyses of assemblies using the PISA web server (Krissinel and Henrick, 2007)
identified a trimer as a possible stable quaternary structure for LIC12922 in solution.
However, size exclusion chromatography (Supplemental Fig. S1) and Dynamic Light

Scattering (DLS) experiments at low salt concentrations indicated the presence of
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monomers in solution. According to DLS data, recombinant LIC12922 (without part of its
His-tag) presents an average hydrodynamic radius of 3,2 nm (polydispersity index 12,6 %).
This value corresponds to a mass of 50 kDa, which is closer to the mass of LIC12922
monomers (38 kDa) and is in agremment with the size exclusion chromatography results
(Supplemental Fig. S1). Thus, the multimeric state suggested by PISA analysis may have
been induced by the conditions of high protein and salt concentrations present in the
crystallization condition.

The LIC12922 structure reveals two domains (Fig. 1). The sequentially
discontinuous NC-domain is composed of segments from the N- (Leu50-Val193) and C-
(Met306-Leu361) termini of the polypeptide chain. It is mainly constituted of o-helices,
except for the antiparallel B-sheet formed by two strands of the N-segment and one strand

of the C-segment. In addition, a short a-helix (a8) followed by an unstructured region form

a 21-residue C-terminal extension (Fig. 1B).

Fig. 1. Overall structure of LIC12922.
A. LIC12922  primary  structure
representation showing the predicted
signal peptide (red), the parvulin domain
(vellow) and the N- (blue) and C- (pink)
segments which form the NC-domain.
Numbers indicate the first residue of each
segment. B. Cartoon representation of
LIC12922. Colors are the same used in A
and N- and C- termini are indicated.
Secondary  structure  elements  are

numbered from 1 to a8 (NC domain)

and from B’1 to p’4 (parvulin domain).

The second LIC12922 domain (Phel195-Thr304) is connected to the N- and C-
segments through short linkers and displays a parvulin fold (Fig. 1B). The parvulin fold

was first described for the human enzymes Pinl and Parl4 that catalyze the cis/trans
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isomerization of peptidyl-prolyl bonds (Ranganathan et al.; Terada et al., 2001). It consists
of a four-stranded antiparallel B-sheet core surrounded by four o-helices (Ba3paf2
topology). An additional a-helix is present in the LIC12922 parvulin domain, generating a
Ba3pa2p2 topology (Fig. 1B).

The LIC12922 NC domain is structurally related to chaperone domains and is

intrinsically flexible

Comparative analyses evidence that the NC-domains of LIC12922 (LIC12922_NC)
and E. coli periplasmic chaperone SurA (Bitto and McKay, 2002) (SurA_NC) share the
same folding and topology, except for the C-terminal extension present in LIC12922.

Structural superposition of LIC12922_NC and SurA_NC using SSM (Krissinel and
Henrick, 2004) results in an overall r.m.s deviation of 2.39 A for 116 Ca atoms aligned.
Moreover, LIC12922 and SurA NC-domains are also structurally related to the C-terminal
domain of the E. coli cytoplasmic chaperone trigger factor (TF_C) (Merz et al., 2006) and
to the Mycoplasma pneumoniae hypothetical protein MPN555 (Schulze-Gahmen et al.,
2005). Interestingly, the “arms” and “body” structures described in TF_C (Merz et al.,
2006) are also present in LIC12922_NC. We propose here a bisection of the “body”
module in “head” and “spine” to describe the LIC12922 NC-domain by the four elements:
“head” (a-helix 6), “spine” (a-helix 7) and “arms” 1 (a-helices 1-2) and 2 (a-helices 3-5)
(Fig. 2A). In addition to TF_C, these structural modules can also be observed in SurA_NC
and MPN555 (Fig. 2B).

Comparison of these four structures reveals distinct arrangements of the secondary
structure elements. Notably, the orientation of the helices from the “head” and ‘“arms”
generates a compact structure in the case of MPN555 whereas TF_C and SurA_NC adopt

an open conformation. LIC12922_NC assumes an intermediate arrangement (Fig. 2B).
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B

MPN555

LIC12922_NC

arm1

TF_C

SurA NC

Fig. 2. The LIC12922 NC-domain. A. Cartoon representation of the LIC12922 NC-domain
evidencing the “head”, “spine” and “arms” structures. N-segment o-helices are highlighted in
different shades of blue to distinguish “arm1” (al and a2), “arm2” (a3, a4 and a5) and the “head”
(a6). The “spine” (a7) belongs to the C-segment (pink). B. Structural comparison between the
LIC12922 NC-domain, the putative chaperone MPNS555 from M. pneumoniae, the C-terminal
domain of the E. coli trigger factor (TF_C) and the NC-domain of the E. coli chaperone SurA
(SurA_NC). The correspondent helices are displayed using the same color code of the panel A. C.
Ribbon representation of LIC12922 NC-domain colored accordingly to the B-factor values, from
dark blue (low) to red (high). For clarity purposes, the LIC12922 C-terminal extension was omitted.
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Analysis of the B-factor distribution in the LIC12922 crystal structure shows that
the helices al, a3 and o4 and loops connecting al-a2, a3-04 and o4-aS5 present the
highest B-factor values (Fig. 2C). Calculation of the mean B-factor value (main-chain
atoms) results in 167.6 A for helices al, a3 and o4 against 119.8 A for the remaining
helices. Crystal contacts can only partially explain these differences. Together with the
comparative analyses with the structurally related proteins (Fig. 2B), this observation
suggests that the NC-domain is intrinsically flexible and the structural rearrangement of the

“arms” could be favored by the mobility of the loops connecting the helices.

The LIC12922 parvulin domain is devoid of PPIase activity

A protease-coupled assay (Kofron et al., 1991) using N-succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-
p-nitroanilide as substrate revealed that LIC12922 does not present PPlase activity (Fig. 3).
Catalytically inactive parvulin domains have already been described, for instance in the
chaperones SurA (P1 domain) (Rouviere and Gross, 1996) and PpiD (Weininger et al.,
2010).
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—a— 0.1 uM cyclophilin Fig. 3. Protease-coupled PPlase assay.
Cyclophilin was used as positive control
03 . . . in concentration 30-fold lower than
0 200 400 600 LIC12922.
time (s)

The catalytic mechanism of parvulin PPlases is not completely elucidated
(Heikkinen et al., 2009). Two main hypothesis have been proposed so far. The first is based
on the crystal structure of the human Pinl in complex with the cis dipeptide AlaPro

(Ranganathan et al., 1997). The crystallographic model together with biochemical assays
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suggested a covalent catalytic mechanism involving the Pinl residues H59, S154, H157
and the proposed nucleophile C113 (Ranganathan et al., 1997).

The second hypothesis, that has emerged ten years later, contradicts the nucleophilic
model (Behrsin et al., 2007). By analysis of Pinl variants, Behrsin and coleagues observed
that H157 is not essential for PPlase activity and proposed a mechanism according to which
C113 is maintained ionized by H59 and presents a partial or full negative charge to the
carbonyl oxygen atom of the cis substrate. Interaction with C113 would weaken the N-C
double bond character of the substrate promoting rotation (Behrsin et al., 2007).

LIC12922 lack of PPlase activity can be explained by means of comparative
structural analysis (Fig. 4). The Pinl cysteine residue C113 is substituted by an aspartic
acid in LIC12922 (D245). However, the same substitution occurs in other parvulins (Fig.
4A), including the PPlase PrsA from Bacillus subtilis (Vitikainen et al., 2004), and thus
should not have a deleterious effect on the activity.

In contrast, replacement of the Pinl active site H59 by the hydrophobic isoleucine
1201 in LIC12922 (Fig. 4A) may have a preponderant role in the loss of PPIase activity. In
addition, although the residues forming the proline binding pocket in Pinl are partially
conserved in LIC12922, the residues R290, R292 and Y266 occlude the putative substrate
binding site (Fig. 4B). Tyrosine Y266 is part of an insertion in the LIC12922 polypeptide
chain which is not observed in the related parvulin domains and R292 substitutes a highly
conserved glycine (Fig. 4A). Moreover, R292 makes a hydrogen bond with D245, which in
turn is not in position to interact with putative substrates (Fig. 4).

The exact relationship between PPlase activity and in vivo function of parvulins
remains unclear (Behrsin et al., 2007). Examples have been described where severe loss of
PPIase activity did not result in loss of cell viability, as it might be expected (Wu et al.,
2000; Gemmill et al., 2005). A role involving peptide binding is generally proposed for the
catalytically inactive parvulin domains. For instance, the P1 domain of chaperone SurA is
suggested to be responsible for substrate recognition (Xu et al., 2007). Despite the lack of
PPIase activity, it maintains the ability to bind peptides in a region which overlaps with the
substrate binding site of the active parvulin Pinl (Ranganathan et al., 1997). The same

feature is observed for the parvulin domain of the chaperone PpiD (Weininger et al., 2010).
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Fig. 4. Comparative structural analysis of parvulin domains. A. Structure based sequence
alignment of the parvulin domains from LIC12922, E. coli SurA and PpiD, B. subtilis PrsA and
human Pinl. Structural alignment was performed by using SSM (Krissinel and Henrick, 2004).
Sequence alignment was formatted with ESPript 2.2 (Gouet et al., 1999). The protein
identification and the numbers of the first and last aligned residues are indicated on the left. The
secondary structure elements of LIC12922 parvulin domain are displayed at the top of the
alignment (arrows, helices and “T” indicate B-strands, a-helices and B-turns, respectively). Blue
boxes highlight the conserved regions with similar residues represented by red letters and identical
residues shown as white letters. The green and orange stars indicate, respectively, the Pinl residues
involved in catalysis and those forming the proline binding pocket (Ranganathan et al., 1997,
Behrsin et al., 2007). The pink stars indicate the LIC12922 residues which occlude the potential
substrate binding site. B. Representation of the parvulin active site of Pinl (Ranganathan et al.,
1997; Behrsin et al., 2007) in complex with a dipeptide and the correspondent region in LIC12922.
Residues occupying equivalent positions are represented in the same color, according to the stars
code used in panel A. The dipeptide AlaPro (stick model) was modeled in the LIC12922 putative
binding site by superposing LIC12922 and Pinl parvulin domains structures using SSM (Krissinel
and Henrick, 2004).
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Putative peptide interaction sites

The LIC12922 crystallographic model was analyzed using the Protein-Protein
Interface Prediction (PPI-Pred) algorithm (Bradford and Westhead, 2005). LIC12922
shows an extensive surface potentially involved in protein interaction, which includes both
the NC- and parvulin domains (Fig. 5).

The first most probable protein binding site is located at the parvulin domain (Fig.
5A). It includes the region corresponding to the active site of Pinl (Ranganathan et al.,
1997) and to the peptide binding site of the SurA P1 domain (Xu et al., 2007). The second
and third most probable protein binding sites according to the PPI-Pred score are
contiguous and located at the NC-domain. They include a narrow channel formed by the
“arms” modules and extend to a cavity present at the bottom face of NC-domain (Fig. 5A).

The putative protein interaction surface predicted for the NC-domain agrees with
the substrate binding site proposed to the correspondent E. coli SurA domain and the
trigger factor C-domain (Bitto and McKay, 2002; Merz et al., 2006; Behrens, 2002;
Lakshmipathy et al., 2007). In these structures, a crevice between the two “arms” modules
gives access to a cleft formed by the “arms” and the “spine” elements (Bitto and McKay,
2002; Ferbitz et al., 2004). Biochemical studies on the E. coli trigger factor indicated that
polypeptide chains traverse this crevice engaging the entire C-domain to progress towards
the PPIase domain (Merz et al., 2008). In LIC12922, this crevice is closed and the central
cleft is reduced to a narrow channel due to a different arrangement of the helices al, a2,
a3, o4 and a5 (Fig. 6).

Interestingly, the crystal structures of apo-forms of E. coli SurA (Bitto and McKay,
2002) and trigger factor (Merz et al., 2006) are not strictly in the unbound state, since
portions of symmetry-related molecules are observed interacting with the crevice or the
central cleft. In contrast, there is a minimal involvement of the corresponding “arms” in
LIC12922 crystal contacts and we speculate that the conformation of LIC12922 NC-
domain might correspond to an unbound state that could undergo a structural rearrangement

to enable the binding of the substrate.
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Fig. 5. Putative peptide binding sites of LIC12922. A. Molecular surface representation showing
the potential protein-protein interaction sites predicted by PPI-Pred analyses (Bradford and
Westhead, 2005). The gradient dark orange to yellow indicates a decreasing PPI-Pred score. The
region defined by PISA (Krissinel and Henrick, 2007) analyses as forming a stable interaction with
a crystal neighbor molecule is colored in cyan. Black arrows (right panel) indicate the entrances of
the NC-domain channel. The blue arrow (central panel) indicates the region which corresponds to
the SurA and Trigger Factor crevices (Bitto and McKay, 2002; Ferbitz et al., 2004) and the white
arrow (right panel) indicates the region corresponding to the Pinl active site (Ranganathan et al.,
1997). B. Closer view of the LIC12922 assembly interface with a crystal neighbor (cartoon). The
cartoon representation is colored according to the fig. 1 and N- and C- termini are indicated.
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Analysis of the stable oligomeric assembly of LIC12922 proposed by the PISA
algorithm (Krissinel and Henrick, 2007) shows that the short antiparallel -sheet formed by
the N- and C-segment extremities and the C-terminal extension tightly interact with the
crystal neighbor molecule at the interface of the NC- and parvulin domains (Fig. 5B).
Although the trimer suggested by PISA could not be identified in solution, we speculate
whether this oligomer indicates a propensity for protein-protein complex formation,
evidenced by the conditions of high protein and salt concentrations present in the crystal.
This crystal packing interface connects the three putative protein binding sites indicated by
PPI-Pred, suggesting that, similarly to the trigger factor mechanism (Merz et al., 2008),
substrate binding may encompass the entire concave surface of LIC12922.

Structural superposition of LIC12922 and SurA crystallographic models reveals that
the orientation of the parvulin domains relative to the NC-domain is remarkably variable.
The crystal structure of full length SurA shows the second parvulin domain (P2) as a
satellite module whereas the NC-domain and the first parvulin domain (P1) form a core
module (Bitto and McKay, 2002). Interestingly, the position of the LIC12922 parvulin
domain does not match any of the SurA parvulin domains, although it is closer to the P2
orientation (Fig. 6). Moreover, the structure of a truncated form of SurA (lacking the P2
domain) in complex with a dodecapeptide revealed a rearragement of the P1 domain (Xu et
al., 2007) (Fig. 6).

Thus, the analysis of LIC12922 and structure comparison with the homologous
proteins shows that in addition to the “arms” flexibility, the orientation between the NC-
and the parvulin domain seems to be quite variable, indicating that structural flexibility

should play a role in substrate binding mechanism.
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1M5Y (P2)

o Clic12922 ()
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Fig. 6. Structural alignment of LIC129222 and E. coli SurA. A. The SurA models are identified
by their PDB codes. The model 1MS5Y includes the complete SurA structure, whereas 2PV3
corresponds to a truncate form, which lacks the second parvulin domain, in complex with a peptide
(not shown in the figure). Parvulin domains, N- and C- segments are labeled by P, N and C
respectively. For clarity, code colors are indicated in the figure. The dotted arrow highlights the
rearrangement of SurA P1 domain. B. Bottom view of the aligned structures evidencing the
LIC12922 helices a4 and a5 which occlude the crevice observed in the SurA structure. Surface
representation corresponds to the model 1MS5Y. Structures superposition was performed with the
LSQKAB program (Kabsch, 1976) using the conserved helix a7 (pink) as reference.

Evolutionary relationship between LIC12922 and extracytoplasmic chaperones

To further investigate a possible chaperone function of LIC12922, we analysed the
evolutionary relationship between LIC12922 and related extracytoplasmic chaperones.
Since different domains may evolve independently (Buljan and Bateman, 2009), the most
conserved LIC12922 domain, the parvulin domain, was selected to be used in the multiple
aligments. From these aligments (Supplemental Fig. S2), a maximum parsimony tree was
infered, revealing the probable relationship between PrsA (Vitikainen et al., 2004), PpiD
(Weininger et al., 2010), SurA (Bitto and McKay, 2002) and LIC12922 (Fig. 7).
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Fig. 7. Evolutionary tree evidencing a relationship between LIC12922 and extracytoplasmic
chaperones. Maximum parsimony bootstrap tree was based on multiple amino acid sequence
alignment of parvulin domains of LIC12922, the spirochaetal homologs and the extracytoplasmic
chaperones PrsA, PpiD and SurA. The numbers at branch points indicate the percentage of the 100
bootstrapped data sets that supported the specific internal branches of the cladogram. Branches
with less than 50% bootstrap support were collapsed. The taxa are indicated by the gene name
and species. PrsA taxa (Firmicutes) were set as outgroup. PpiD and SurA genes belong to
Proteobacteria while LIC12922 clade is composed by genes from Spirochaetes. For each cluster, the
conserved segments or domains of a representative member are shown on the right. Signal peptide
sequences (red) were predicted using SignalP (Emanuelsson et al., 2007). N-segments (blue) and C-
segments (pink) of PrsA and PpiD were assigned based on sequence analyses using
SUPERFAMILY (Gough et al., 2001) and PSIPRED (Bryson et al., 2005). The other domains were
defined according to structural data: SurA (PDB ID 1MSY), PpiD (PDB ID 2KGJ) and PrsA (PDB
ID 1ZK6) Numbers indicate the first residue of each segment. Gene names identified with asterisks
correspond to *VparA_N010200009300 and **VparK_010100022392.
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The resulting cladogram indicates that SurA P1 domain is the closest homolog of
LIC12922 parvulin domain, which is in agreement with their structural similarity (r.m.s.
deviation of 1.43 A for 100 C-a atoms aligned). The evolutionary tree also suggests that the
gene duplication event responsible for the divergence of SurA and PpiD parvulin domains
occurred early in evolution, probably before the speciation event that separated SurA from
LIC12922 parvulin ancestors (Fig. 7).

In addition to the evidences of evolutionary relationship between the parvulin
domains, comparison of the architecture of LIC12922 and the extracytoplasmic chaperones
PrsA (Vitikainen et al., 2004), PpiD (Weininger et al., 2010) and SurA (Bitto and McKay,
2002) reveals a similar organisation of domains. The primary and tertiary structure analyses
indicate that these four related proteins present the N-segment, one or two parvulin domains
and the C-segment arranged sequentially (Fig. 7).

In order to analyse the distribution of proteins with similar domain arrangements
within the Kingdom Bacteria, we verified the ocurrence of the combination of the segment
N (“Trigger Factor/SurA peptide binding domain-like” in the SCOP classification
(Hubbard et al., 1997)) and the parvulin domain (“FKBP-like” in the SCOP classification
(Hubbard et al., 1997)) in the bacterial genomes sequenced to date, using the
SUPERFAMILY algorithm (Gough et al., 2001) (Fig. 8).

The domain architecture similar to that of PrsA and LIC12922 structures is the most
ubiquitous, being identified in all bacterial groups analysed, including Cyanobacteria (Fig.
8). Interestingly, multiple genes encoding for proteins with this domain arrangement were
identified in several Firmicutes and Proteobacteria species, indicating that, for this gene,
duplication is a common event. Thus, it is plausible to suggest that SurA and PpiD parvulin
domains evolved from distinct gene copies, present in the ancestor of Proteobacteria and
Spirochaetes as proposed by the phylogenetic analysis (Fig. 6).

The SurA and PpiD-like domain architectures are not observed at Firmicutes,
Actinobacteria and Spirochaetes and show a complex distribution. In spite of being
observed at the deep branching phylum Thermotoga (Ciccarelli et al., 2006), PpiD-like
architectures were not identified at late branch groups, such as e-proteobacteria (Fig. 8). A
similar observation is valid for SurA-like domain arrangements. However, PpiD- and SurA-

like proteins are frequently observed at - and y-proteobacteria. The restricted distribution
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of the SurA domain architecture in comparison with PrsA-like arrangements suggests that
the presence of an additional parvulin domain may not be critical for chaperone function.
Indeed, functional experiments have shown that the lack of the second parvulin domain of
SurA, which presents PPlase activity, does not affect SurA function in vivo (Behrens et al.,

2001).

Gammaproteobacteria | —

Betaproteobacteria |

.
Alphaproteobacteria| TN
[

Epsilonproteobacteria [Jl
Deltaproteobacteria |
Acidobacteria | ]
Cyanobacteria T
Deinococcus-Thermus
Chloroflexi
Aquificae
Thermotogae
Bacteroidetes
Chlorobi I SurA-like
Fibrobacteres I PrsA/LIC12922-like
Actinobacteria [ ]PpiD-like
Spirochaetes
Firmicutes
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50 100 150

number of genera

o

Fig. 8. Distribution of the domain architectures found in SurA, PrsA/LIC12922 and PpiD
within the Kingdom Bacteria. The number of genera in function of phylum or class was generated
based on searches of the domain combination “Trigger Factor/SurA peptide binding domain-like”
and “FKBP-like” using the SUPERFAMILY database (Gough, 2002).

The evidences of a relationship between LIC12922 and the chaperones PrsA
(Vitikainen et al., 2004), PpiD (Weininger et al., 2010) and SurA (Bitto and McKay, 2002),
which perform similar functions at extracytoplasmic environments, strongly supports the
hypothesis that LIC12922 is also a chaperone. Furthermore, the homology between
LIC12922 and SurA together with the putative location of LIC12922 at the perisplasm lead
us to postulate that LIC12922 is also involved in the biogenesis of outer membrane
proteins.

Finally, although LIC12922 does not share a high sequence identity with the
spirochetal orthologs (15 % to 20 %), analyses using the SUPERFAMILY program (Gough

et al., 2001) indicated the presence of the N-segment and the parvulin domain in all related
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sequences. This result suggests that homologs of LIC12922 are indeed present in other
spirochetes and reinforce the importance of the gene for these bacteria.

To conclude, the inference of a chaperone function for LIC12922 may have
implications for OMPs maturation studies on the entire Phylum Spirochaetes. Moreover, it
was recently demonstrated that SurA is essential to the virulence of uropathogenic E. coli,
Salmonella, and Shigella spp. and it was proposed as a potential drug target against Gram-
negative pathogens (Behrens-Kneip et al., 2010). The identification of a SurA homolog in
leptospires and other spirochetes may contribute to the development of new treatments

against diseases caused by members of the phylum.
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Fig. S1. Analytical gel filtration performed on a HiLoad™ 16/60 Superdex™ 75 PG column at
a flow rate of 1 ml/min. The column was pre-equilibrated with 20 mM sodium acetate pH 5, 150
mM NaCl. Elution pattern of LIC12922 after limited proteolysis is shown in red, standard proteins
in green and blue dextran 2000 in blue. Numbers indicate the standard proteins elution peaks: 1 -
albumin (67 kDa), 2 - ovalbumin (43 kDa), 3 - chymotrypsinogen (25 kDa). The molecular mass
estimated for LIC12922 based on this experiment is 46 kDa which is compatible with a monomeric
state (theoretical mass for a monomer is approximately 38 kDa).
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Fig. S2. Multiple sequence alignment of parvulin domains used for the construction of the
evolutionary tree presented in figure 7. Secondary structure elements of LIC12922 parvulin
domain are displayed at the top of the alignment (arrows, helices and “T” indicate B-strands a-
helices and B-turns, respectively). On the left of the gene name, the organism and the numbers of
the first and last residue aligned are indicated. Conserved regions are highlighted by blue boxes.
Conserved residues are displayed in red and identical residues are displayed as white letters in a red
background. Gene names identified with asterisks correspond to *VparA_N010200009300 and
*#VparK_010100022392. Sequence alignment was formatted using ESPript 2.2 (Gouet et al.,

1999).
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3.3. PRODUCAO E CARACTERIZACAO DE LIC10494

Expressao, purificacao, cristalizacao e caracterizacao de
LIC10494
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RESUMO

LIC10494, identificada como provdvel lipoproteina, foi expressa em Escherichia coli,
purificada e cristalizada em algumas condi¢des das triagens iniciais na forma de agulhas ou
esferulitas. Trés condicdes foram refinadas, mas ndo renderam cristais adequados para o
experimento de difracdo. Experimentos de gel filtracdio e DLS revelaram a tendéncia de
agregacao de LIC10494, a qual foi eficientemente suprimida com a utilizagdo do
aminodacido arginina como aditivo.

Estudos de gel filtracdo analitica sugerem que a fracdo ndo agregada de LIC10494
apresenta-se no estado monomérico e possui uma forma ndo globular. Andlises de
dicroismo circular associadas a andlises de sequéncia revelaram que LIC10494 é uma

proteina parcialmente desenovelada que apresenta uma regido rica em residuos de treonina.
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INTRODUCAO

O gene LIC10494 codifica para uma proteina de 25,8 kDa. Ele estd localizado no
cromossomo I de L. interrogans sorovar Copenhageni entre as ORFs LIC10493 e
LIC10495 que codificam, respectivamente, para uma proteina hipotética e para uma
proteina da membrana citoplasmética. Buscas em bancos de dados, utilizando-se o
algoritmo PSI_BLAST (Altschul er al., 1997), ndo encontram proteinas ortélogas a
LIC10494. A presenca de um lipobox caracteristico em seu peptideo sinal, seguido de um
residuo de cisteina, € uma evidéncia sugestiva de que ela seja uma lipoproteina (Pugsley,

1993; Haake, 2000) (FIGURA 1).

UNONRANT TILFFTSTIENGC

FIGURA 1. Peptideo sinal de LIC10494.

Lipoproteinas de bactérias espiroquetas possuem em seu peptideo sinal uma seqiiéncia (lipobox)
caracterizada por apresentar: uma regido hidrofébica com mais de 6 residuos (azul); uma regido
carboxiterminal (cinza) com I, L, F ou V na posicdo -3 e -4 e G, A, S, ou N na posicdo -1 em
relacdo ao sitio de clivagem predito (vermelho) (Pugsley, 1993; Haake, 2000).

Andlises da sequéncia de LIC10494 com os programas PSIPRED (Jones, 1999,
Bryson et al., 2005), PONDR (Li et al., 1999) e FoldIndex (Prilusky et al., 2005) indicam
que LIC10494 apresenta uma regido central intrinsecamente desestruturada de
aproximadamente 70 residuos (FIGURA 2). O programa FoldIndex prediz se uma dada
sequéncia polipeptidica € intrinsecamente desestruturada com base na hidrofobicidade
residual média e na carga total da mesma (Prilusky et al., 2005). O programa PONDR
aplica redes neurais para a predicdo de ordem ou desordem em uma sequéncia polipeptidica
e se baseia em sua composi¢do de aminoacidos e em propriedades das cadeias laterais tais
como flexibilidade, hidropatia e nimero de coordenacdo (Li e al., 1999). O nimero de
coordenagdo é o nimero médio de cadeias laterais vizinhas que estdo em contato com uma
dada cadeia lateral quando ela estd totalmente “enterrada” na estrutura. Este nimero foi
calculado a partir de um conjunto de 33 proteinas ndo homoélogas (Galaktionov & Marshall,
1996).

Na regido de LIC10494 predita ser desestruturada, observa-se uma grande quantidade

de residuos de treonina (FIGURA 2A). O programa PSIPRED prediz algumas fitas beta
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nessa regidao, porém com baixo grau de confiabilidade (FIGURA 2A). Adjacentes a ela

encontram-se dois segmentos de provavel topologia alfa-beta (FIGURA 2A).
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FIGURA 2. Analises da sequéncia de aminoacidos de LIC10494. A. Representacdo da estrutura
secunddria de LIC10494 predita pelo programa PSIPRED v3.0 (Jones, 1999; Bryson et al., 2005).
Cilindros rosas representam alfa-hélices (H), setas amarelas indicam fitas beta (E) e linhas pretas
representam regides desenoveladas (C). O grau de confiabilidade da predicdo (azul) é mostrado
acima da representacdo da estrutura secunddria. Numeros indicam posi¢cdes de aminodcidos na
sequéncia primdria. O retangulo laranja destaca a regido rica em residuos de treonina. B e C.
Resultados das andlises da sequéncia de LIC10494 utilizando-se, respectivamente, os programas
PONDR (Li et al., 1999) e foldIndex (Prilusky et al., 2005) que predizem regides protéicas
intrinsecamente desestruturadas.
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MATERIAIS E METODOS
Expressao e purificacao

A expressdo do gene que codifica para a proteina LIC10494 foi induzida em células
da linhagem C41(DE3) de E. coli (Avidis) transformadas por choque térmico com o vetor
pDEST (Gateway) contendo o gene LIC10494 (84-696 pb) sem a regido codificante para o
peptideo sinal. A indugdo foi realizada por 4h, a 30 °C, adicionando-se 0,4 mM IPTG em 1
L de cultura crescida em LB/ampicilina, sob agitacdo de 200 rpm, apds esta ter atingido
uma ODg entre 0,4-0,6. Subseqilientemente, a cultura foi centrifugada a 3000 g durante 30
min a4 °C.

Para o preparo do extrato, as células foram ressuspendidas em 40 mL de tampao de
lise (50 mM Tris HCI pH 8§, 300 mM NaCl, ImM PMSF e 20 pzg/mL DNAse). A suspensao
foi sonicada com 20 pulsos de 15 s, em intervalos de 30 s, em banho de gelo. O produto
dessa sonicac¢do foi centrifugado a 20000 g por 30 min a 4 °C e o sobrenadante incubado
por 2 h, sob agitagdo a 4 °C com 1 mL de resina Ni-NTA (Qiagen) pré-equilibrada em
tampao A (50 mM Tris HCI pH 8, 300 mM NaCl).

Em seguida, a mistura de extrato e resina foi transferida para uma coluna mantida a
temperatura ambiente. Apds a passagem do extrato, a resina foi lavada com 10 mL de
tampao A. Para a eluicdo de LIC10494, adotou-se um gradiente de imidazol dividido em 6
degraus nas concentracdes 10 mM (8 CV), 25 mM (8 CV), 50 mM (6 CV), 100 mM (4
CV), 150 mM (6 CV) e 500 mM (6 CV) de imidazol.

A eficiéncia e o rendimento dessa purificacdo foram analisados por SDS-PAGE
(Laemmli, 1970). Determinadas as fragdes contendo a proteina alvo, estas foram agrupadas
e dialisadas trés vezes contra 0,5 L de tampao 50 mM Tris HCI pH 8, 150 mM NacCl.

Subsequentemente, LIC10494 foi submetida a um segundo passo de purificagio pelo
método de cromatografia de exclusdo molecular em colunas Superdex™ 75 10/30 (GE
Healthcare) ou Superdex™ 75 16/60 (GE Healthcare), equilibradas em tampao 50 mM Tris
HCI pH 8, 150 mM NacCl.

Na cromatografia realizada em coluna Superdex™ 75 10/30 (GE Healthcare),
utilizou-se um fluxo de 0,8 mL/min e coletaram-se fracdoes de 0,5 mL. Na realizada em
coluna Superdex™ 75 16/60 (GE Healthcare), utilizou-se um fluxo de 1 mL/min e

coletaram-se fracdes de 1 mL. As fracOes contendo a proteina alvo foram agrupadas,
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concentradas em filtro Amicon Ultra-15 5000 MW (Millipore) e submetidas a ensaios de
espalhamento de luz din@mico, dicroismo circular e cristalizagao.

Apo6s cada etapa de purificacdo e de concentracdo, LIC10494 foi quantificada pela
medida da absorcdo da amostra em 280 nm (Edelhoch, 1967) utilizando-se o coeficiente de
extingdo molar tedrico 10240 M cm™ calculado pelo programa ProtParam (Gasteiger et

al.,2005).

Gel filtracao analitica

Para os estudos de oligomerizacdo de LIC10494 utilizou-se a coluna Superdex™ 75
16/60 (GE Healthcare) equilibrada em tampao 50 mM Tris HCI pH 8, 150 mM NaCl. A
calibracio da mesma foi realizada com uma mistura contendo os seguintes padrdes:
albumina (3,55 nm), ovalbumina (3,05 nm) e quimiotripsinogénio (2,09 nm) diluidos em
tampao 50 mM Tris HCI pH 8, 150 mM NaCl. As elui¢des de LIC10494 e da amostra
padrao foram realizadas separadamente, injetando-se na coluna um volume de 1 mL das
respectivas amostras a um fluxo de 1 mL/min. Para se estimar o volume morto da coluna
(Vy), utilizou-se blue dextran 2000. A partir do volume de eluicdo dos padrdes (V,)

vV -V
calculou-se a constante K,, dada por e—VO ,onde V; € o volume total da coluna (124 mL).
t 0

A partir da curva obtida por regressdo linear dos pontos ./-log(K,) Vs Rs K determinados

para as proteinas padrdo, estimou-se o R;, de LIC10494.

Espalhamento de luz dinamico

Para se avaliar o estado oligomérico e a polidispersividade de LIC10494 apds cada
etapa cromatografica e apOs ser concentrada para os ensaios de cristalizacdo, mediu-se o
espalhamento de luz dindmico de amostras de LIC10494 a 18 °C em cubetas de quartzo
utilizando-se um equipamento Protein Solutions™ DynaPro™ (Wyatt Technology
Corporation). Os dados foram analisados pelo programa Dynamics™ V6 (Wyatt

Technology Corporation).
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Dicroismo circular

O espectro de dicroismo circular de amostras de LIC10494 foi medido em um
espectropolarimetro Jasco J-810 utilizando-se uma cubeta de quartzo de 0,1 cm de caminho
6tico. As medidas foram realizadas em quadruplicata, no intervalo de 195 nm a 260 nm, a
cada 0,5 nm, a uma velocidade de 100 nm/min com um tempo de resposta de 1 s. Apds
serem corrigidas pela subtracdo do espectro de CD do tampdo, as medidas foram
convertidas de elipticidade para elipticidade molar residual média pela férmula:

[H:L _ 6/1,,;” x MRM

, onde 0,°” (graus) é a elipticidade medida no comprimento de
10xd xc

onda A; MRM € a massa molecular residual média (Da), obtida dividindo-se a massa

molecular da proteina pelo seu nimero de residuos de aminoacidos; d € o caminho 6ptico

da cubeta (cm) e ¢ € a concentragdo de proteina (g/mL).

Ensaios para analise de agregaciao

Com o intuito de se encontrar um tampao capaz de deslocar o equilibrio agregado «»
mondmero para o estado monomérico de LIC10494, realizou-se o seguinte experimento,
baseado em Bondos & Bicknell (2003). Incubaram-se por 1h, a temperatura ambiente,
aliquotas compostas por 60 L de LIC10494 (5 mg/mL) em 20 mM Tris HCI pH 8,20 mM
NaCl e 60 L do mesmo tampao contendo os seguintes aditivos:

1. sem aditivo (controle)

2. 50 mM sulfato de amo6nio

3. 50 mM cloreto de magnésio

4.50 mM L-arginina

5.5 % glicerol

6.0,1% tween 20

Além dessas condi¢des, o tampao 20 mM HEPES de sédio pH 7, 20 mM NacCl
também foi testado.

A separacdo das fracoes “agregada” (> 100 kDa) e “ndo agregada” (< 100 kDa) foi

realizada por ultracentrifugacdo 1000 g (10 min) em membranas de exclusdo molecular de

100 kDa, utilizando-se o sistema Centricon (Millipore). A fracdo que passou pelo filtro
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(proteinas < 100 kDa) foi transferida para tubos novos. Os agregados retidos na membrana
foram ressuspendidos em 60 yL de dgua e coletados centrifugando-se, por 15 min, a 1000
g, o filtro invertido em um novo tubo. A propor¢do entre as fragdes agregadas e nao

agregadas foi analisada qualitativamente em SDS-PAGE.

Cromatografia de exclusao molecular em presenca de arginina

Para se avaliar a influéncia da arginina no equilibrio agregado <> mondmero de
LIC10494 em solugdo, realizaram-se, paralelamente, cromatografias de exclusdo molecular
de amostras de LIC10494 na auséncia e na presenca de 50 mM de arginina. Para tanto, uma
amostra de LIC10494, purificada por cromatografia de afinidade, foi divida em duas partes
iguais, as quais foram dialisadas contra 50 mM Tris HCI pH 8, 150 mM NacCl (amostra I) e
contra 50 mM Tris HCI pH 8, 150 mM NacCl contendo 50 mM arginina (amostra II). Apds
a didlise, as amostras foram concentradas em filtros Amicon Ultra-15 5000 MW para um
volume aproximado de 1 mL e aplicadas em coluna Superdex™ 75 16/60 equilibradas no
mesmo tampao das respectivas amostras.

As cromatografias foram realizadas em um sistema FPLC, com fluxo de 1 mL/min.
As amostras I e II foram quantificadas antes e depois da cromatografia de exclusao
molecular pela medida da absor¢do da amostra em 280 nm (Edelhoch, 1967), usando-se o
coeficiente de extingdo molar teérico 10240 M cm™, calculado pelo programa ProtParam
(Gasteiger et al., 2005). As fracdes correspondentes a amostra ndo agregada foram
juntadas, concentradas em filtros Amicon Ultra (Millipore) e submetidas a ensaios de

cristalizacdo. Além disso, as amostras foram analisadas por SDS-PAGE e DLS.

Cristalizacao
Triagens iniciais

Ensaios de cristalizacdo de LIC10494 foram realizados em microplacas de 96 pogos
crystal EX" (Corning). O método empregado foi o da difusdo de vapor em gota sentada.
Gotas contendo 0,5 pL de solugcdo de proteina (6,3 mg/mL) e 0,5 pL de solugdo do

reservatorio foram equilibradas contra 80 pL de solucdo do reservatorio.
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As solugdes foram automaticamente dispensadas nas placas utilizando-se o rob6 de
cristalizacgio Honeybee  (Genomic Solutions). Foram testados 6 kits [JCSG
(Nextal/Qiagen), PACT (Nextal/Qiagen), Precipitant Synergy (Emerald BioSystems),
SaltRX (Hampton Research), Crystal Screen I e I (Hampton Research), Wizard Screen I e
IT (Emerald BioSystems)] confeccionados usando-se o robd Matrix Maker (Emerald

BioSystems). Os ensaios foram realizados a 18 °C.

Refinamento |

A partir das triagens iniciais, selecionaram-se trés condi¢des para refinamento: A (0,1
M Na,HPOy/4cido citrico pH 4,2, 0,4 M K,HPO4, 1,6 M NaH,PO,); B (20 % PEG3350, 0,2
M Na,HPO,KH,PO4) ¢ C (0,1 M citrato de sédio pH 5,5, 2 M sulfato de amonio)
(FIGURA 3). Os ensaios foram realizados em placas de 96 pocos, equilibrando-se gotas de
2 uL (1 proteina :1 poco) contra 80 uL de solucdo do poco.

As solugdes foram automaticamente dispensadas nas placas utilizando-se o rob6 de
cristalizacio Honeybee  (Genomic Solutions). Nestes refinamentos, fixou-se a
concentracdo de proteina em 6 mg/mL e variou-se o pH vs concentracdo dos agentes
precipitantes (FIGURA 3). Em uma das condi¢des do refinamento de A, coraram-se o0s
cristais com IZIT (Hampton Research) para se descartar a hipdtese de que estes fossem de

sal.
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0,5M K,HPO,
0,4M K,HPO,
0,3M K,HPO,
0,2M K,HPO,
0,5M K,HPO,
0,4M K,HPO,
0,3M K,HPO,
0,2M K,HPO,

1,8 M NaH,PO, 1,6 M NaH,PO,

1,3M NaH,PO, 1,1 M NaH,PO,

BREILICIRCIE

4 5 6 7 8 9 4 5 6 7 8 9 pH

B
[o]efe] ool [elellelw]=
A

0,2M Na,HPO,/KH,PO, 0,1 M Na,HPO,/KH,PO,

20% PEG 3350
15% PEG 3350
10 % PEG 3350

5% PEG 3350

4 5 6 7 8 9 4 5 6 7 8 9 pH

FIGURA 3. Esquema dos refinamentos das condicoes
- de cristalizacdo A, B e C. A ¢ B. Cada quadrante

TEEOEE e s i
precipitante. Em x, variou-se o pH da condi¢do e em y a

B 2vnH,sufat concentragio do aditivo. C. Concentragdes decrescentes do
B 1smnn,sufao agente precipitante (linhas) s3o testadas em diferentes pHs
1,6 M (NH,), sulfato (colunas). Tampdes utilizados: pH 4 (0,1 M fosfato e
E 1,4 M (NH,), sulfato citrato de sodio), pH 5 (0,1 M acetato de s6dio), pH 6 - 8

4 5 6 7 8 9 pH (0,1 M hepes de sédio), pH 9 (0,1 M bicina).

Refinamento 11

O segundo ciclo de refinamento foi realizado em presenca e em auséncia de 50 mM
de arginina, indicado como supressor de agregacdo de LIC10494 em ensaios para andlise de
agregacdo. As amostras I (controle) (6 mg/mL) e II (+ arginina) (5 mg/mL) de LIC10494
foram submetidas a ensaios de cristaliza¢do nas condi¢des A-D vs 1-12 do refinamento da
condicdo A (FIGURA 3). Esses ensaios foram realizados a 18 °C em placas de 48 pocos
usando-se 0 método de gota pendurada.

Além disso, aplicou-se a técnica de microseeding (Bergfors, 2003) nos ensaios

descritos na figura 4. As sementes foram produzidas a partir de cristais de LIC10494
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utilizando-se o aparato SEED BEAD (Hampton Research) de acordo com as instrucoes
fornecidas pelo fabricante. Gotas de 4 uLL (1 proteina:1 pogo) foram semeadas com 0,4 yL.
das dilui¢Oes seriadas das sementes apds 30 min ou 90 min de equilibrio contra 200 xL de

solucdo do pogo.

diluicoes das sementes

10" 102 103 10 105 106 107 -

[ 15T s o | o [Rmm—

[ A 1(3 mg/mL)

H 1(1,5 mg/mL)
11 (5 mg/mL)
D | 11 (5 mg/mL)
H II (5 mg/mL)

solucoes

A) 1,6 M NaH,PO,, 0,3 M KyHPQ4, 0,1 M hepes de sodio pH 8
B) 1,6 M NaH,PO,, 0,3 M KoHPO,, 0,1 M hepes de sédio pH 8
C) 1,3 M NaH,PO,, 0,3 M K;HPO,4, 0,1 M hepes de sbdio pH 8
D) 1,3 M NaH,POy,, 0,2 M K;HPO,, 0,1 M hepes de sédio pH 8
E) 1,0 M NaH,PO,, 0,3 M K,HPO,, 0,1 M hepes de sédio pH 8

diluicoes das sementes
107" 102 10 104 105 106 107 -

[T [ (4 15 o7 o [EC—

o oo
=0 =2 =2 =2 =
Ny

3

«Q

:

3
oo -

solucao
A-E) 1,6 M NaH,PO,, 0,2 M K,HPO,4, 0,1 M hepes de sédio pH 8

FIGURA 4. Esquema dos ensaios de cristalizacdo das
amostras I (- arginina) e Il (+ arginina) de LIC10494
aplicando-se a técnica de microseeding.

Uma terceira estratégia de refinamento consistiu na triagem de aditivos dos kits

Additive Screen 1 e 11 (Hampton Research). Para tanto, gotas compostas por 2 uL de
amostra II (3 mg/mL), 2 L de solugdo do poco (1,6 M NaH,PO4, 0,2 M K,HPOy, 0,1 M
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HEPES de sédio pH 8) e 0,4 uL de aditivo foram equilibradas contra 200 xL de solucio do

poco a 18 °C. O método empregado foi o da difusdo de vapor em gota pendurada.

Coleta de dados teste

A difracdo de cristais (25 ym — 50 ym) de LIC10494 foi testada na linha WO1B-MX2
do LNLS. Imagens de difragcdo foram coletadas em um detector do tipo CCD (Mar
Research) fixado a 100 mm do cristal. Para cada imagem, o cristal foi rotacionado em 1° ou
10° durante 60 s ou 240 s. Como solucdo crioprotetora utilizou-se a solu¢do do pogo

acrescida de 20 % de etileno glicol.

RESULTADOS
Expressao e Purificacao

A proteina LIC10494 foi satisfatoriamente produzida soliivel em células da linhagem
C41(DE3) de E. coli. Em SDS-PAGE de amostras de LIC10494 recombinante, observa-se
uma massa aparente significativamente maior do que sua massa tedrica (25,9 kDa). Esse
tipo de mobilidade anormal em SDS-PAGE ¢ frequentemente observado para proteinas
intrinsecamente desestruturadas que, por apresentarem composi¢des de aminodcidos unicas,
se ligam a menos moléculas de SDS e migram, portanto, mais lentamente do que proteinas
globulares (Receveur-Bréchot et al., 2006). Tal observacdo apdia a hipdtese de que
LIC10494 apresenta uma grande regido intrinsecamente desestruturada.

Na primeira etapa de purificacdo, obteve-se um rendimento de 16 mg de proteina por
litro de cultura. As fragdes mais puras e concentradas de LIC10494 foram agrupadas e
dialisadas em tampao 50 mM Tris-HCIl pH 8, 150 mM NacCl. Ensaios de DLS utilizando-se
essa amostra mostraram que LIC10494 apresentava-se agregada (FIGURA 5). A alta
polidispersividade da amostra (39 %) sugeriu a presencga de vdrios estados oligoméricos de
LIC10494. O raio hidrodinamico médio calculado corresponde a uma massa molecular

cerca de 15 vezes a massa de LIC10494.
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10 - \ passa (kb= 377 FIGURA 5. DLS de LIC10494
5] \ %iassa 100 ap6s a primeira etapa de
1 \_ purificacdo. Amostra a 4 mg/mL
0 o1 4 T T TG0 dooo 4oooo  €m 50 mM Tris HCI pH 8, 150 mM
raio (nm) NaCl.

Assim, uma segunda etapa de purificacido por exclusdo molecular foi adotada. Esta
foi suficiente para separar a fracdo ndo agregada de LIC10494 tanto de proteinas
contaminantes quanto da fracdo agregada (FIGURA 6).

O rendimento final, considerando-se apenas a fracdo ndo agregada de LIC10494,
(pico 2 da cromatografia de exclusdo molecular), foi estimado em 2 mg de proteina por litro
de cultura, cerca de 13 % do rendimento obtido apds a primeira etapa de purificagdo.

Constata-se, portanto, que a maior parte das moléculas de LIC10494 forma agregados nas

condi¢Oes empregadas para sua purificagao.
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FIGURA 6. Purificacido de LIC10494. A. SDS-PAGE 12 % de amostras coletadas a cada etapa de
purificacdo de LIC10494 recombinante (25,9 kDa). B. SDS-PAGE 12 % de fragdes coletadas

durante a eluicdo de LIC10494 em coluna Superdex™ 75 16/60 (GE Healthcare) e o respectivo
cromatograma. * indica a amostra injetada na coluna.

mAu

PICO2

Estrutura secundaria de LIC10494

Analisando-se o espectro de dicroismo circular de LIC10494, observou-se a presenca
de bandas negativas em 208 nm e 222 nm, evidenciando a presenga de estruturas do tipo a-
hélice (FIGURA 7). Além disso, observou-se que a banda em 208 nm € maior (em mddulo)
do que a banda em 222 nm, o que sugere uma consideravel contribui¢do de estruturas do
tipo random coil (banda negativa em 195 nm) no espectro de CD de LIC10494. Isso é
evidenciado pela estimativa da quantidade relativa de estruturas secunddrias de LIC10494 a
partir da deconvolugdo do seu espectro de CD. De acordo com essa estimativa,

aproximadamente 45 % de LIC10494 corresponde a regides desestruturadas (FIGURA 7).
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10000

o[grau.cm’.decimol ]

~10000- FIGURA 7. Dicroismo Circular de
LIC10494. Espectro de CD de LIC10494
(painel superior) e quantidade relativa de
-20000 11— I | ) estrutura  secunddria de LIC10494

200 220 240 260 . ~
o estimada pela deconvolugdo do espectro
pelo programa CDNN (Bohm et al, 1992)
a-hélice 14% folhasB 23% no intervalo de 195 nm a 260 nm (painel
volta B 18% outras 45 % inferior).

A abundancia de estruturas random coil em LIC10494 condiz com o modelo tedrico
de sua estrutura secunddria, predito pelo programa PSIPRED (Jones, 1999, Bryson et al.,
2005), e com as predi¢des dos programas PONDR e FoldIndex, que indicam a presenga de
uma extensa regido central intrinsecamente desestruturada em sua cadeia polipeptidica

(FIGURA 2).

Comportamento hidrodinamico de LIC10494

Como forma de se estimar o estado oligomérico da fracdo ndo agregada de
LIC10494, realizou-se uma cromatografia de exclusdo molecular analitica em coluna
Superdex™ 75 16/60. Como mostrado na se¢do anterior, a amostra de LIC10494 se
apresenta, basicamente, como uma mistura composta por agregados, que eluem no volume

morto da coluna, e por uma fracdo nao agregada (FIGURA 8).
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A partir do K,, calculado
para o segundo
LIC10494, estimou-se um Rh de

2,84

pico de
nm e 265 nm em
experimentos realizados a 426
uM e 155 uM de LIC10494,
respectivamente. Tais valores sao
maiores do que o Rh esperado
para um mondmero (2,19 nm) e
menores do que o Rh esperado
para um dimero (3,19 nm) de uma
proteina globular de 25,9 kDa.
Proteinas  intrinsecamente
desordenadas

apresentam uma

mobilidade mais rdpida em

cromatografia de exclusdo
molecular em relagdo a proteinas
globulares, visto que
conformagdes estendidas resultam
em dimensdes hidrodindmicas
maiores (Receveur-Bréchot et al.,
2006). Assim, os Rhs estimados
para LIC10494 sugerem que a
fracdo ndo agregada corresponde
a mondOmeros cujas formas
desviam da globular.

Amostras da cromatografia
realizada em coluna Superdex™
75 10/30 foram monitoradas por

DLS (FIGURA 9). Fragoes
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FIGURA 8. Cromatografia de exclusio molecular
analitica de LIC10494 em coluna Superdex™ 75 16/60
para estimativa de seu estado oligomérico. A.
Cromatograma da eluicdo de LIC10494 (426 uM)
(vermelho), Blue Dextran (azul) e das amostras padrio
(verde): [1] albumina (3,55 nm), [2] ovalbumina (3,05 nm)
e [3] quimiotripsinogénio (2,09 nm). B. Regressdo linear
dos dados experimentais obtidos a partir do cromatograma
apresentado em A.
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eluidas no volume morto da coluna (pico 1) apresentaram valores estimados para o Rh
médio entre 7,4 nm e 10,3 nm, equivalentes a agregados de massas moleculares de 369 kDa
a 792 kDa. FracOes correspondentes a transicdo entre o primeiro € o segundo pico
apresentaram alto indice de polidispersividade (30 % - 60 %), indicando sua grande

heterogeneidade (FIGURA 9).

A B
fracdes
01234567 8 91011121314151617
T T fragdo raio(nm) %pd m(kDa) % massa
pico 1 110 3 8.8 19,9 544 100
1000 . 4 7.4 36,9 369 100
18 5 3,6 12,3 67 73
_ 5 10,3 15,6 792 27
2 1° E 7 8 30 437 100
E 50 z 8 3,5 61,1 63 100
14 9 3,1 37,2 47 100
10 3 31 44 100
12 11 2,9 26,8 41 100
. . 12 2,8 29,9 38 100

Asgonm (MAU) vs volume (mL)

u r(nm) vs fragdes

FIGURA 9. DLS das fracoes de LIC10494 eluidas da coluna Superdex™ 75 10/30. A.
Cromatograma da eluicio de LIC10494 da coluna Superdex™ 75 10/30 (azul). Pontos
vermelhos indicam o raio hidrodindmico médio r (nm) estimado para determinadas fracdes a
partir de medidas de DLS. B. Dados obtidos a partir das medidas de DLS das fracdes mostradas
em A. raio - raio hidrodindmico (Rh) médio, %pd - polidispersividade da distribuicdo de
tamanhos em porcentagem, m - massa estimada a partir do raio hidrodindmico médio, % massa
- fracdo em massa do respectivo componente em relagdo a distribui¢do total de tamanhos.

Para as fracoes eluidas no segundo pico do cromatograma, observaram-se Rhs entre
2,8 — 3,1 nm, equivalentes a massas moleculares entre 38 kDa — 47 kDa e comparéveis aos
Rhs estimados por gel filtracdo analitica. Tais fracOes apresentaram um alto indice de
polidispersividade (> 20 %), sugestivo de agregacdo de parte da amostra apds a
cromatografia de exclusao molecular (FIGURA 9B).

ApOs se agrupar as fracdes 9 a 12 do pico 2, mediu-se o DLS da amostra resultante
contendo LIC10494 a 2 mg/mL. Esta apresentou um raio hidrodindmico médio de 2,6 nm
(31 kDa) e um indice de 46 % de polidispersividade. Apds ser concentrada para 6 mg/mL,

LIC10494 apresentou dois picos no DLS. Um pico monodisperso (12,6 % Pd) de raio

72



Resultados

hidrodinamico médio de 3,2 nm (50 kDa) e um pico de raio hidrodindmico médio de 15 nm
(1959 kDa) correspondendo a apenas 9 % da massa total. Com essa amostra, realizaram-se

os primeiros ensaios de cristalizacdo para LIC10494.

Ensaios para analise de agregaciao

Dada a grande proporcdo de proteinas agregadas em amostras de LIC10494 em
tampao 50 mM Tris HCI pH 8, 150 mM NaCl, decidiu-se testar alguns aditivos descritos na
literatura como sendo capazes de minimizar a agregagao de proteinas (Bondos & Bicknell,
2003). Isso para melhorar tanto o rendimento da cromatografia de exclusdo molecular
quanto a polidispersividade das amostras submetidas a cristalizacao.

Como mostra a figura 10, dos 5 aditivos testados, apenas a arginina mostrou
claramente ser capaz de aumentar a quantidade relativa de proteinas ndo agregadas. A
redu¢do do pH em 1 ponto (amostra 7) aparentemente ndo influenciou no equilibrio

agregado «» mondmero (FIGURA 10).

1 2 3 4 5 6 7
O AO A OAOAOA AO AOA

——

-

1 - controle
2- 50 mM (NH4),S0O,
3- 50 mM MgCl,

35kDa > — W 4-50mM arginina
5-5% glicerol
6-0,1 % tween 20
25kDa P 7-20 MM HEPESpH 7

—_—

O = oligbmeros (amostra que passou pelo filtro de 100 kDa)
A = agregados (amostra retida no filtro)

FIGURA 10. SDS-PAGE das amostras do ensaio para analise de agregacao de LIC10494
em presenca de aditivos. Em vermelho destaca-se o melhor resultado, observado no teste com
arginina.

Embora a arginina seja amplamente empregada como um supressor de agregacdo de

proteinas, especialmente em processos de renaturagdo, seu mecanismo de ac¢do ainda nao é
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bem conhecido (Baynes et al., 2005; Das et al., 2007). Estudos sugerem que, em solu¢ao
aquosa, a arginina forme agrupamentos que apresentam uma superficie hidrofébica devido
ao alinhamento de seus 3 grupos metileno. De acordo com esse modelo, a inibi¢do da
agregacdo de proteinas se da pela interacdao da superficie hidrofébica das mesmas com a
superficie hidrofébica dos agrupamentos de arginina (Das et al., 2007).

Outro modelo proposto para explicar o efeito da arginina na supressiao da agregacao
de proteinas baseia-se em duas observacOes (Arakawa, et al., 2007). A primeira delas € a de
que a arginina, similarmente ao hidrocloreto de guanidina (GdnHCI), interage
favoravelmente com a maioria das cadeias laterais de aminoécidos. A segunda € a de que a
ligacdo de arginina na superficie de proteinas € limitada, diferentemente da ligacdo de
GdnHCI. Assim, postula-se que a limitada interacdo de arginina com a superficie de
proteinas tenha um papel preponderante em sua habilidade de suprimir a agregacdo de

proteinas sem desestabiliza-las (Arakawa, et al., 2007).

Cromatografia de exclusao molecular em presenca de arginina

Para se analisar quantitativamente o efeito da adicdo de 50 mM de arginina no
equilibrio agregado <> monomero em amostras de LIC10494, realizaram-se ensaios de
cromatografia de exclusao molecular na presenga e na auséncia de arginina (FIGURA 11).

Como esperado, em amostras dialisadas e purificadas em tampao 50 mM Tris HC] pH
8, 150 mM NaCl, 50 mM arginina, a propor¢do da fracdo ndo agregada aumentou
substancialmente (FIGURA 11). No cromatograma da amostra controle, observou-se que o
pico da fracdo ndo agregada correspondeu a 48 % da drea total sob a curva, ou seja, cerca
de 50 % da amostra apresentou-se agregada em tampao 50 mM Tris HCI pH 8, 150 mM
NaCl (FIGURA 11). Em presenca de 50 mM de arginina, a proporcao do segundo pico foi
para 90 % da érea total sob a curva, o que mostra que a adi¢cdo de arginina inibiu

drasticamente a agregacdo de LIC10494 (FIGURA 11).
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FIGURA 11. Inibicdo da agregacao de
LIC10494 com a adicido de 50 mM de arginina
no tampao de purificacio.

As amostras I e II foram analisadas por DLS antes e depois da cromatografia de
exclusao molecular (FIGURA 12). Em relacdo a amostra I, esta se apresentou polidispersa
(39 % Pd) e com um raio hidrodinamico médio estimado em 7,5 nm antes de ser purificada
por cromatografia de exclusdo molecular (FIGURA 12A). Com a adi¢ao de 50 mM de
arginina (amostra II), o raio hidrodinamico médio caiu para 3,7 nm e a polidispersividade
aumentou para 69 %, indicando um aumento na propor¢do de moléculas nido agregadas
(FIGURA 12A).

Apés ser purificada por cromatografia de exclusdo molecular, a fracio monomérica
da amostra I foi concentrada para 6 mg/mL. A andlise de DLS da amostra concentrada
apresentou dois picos monodispersos, um com raio hidrodindmico médio de 2,8 nm (36
kDa), correspondendo a 81 % da massa total de proteinas espalhadoras € um pico com raio
hidrodinamico médio de 9,4 nm (636 kDa) (FIGURA 12B). Na amostra contendo arginina,
observou-se uma populacio monodispersa de moléculas de 3,3 nm (57 kDa) de raio

hidrodinamico médio correspondendo a praticamente 100 % em massa (FIGURA 12B).
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FIGURA 12. DLS das amostras I (controle) e II (+ arginina) de LIC10494 antes e depois da
cromatografia de exclusao molecular.

Cristalizacao

Ensaios iniciais

Nos ensaios iniciais, foram testadas 576 condi¢des de cristalizacdo, utilizando-se
amostras de LIC10494 a 6 mg/mL em tampao 50 mM Tris HCI pH 8, 150 mM NaCl. Na
maioria das condi¢des, observaram-se gotas claras. Cristais de tamanho < 50 ym foram
observados em trés condi¢Oes as quais foram selecionadas para serem refinadas. Em duas
delas os cristais apresentaram-se no formato de agulhas. Tentativas de se testar a difracdo

desses cristais na linha WO1B-MX2 do LNLS foram limitadas pelas pequenas dimensdes e

pela fragilidade dos cristais observados.
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Refinamento 1

A primeira estratégia adotada para se refinar as condi¢cdes que apresentaram
resultados positivos nas triagens iniciais foi a variacdo da concentracdo dos precipitantes
em funcdo do pH. No refinamento da condi¢ao A (0,1 M Na,HPOu/4cido citrico pH 4,2,0.4
M K,HPO4 e 1,6 M NaH,PO,), esferulitas ou agulhas foram observadas, principalmente,
nas concentragdes 1,8 M e 1,6 M NaH,PO, (FIGURA 13). Cristais desse refinamento
foram corados com IZIT, o que sugere que os mesmos sdo compostos de proteinas
(FIGURA 13).

Tanto a quantidade de nucleagdo quanto
o tamanho e a forma dos cristais
aparentemente nao variaram em fun¢do do pH
e da diminuicdo da concentracdo de agentes
precipitantes. Em todas as gotas que
apresentaram  cristais, observaram-se alta

nucleacdo e, consequentemente, cristais muito

pequenos (< 25 ym).

Ao longo do gradiente de concentracio ~ FIGURA 13. Cristais de LIC10494
observados nos primeiros ensaios de

dos agentes precipitantes testado nesse ensaio,  pefinamento da condiciio A. No painel B

a transicdo entre condi¢des que apresentaram gc]er:crl\(;zT(_)Sri IZOIST.CriStaiS do painel A
cristais  para  gotas  claras  ocorreu

abruptamente, sem serem observadas condi¢des intermedidrias que apresentassem,
gradativamente, menor nucleacdo e cristais maiores. Isso sugere que, nas condi¢des desse
ensaio, o diagrama de fases de LIC10494 apresenta uma zona de nucleagdo muito estreita.
No refinamento da condi¢do B (20 % PEG3350, 0,2 M Na,HPO./KH,PO,), observou-se
precipitado protéico gelatinoso na condicao 20 % PEG3350, 0,2 M Na,HPO./KH,PO, na
maioria dos pHs testados. Em concentracdes de PEG3350 abaixo de 20 % s6 foram
observadas gotas claras, salvo raras excecdes que apresentaram precipitacdo leve. Agulhas
foram observadas apenas na condi¢do 20 % PEG3350, 0,2 M Na,HPO,KH,PO, em pH 5.
Esferulitas foram observadas na condi¢do 20 % PEG3350, 0,1 M Na,HPO4/KH,PO,4 pH (7-

9).
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Em relacdo ao refinamento da condi¢dao C (0,1 M citrato de sédio pH 5,5, 2 M sulfato
de amodnio), observou-se precipitado protéico gelatinoso nos pHs 4 e 5 e esferulitas em pH
= 7 nas concentracoes de sulfato de amoénio 2 M e 1,8 M. No restante das condi¢des desse

refinamento, foram observadas gotas claras.

Refinamento 11

A segunda estratégia de refinamento consistiu no uso de uma amostra de LIC10494
menos polidispersa, obtida pela adicdo de 50 mM de arginina no tampao da cromatografia
de exclusdo molecular. As amostras I (controle) e II (+ arginina) de LIC10494 foram
submetidas a ensaios de cristalizacdo nas condicoes A-D vs 1-12 do refinamento da
condi¢cdo A (0,1 M Na,HPOu/icido citrico pH 4,2, 04 M K,HPO, e 1,6 M NaH,PO,)
(FIGURA 3).

Tanto no refinamento da amostra controle (I), quanto no refinamento da amostra
contendo arginina (II), observou-se alto nivel
de nucleagdo e cristais muito pequenos (< 25

um) na forma de agulhas/bastdes ou

esferas/hexdgonos em quase todas as

FIGURA 14 Cristais ﬂe. Liél494 condi¢des testadas em presenca de 1,8 M

observados no refinamento II. A. NaH,PO, (FIGURA 14). Em 1,6 M NaH,PO4,
Amostra I. Condicéo - 1,8 M NaH,PO,, 0,2 L

M K,HPO, pH 8. B. Amostra II. Condigdo observou-se uma leve diminuicdo na
- 1,8 M NaH,PO,, 0,3 M K,HPO, pH 8.

, 1 y o
P

Ry ‘ Ja 3

FIGURA 15. Cristais de LIC10494. A.

NaH,PO,, 0,3 M K,HPO, pH 7 (FIGURA
Cristais da amostra I (25 pm). Condic¢do 1,6 e 2 «P (
M NaH,PO,, 03 M K,HPO, pH 7. B. 15A). As maiores formagdes cristalinas
Aglomerados de cristais da amostra II (50
,um) COIldi(;ﬁO - 1,6 M NaH,PO,, 03 M observadas foram aglomerados de 50 pum

nucleacdo em funcdo da diminuicdo da
concentracdo de K,HPO,4 na maioria dos pHs
testados.

Cristais com a melhor morfologia foram

observados no ensaio realizado com a

amostra controle na condigio 1,6 M
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crescidos na condi¢ao 1,6 M NaH,PO4, 0,3 M K,HPO, pH 8, do ensaio com a amostra II
(FIGURA 15B).

Ensaios de cristalizacdo realizados com a amostra II aplicando-se a técnica de
microseeding renderam apenas gotas claras. Provavelmente, nas condicdes testadas, as
gotas estavam num nivel de saturacdo abaixo da curva de solubilidade de LIC10494. No
ensaio realizado com a amostra I, observaram-se apenas esferulitas. Na triagem de aditivos
dos kits Additive Screen 1 e 11 (Hampton Research), observou-se precipitado cristalino na
maioria das condi¢des. O resultado mais promissor foi obtido com o aditivo cloreto de

zinco (10 mM). Nessa condi¢do foram observados aglomerados de cristais (50 yzm).

Coleta de dados teste

A difrac@o de cristais de LIC10494 foi testada na linha WO1B-MX2 do LNLS. Todos
apresentavam tamanhos < 50 ym e nao difrataram, mesmo quando expostos a radiacdo por
um longo periodo de tempo. Como o brilho da linha de luz WO1B-MX2 nido é favordvel
para a coleta de pequenos cristais, o tamanho dos cristais de LIC10494 torna-se um fator
limitante. Além da limitacdo de tamanho, os cristais de LIC10494 provavelmente ndo
possuem uma rede cristalina bem ordenada. A presenca de uma grande regido
intrinsecamente desestruturada em LIC10494 deve ser o principal fator limitante para a

formacao de cristais adequados para o experimento de difracdo.
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4. DISCUSSAO

4.1. ESTUDOS ESTRUTURAIS DA PROTEINA LP49

4.1.1. Cristalizacao de Lp49

Como o artigo referente a Lp49 (sec¢@o 3.1) ndo aborda as dificuldades encontradas na
etapa de cristalizacdo dessa proteina, convém apresentar e discutir brevemente alguns
resultados dessa etapa bem como as estratégias escolhidas na tentativa de se obter cristais
adequados para o experimento de difracdo.

Nos ensaios iniciais de cristalizacdio de Lp49, diversas condi¢des apresentaram
cristais, 0s quais se caracterizaram como placas, geralmente finas e de morfologia irregular,

crescidas conectadas umas as outras (FIGURA 4.1).

FIGURA 4.1. Cristais de Lp49 observados em condicées dos ensaios iniciais. 1) 0,1 M HEPES
de sédio pH 7.5, 1,5 M Li,SOy; 2) 0,1 M Tris HCI pH 8.5, 30 % PEG4000,0,2 M Li,SO,; 3) 0,1 M
HEPES de sédio pH 7,5, 2 % PEG400, 2 M (NH,),SO,. 4) 0,1 M HEPES de sé6dio pH 7,5, 20 %
PEG3000, 0,2 M NaCl; 5) 0,1 M Tris HCI pH 8.5, 20 % PEG2000 MME, 0,01 M NiCl,.

80



Discussdo

O refinamento de algumas dessas condicdes foi realizado variando-se a concentragao
de agente precipitante em funcdo da variacdo do pH. Embora ele tenha sido eficiente na
busca por condi¢des que propiciassem o maior crescimento dos cristais, ndo foi suficiente
para se determinar condicdes que favorecessem o crescimento de monocristais isolados e de
boa qualidade de difracao.

Sendo assim, realizou-se um segundo ciclo de refinamento, baseado em novas
estratégias de otimizagdo. Estas incluiram o uso de aditivos (Hampton Research), o controle
da taxa de difusdo de vapor por meio de aplicacdo de 6leo no poco (Chayen, 1997) e o

emprego da técnica de microseeding (Bergfors, 2003). Destas, a técnica de microseeding

apresentou-se como a melhor estratégia para a obtencdo de cristais isolados de boa

qualidade de difracdo (FIGURA 4.2).

FIGURA 4.2. Cristais de Lp49 crescidos na
condicao 17,5 % PEG3000, 0,175 M NaC(l, 0,09
M Tris HCI pH 8,5, aplicando-se a técnica de
“microseeding”. Cristal da esquerda (500pm x
100um). Cristais da direita (250pum x 100pum).

A taxa de crescimento de um cristal, assim como o processo de nucleacdo, estd
diretamente relacionada com o nivel de supersaturacdo em que a proteina se encontra, de
forma que, quanto maior a supersaturacdo, maiores sdo as taxas de nucleacdo e de
crescimento de cristais e, conseqiientemente, maior € a probabilidade do surgimento de
imperfeicdes na superficie cristalina que podem tanto limitar o crescimento quanto
favorecer a ocorréncia de cristais multiplos (Blow et al, 2004).

Através da técnica de microseeding é possivel desvincular o processo de nucleagao,
que ocorre em condicdes de alta supersaturacdo, do processo de crescimento, que ocorre
mais lentamente em condi¢des de baixa supersaturacdo (Bergfors, 2003). A importincia de
se desvincular esses dois eventos consiste no fato de que, em condicoes de baixa
supersaturagao, que compreendem a zona metaestdvel num diagrama de solubilidade, o

processo de nucleagdo € inibido, porém, o processo de crescimento de nucleos ja formados
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ainda ocorre em taxas lentas, o que favorece a formacgao de cristais bem ordenados (Blow et
al., 2004). Dessa forma, estabeleceu-se como protocolo padrio para a cristalizacdo de
Lp49, a aplicagdo da técnica de “microseeding” na condi¢ao 17,5 % PEG3000 0,175 M
NaCl 0,09 M Tris HCI pH 8.5.

Ensaios realizados com a proteina marcada com SeMet a 6 mg/mL na condi¢do de
cristalizacdo da proteina nativa, usando-se a técnica de “microseeding”, nao resultaram em
cristais. Sendo assim, optou-se por buscar uma nova condic¢do de cristalizagdo, através de
ensaios com o kit “Crystal Screen I’ (Hampton). Em 4 condi¢es dessa triagem, foram
observados pequenos cristais e uma alta taxa de nucleacao, 1 dia apds a confec¢ao da placa.

Duas dessas condicoes (0,1 M Tris HCI pH 8,5, 0,2 M LiSOy, 30 % PEG4000 e 0,1
M cacodilato de sédio pH 6.5, 0.2 M Mg,(C,H30,), 20 % PEG8000) foram refinadas
combinando-se a técnica de “microseeding” com a diminuicdo da concentracdo de PEG.
Dessa forma, obtiveram-se cristais semelhantes aos nativos na condi¢ao 0,1M Tris HCI pH
8,5 0,2M LiSO4 15 % PEG4000 semeada com o estoque de sementes diluido a 107
(FIGURA 4.3).

FIGURA 4.3. Cristais de Lp49 marcada
com SeMet. Legenda: O: cristais crescidos
em 0,1 M Tris HCI pH 8.5,0,2 M LiSOy, 30
% PEG4000. R: cristais crescidos em 0,1 M
Tris HCI pH 8,5, 02 M LiSO,, 15 %
PEG4000, aplicando-se “microseeding”.

4.1.2. A estrutura tridimensional do antigeno leptospiral Lp49 sugere uma
provavel funcao de ligacao a proteinas

A estrutura cristalografica de Lp49 revelou a presenca de dois dominios, ambos
pertencentes a classe “all f-proteins” do SCOP (Lo Conte et al., 2000). O dominio N-
terminal de Lp49 possui um enovelamento do tipo Imunoglobulina (Ig-like fold) e uma
topologia provavelmente derivada da forma B do arranjo Greek key (Zhang and Kim,

2000). Sua sequéncia € altamente divergente (identidade de sequéncia em torno de 10 %
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em alinhamentos estruturais) e sua estrutura é remotamente relacionada a membros de
superfamilias distintas, o que sugere que ele pode ter evoluido de um ancestral
independente, sendo, portanto, membro de uma nova superfamilia.

Na classificagdo SCOP, proteinas sao agrupadas na mesma superfamilia quando a
similaridade estrutural e, em muitos casos, a similaridade funcional, sugerem uma provavel
origem evolutiva comum (Lo Conte et al., 2000). E interessante observar que dominios que
apresentam o enovelamento do tipo Imunoglobulina sdo divididos, atualmente, em 28
superfamilias distintas, o que evidencia a dificuldade de se estabelecer relagdes evolutivas
entre os mesmos.

Embora buscas por similaridades locais ndo tenham fornecido nenhum indicio sobre a
fun¢do do dominio N-terminal de Lp49, seu enovelamento sugere um papel na interacio
com outras proteinas. Dominios Ig-like sdao recorrentemente observados como uma
plataforma para intera¢cdes com proteinas, por exemplo, no sistema imune de vertebrados
(como os receptores de antigeno e de citocinas) (Barclay, 2003) e em moléculas de adesao
expostas na superficie das células (como a proteina VCAM-1, caderina e policistina-1)
(Humphries and Newham, 1998; Ibraghimov-Beskrovnaya et al., 2000). Em bactérias,
dominios Ig-like ja foram encontrados em fatores de viruléncia que medeiam sua aderéncia
a células do hospedeiro e fatores de invasdo, como as proteinas intimina (Luo et al., 2000)
de E. coli e invasina de Yersinia pseudotuberculosis (Hamburger et al., 1999).

O dominio C-terminal de Lp49 apresenta similaridade estrutural significativa com
dominios encontrados em proteinas da camada S de arqueobactérias e de proteinas
encontradas em metazoarios. Similaridades estruturais e seqiienciais indicam que ele deve
ser um membro da superfamilia YVTN repeat-like/Quinoprotein amine dehydrogenase.

Apesar da similaridade global, o B-propeller de Lp49 é menos regular do que seu
homélogo YVTN B-propeller. As folhas B do B-propeller de Lp49 ndo compartilham
motivos altamente conservados, apesar de se observar consensos em algumas posi¢des da
seqiiéncia, principalmente nas fitas 2 e 3 (Fig. 3, artigo I, p. 18). Além disso, o dominio C-
terminal de Lp49 apresenta longas insercdes entre as fitas 2 e 3 das pds W4 e W6,
respectivamente (Fig. 3, artigo I, p. 18). Essas inser¢cdes formam loops proeminentes na
face superior do propeller, ndo observados nos dominios YVTN f-propeller e WD40 de
Groucho/TL1, e podem ter algum papel funcional em Lp49.
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A maioria dos residuos conservados no B-propeller de Lp49 e nos dominios a ele
relacionados apresenta um papel na estabilidade estrutural dos mesmos. Residuos
conservados e expostos ao solvente apresentam-se dispersos, o que dificulta a identificacao
de residuos potencialmente funcionais (Fig. 5, artigo I, p. 19).

Predizer a fun¢do de um dominio do tipo B-propeller ¢ um grande desafio, visto que
esse fold € caracterizado por uma diversidade funcional e seqiiencial marcante, apesar de
sua rigidez estrutural (Fiilop and Jones, 1999). O dominio homdélogo ao dominio C-terminal
de Lp49, o YVTN B-propeller, pertence a uma proteina de camada S (SLP) que foi
localizada em interfaces intercelulares e pode estar envolvida em processos de adesdo em
Methanosarcina mazei (Jing et al., 2002; Macario and Conway De Macario, 2001). E
interessante observar que essa SLP de archaea é também composta por um dominio 7-
bladed p-propeller ¢ um dominio Ig-like. Contudo, o dominio N-terminal de Lp49 ndo
apresenta uma similaridade estrutural significativa ao dominio /g-like desta SLP. Apesar de
ndo se ter observado ainda uma camada S em L. interrogans, o fato de pelo menos trés
proteinas com homologia a SLPs (Lp49, LIC10868 e LIC12952 (Nascimento et al.,
2004b)) terem sido identificadas pode sugerir a formagdo de camada S em leptospiras.

Andlogos do dominio B-propeller que pertencem a superfamilia WD40 repeat fazem
parte dos co-repressores de transcricdo Groucho/TL1 (humano) (Pickles e al., 2002) e
TUPI1 (fungo) (Sprague et al., 2000) e da proteina humana LIS1 (Tarricone et al., 2004).
Em todas essas proteinas, os dominios WD40 estdo envolvidos em interagdes proteina-
proteina. Uma fung¢do de ligacdo a proteinas também ja foi descrita para o dominio andlogo
presente na proteina Brat (Edwards et al., 2003), membro da superfamilia NHL repeat, € no
dominio analogo YWTD, presente no componente de matriz extracelular chamado
nidogénio (Takagi et al., 2003).

Trés possiveis sitios de ligacdo a proteinas foram identificados na estrutura de Lp49,
segundo andlises do programa PPI-Pred (Bradford and Westhead, 2005). O mais provével
localiza-se ao redor da cavidade central da superficie superior do B-propeller (Fig. 4A,
artigo I, p. 19). Interessantemente, esse resultado concorda com a localizacdo dos sitios de
ligacdo a proteinas descritos para os andlogos do dominio C-terminal de Lp49, que também
se encontram na face superior do B-propeller (Pickles et al., 2002; Sprague et al., 2000;

Tarricone et al., 2004; Edwards et al., 2003; Takagi et al., 2003).
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A superficie eletrostatica de Lp49 mostra que a face inferior do B-propeller é
predominantemente eletronegativa em contraste com a face superior que revela uma regiao
central eletropositiva (Fig. 4B, artigo I, p. 19). Essa regido eletropositiva coincide
parcialmente com o sitio mais provdvel de interacdo proteina-proteina, podendo ter
implicacdes na formagdo de complexos protéicos, ja que aminodcidos carregados podem
aumentar significativamente as taxas de associagdo de complexos proteina-proteina, mesmo
que a etapa limitante envolva a desolvatacdo de grupos polares e carregados (Sheinerman et
al.,2000).

E importante mencionar que a regido central eletropositiva, presente na face superior
do B-propeller de Lp49, compreende uma cavidade que apresenta similaridades com o sitio
ativo da enzima 3-Carboxy-cis,cis-Muconate Lactonizing de Neurospora crassa
(NcCMLE) (Kajander et al., 2002). A proteina NcCMLE também possui o enovelamento
do tipo 7-bladed p-propeller e seu sitio ativo estd localizado na face superior do mesmo.
Ela compde a via B-ketoadipato, responsavel pela degrada¢dao de compostos arométicos.

Em NcCMLE, a conversao de cis,cis-muconatos em muconolactonas € realizada
pelos residuos cataliticos His148 e Glu212. Os mesmos sdo substituidos pelos residuos
Arg280 e Met345 em Lp49 (FIGURA 4.4). Apesar de ndo conservar os residuos cataliticos,
Lp49 conserva os residuos R196 e R274 que participam da ligagdo ao substrato em
NcCMLE (FIGURA 4.4). Similarmente a NcCMLE, a superficie eletrostdtica positiva da
cavidade presente na face superior do S-propeller de Lp49 pode ser capaz de atrair e ligar
moléculas negativamente carregadas semelhantes aos muconatos ou as muconolactonas. A

presenca de um sulfato na cavidade de Lp49 apdia essa hipétese.
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FIGURA 44. Comparacio estrutural entre a cavidade eletropositiva da face superior do f-
propeller de Lp49 e o sitio ativo da enzima NcCMLE. A. Representacdo dos residuos do sitio
ativo de NcCMLE (rosa) e seus correspondentes em Lp49 (azul). A superficie de Lp49 é mostrada
em branco. B. Representacdo da superficie de Lp49 destacando-se o ion sulfato (stick) observado na
estrutura cristalografica de Lp49 ligado a cavidade da face superior do B-propeller . Em azul estdo
destacados os residuos de Lp49 apresentados no painel A. As figuras A e B apresentam-se na
mesma orientagao.

Com base nos indicios funcionais obtidos a partir das andlises da estrutura de Lp49,
na provavel localizacdo dessa proteina na membrana externa e no fato dela ser um antigeno
ausente em L. biflexa (Neves et al., 2007; Picardeau et al., 2008), nés postulamos que Lp49
desempenha uma fun¢@o que envolve a interacdo com outras proteinas e que pode ter um

papel nas interagdes entre L. interrogans e seus hospedeiros.

4.2. ESTUDOS ESTRUTURAIS DA PROTEINA LIC12922

4.2.1. Cristalizacao de L1IC12922

Como o manuscrito referente a LIC12922 (se¢do 3.2) ndo aborda as dificuldades
encontradas na obtencao de cristais dessa proteina que difratassem a alta resolucdo, convém
apresentar e discutir brevemente alguns resultados dessa etapa bem como as estratégias

escolhidas na tentativa de se obter cristais adequados para o experimento de difracdo.
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LIC12922 cristalizou em intimeras condi¢des das triagens iniciais de condi¢des de
cristalizacdo. Diversas delas foram refinadas variando-se a concentragdo dos agentes
precipitantes em funcdo da variacdo do pH. Tal refinamento resultou em cristais maiores e
aparentemente bem formados. Porém, ao se testar a difracdo dos mesmos, observou-se que
a maioria difratava entre 7 ¢ 10 A de resolucdo. Uma das hipdteses levantadas para se
explicar a baixa qualidade e a fragilidade dos cristais de LIC12922 foi a de que sua cauda
poli-His N-terminal poderia estar atrapalhando o empacotamento cristalino, por ser,
provavelmente, uma regido muito flexivel. Dada a auséncia de um sitio protease-especifico
para a remogdo desta cauda, optou-se por tentar remové-la por meio de protedlise limitada.

Parte da cauda de LIC12922 foi removida pela protease tripsina, como confirmado
por experimentos de western blot anti-Hise e espectrometria de massas (dados ndo
mostrados). Porém, a remocdo de parte da cauda de histidina ndo foi suficiente para se
melhorar a resolucdo méxima de difracdo dos cristais de LIC12922. Assim, diversas
técnicas tais como otimiza¢do da solucdo crioprotetora, desidratacdo, ligacdo cruzada com
glutaraldeido e annealing, conhecidas por melhorarem a difracdo de cristais de proteinas,
foram testadas (Heras & Martin, 2005). De todas elas, a que apresentou melhores resultados
foi a incubagdo dos cristais por 2 min em solugdes crioprotetoras contendo 10 % de etileno
glicol. Nesse teste, cristais difrataram a 4 A de resolucio.

Paralelamente, variantes de LIC12922 foram subclonadas no vetor pET-TEV
(Carneiro et al., 2006). Estas incluiram construcdes onde a regido codificante para a por¢ao
C-terminal desestruturada ou para todo o segmento C-terminal de LIC12922 foram
deletadas. Além disso, a sequéncia que codifica para a proteina LIC12922 sem o peptideo
sinal também foi sub-clonada no vetor pET-TEV, permitindo, assim, que a cauda de
histidina fosse totalmente removida pela protease TEV. Dessas variantes, apenas a proteina
inteira (sem o peptideo sinal) foi satisfatoriamente expressa em E. coli. Entretanto, a
remocao total da cauda de histidinas pela protease TEV também nio foi suficiente para se
aumentar a resolu¢do de difracdo dos cristais de LIC12922. Assim, continuou-se o trabalho
com a proteina recombinante original submetida a protedlise limitada.

Outras estratégias de refinamento incluiram o uso de aditivos (Hampton Research), a
aplicacdo da técnica de microseeding e a cristalizacdo em gel (Bergfors, 2003; Biertiimpfel

et al., 2002). Esta ultima técnica consiste na adicdo de agarose de baixo ponto de fusdo
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(Sigma-Aldrich) na condi¢do de cristalizacdo a ser adicionada na gota. No caso de
LIC12922, as gotas de cristalizacdo foram compostas pela condi¢do de cristalizacdo
contendo 0,2 % de agarose de baixo ponto de fusdo, previamente aquecida a 40 °C, e pela
solucdo de proteina, misturadas na proporcdo de 1:1. A condicdo de cristalizacdo
suplementada com agarose era inicialmente depositada na laminula para que voltasse a
temperatura ambiente antes da adicdo da solucdo de proteina. O método de cristalizacio
usado foi a difusdo de vapor em gota pendurada.

A combinagdo da técnica de microseeding com a cristalizacio em gel rendeu os
melhores resultados. A técnica de microseeding permite uma taxa de crescimento mais
lenta, favorecendo a formacgdo de cristais bem ordenados (Bergfors, 2003). A técnica de
cristalizacdo em gel previne a sedimentacdo dos cristais e reduz a convec¢ao na gota de
cristalizacdo, permitindo um ambiente mais estdvel para o crescimento cristalino
(Biertiimpfel et al., 2002). Aplicando-se as duas técnicas, obteve-se um alto rendimento de
cristais com tamanho médio na faixa de 200 ym a 400 pm, tanto para a proteina nativa

quanto para a proteina marcada com SeMet (FIGURA 4.5).

A B

FIGURA 4.5. Exemplos de cristais de L1C12922
observados nos refinamentos em que se aliaram
a técnica de microseeding e a cristalizacao em
gel. A. cristais da proteina marcada com SeMet
(200 wm). B. Cristal da proteina nativa (520 um).

A cristalizagdo em gel favoreceu também a manipulagdo dos cristais, por evitar a sua
sedimentacdo. A quantidade de cristais danificados no momento da pesca reduziu
drasticamente apds a adogdo desse método.

A combinacdo de ambas as técnicas contribuiu para uma melhoria na resolucio
maxima de difracdo dos cristais de LIC12922. Em relag¢do a proteina marcada com SeMet,
cristais crescidos em condi¢es onde apenas a técnica de microseeding (Bergfors, 2003) foi
aplicada apresentaram uma difracio mdxima que variou de 4,2 A a 7,6 A. Cristais crescidos
aplicando-se a técnica de microseeding (Bergfors, 2003) aliada a cristalizacdo em gel

apresentaram uma difragdo méxima que variou entre 3,5 A e 4,7 A. Para os cristais nativos,
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crescidos em condicdes onde apenas a técnica de microseeding foi aplicada, a difragao
mdxima variou de 3,5 A a 6,1 A. Ap06s 0 uso do método de cristalizacao em gel, a difragao
mdxima passou a variar entre 3,1 A e 3,6 A. A otimiza¢do da condi¢do crio protetora
também teve papel importante nas melhorias observadas, bem como na reprodutibilidade
dos resultados.

Centenas de cristais de LIC12922 foram testados a fim de se obterem dados com a
maior resolucdo possivel. Nesses testes, observou-se que a resolu¢do méaxima dos dados era
diretamente proporcional ao tamanho dos cristais. Entretanto, um fator limitante para a
coleta de dados de cristais maiores de 200 ym foi a formagao de gelo durante o processo de
criogenizagdo. Assim, diferentes solugdes crioprotetoras foram testadas.

Existem relatos na literatura de que alguns agentes crioprotetores ajudaram a
melhorar a difra¢do de cristais de proteina como, por exemplo, PEG 3350 (ou PEG 4000) e
a mistura de etileno glicol com glicerol (Heras & Martin, 2005; Petock et al., 2001;
Hunsicker-Wang et al., 2005). Por isso, essas condi¢cdes também foram incluidas no teste.
Os melhores resultados foram observados para a solu¢cdo do pogo adicionada de 15 % de

etileno glicol e 10 % de glicerol.

4.2.2. A estrutura tridimensional da proteina hipotética conservada L1C12922
revela homologia com a chaperona periplasmatica SurA.

A estrutura cristalogrifica de LIC12922 revelou que a mesma apresenta uma forma
alongada e € composta por 3 segmentos: um N-terminal (N), rico em alfa hélices, um
dominio com enovelamento do tipo parvulina (P) e uma por¢do C-terminal (C) composta de
uma longa alfa hélice seguida de duas fitas beta, uma alfa hélice e uma extensdo
desestruturada (Fig. 1, artigo II, p. 33). Os segmentos N e C formam o dominio NC. Nesse
dominio, observa-se uma fenda com prevaléncia de residuos hidrofébicos e uma
profundidade média de 16 A (Fig. 1, artigo II, p. 33). O dominio parvulina (P) é composto
por uma folha beta antiparalela de 4 fitas circundada por 5 alfa-hélices. Curtas extensodes o
conectam aos segmentos N e C. Dominios que possuem enovelamento do tipo parvulina
geralmente sdo capazes de catalisar a isomerizagdo cis-trans de ligacdes peptidil prolil,
tendo um papel importante no processo de enovelamento das proteinas (Wedemeyer et al.,

2002).
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Para se verificar se o dominio parvulina de LIC12922 possui atividade de peptidil
prolil isomerase (PPlase), realizou-se um ensaio de PPlase acoplado a protease (Kofron et
al., 1991). A ligacdo peptidil prolil do substrato N-succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilide
€ mais rapidamente convertida para a conformacao trans na presenca de uma PPlase. Essa
conversdo torna-o susceptivel a clivagem pela quimotripsina, levando a formagdo do
produto 4-nitroanilina, que absorve luz a 390 nm (Kofron ef al., 1991). Como mostrado na
figura 3 (artigo II, p. 36), LIC12922 ndo apresentou atividade peptidil prolil isomerase,
mesmo estando em grande excesso molar em relagdo a proteina usada como controle
positivo.

Como podemos notar no alinhamento estrutural entre o dominio parvulina de
LIC12922 e seus homodlogos, LIC12922 ndo apresenta nenhum dos residuos cataliticos
descritos para a PPIase Pinl (Behrsin et al., 2007) (Fig. 4, artigo II. p. 38). O residuo de
cisteina C113 de Pinl € substituido por um &cido aspartico em LIC12922 (D245), mas essa
substitui¢do ocorre em outras parvulinas sem causar perda de funcdo. Entretanto, o suposto
residuo catalitico H59 de Pinl € substituido pelo hidrofébico residuo de isoleucina 1201 em
LIC12922, o que pode ter contribuido para a perda de atividade PPlase da mesma. Além
disso, apesar dos residuos que formam o sitio de ligagdo a prolina identificados em Pinl
serem parcialmente conservados em LIC12922, os residuos R290, R292 e Y266 ocluem o
potencial sitio de ligacdo ao substrato. Tais indicios estruturais podem explicar porque o
dominio parvulina de LIC12922 nido apresenta a funcdo PPlase.

A falta de atividade PPlase € fato recorrente em dominios parvulinas de chaperonas
periplasmaticas. Exemplos disso sdo o dominio P1 da proteina SurA (Xu et al., 2007) e o
dominio parvulina da proteina PpiD (Weininger et al., 2010), ambas de E. coli. Apesar de
ndo apresentarem atividade catalitica, esses dominios ainda possuem a habilidade de se
ligarem a peptideos. Sugere-se para o dominio P1 de SurA um papel no reconhecimento do
substrato (Xu et al., 2007).

O dominio NC de LIC12922 apresenta similaridade estrutural com o dominio NC da
chaperona periplasmética SurA (Bitto & MacKay, 2002) e com o dominio C-terminal da
chaperona citoplasmaética trigger factor de E. coli (Ferbitz et al., 2004), o que apdia a
hipétese da possivel funcio chaperona de LIC12922. A posicdo e a orientacdo das hélices

variam entre o dominio NC de LIC12922 e as estruturas a ele relacionadas, o que sugere
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uma mobilidade estrutural intrinseca (Fig. 2, artigo II, p. 35). Anélises do fator B de
deslocamento atdomico do modelo de LIC12922 apdéiam a hipdtese de flexibilidade
estrutural, que pode ter implicacdes no mecanismo funcional da proteina.

Além disso, a superposicdo estrutural de LIC12922 nos modelos atualmente
disponiveis para SurA (PDB 1MS5SY, 2PV3) revelam que a orientagdo dos dominios
parvulina em relacdo ao dominio NC € notavelmente varidvel. Embora estruturalmente e
sequencialmente mais semelhante ao dominio P1 de SurA, o dominio parvulina de
LIC12922 adota uma posicdo relativa ao dominio NC mais préxima da adotada pelo
dominio P2 de SurA. Postula-se que a flexibilidade entre os dominios parvulina e NC
também pode ter um papel no mecanismo de ligacdo ao substrato (Fig. 6, artigo II, p. 42).

Analises da estrutura de LIC12922 com o programa PPI-Pred (Bradford & Westhead,
2005) indicam a presenca de uma extensa superficie potencialmente envolvida na ligacdo a
proteinas que inclui os dominios NC e parvulina (Fig. 5, artigo II, p. 40). Uma das
interfaces proteina-proteina observadas no empacotamento cristalino de LIC12922 conecta
os provaveis sitios indicados pelo programa PPI-Pred, sugerindo que, similarmente ao
mecanismo descrito para o trigger factor (Merz et al., 2008), a ligacdo ao substrato deve
envolver toda a superficie concava de LIC12922.

Analises filogenéticas aliadas a comparacao da arquitetura de dominios de LIC12922
e das chaperonas PrsA, PpiD e SurA sugerem que essas proteinas evoluiram de um
ancestral comum. Em todas elas € possivel identificar o segmento N, seguido de 1 ou 2
dominios parvulina e o segmento C (Fig. 7, artigo II, p. 43). A localizacdo
extracitoplasmadtica confirmada para PrsA, PpiD e SurA bem como a similaridade de suas
funcdes apdiam essa hipdtese. Com base nesses indicios e na provdvel localizacdo de
LIC12922 no periplasma, postulamos que LIC12922 seja uma chaperona periplasmatica.

LIC12922 compartilha uma relagdo filogenética préxima com SurA, segundo o
cladograma apresentada na figura 7 (artigo II, p. 43). Assim, postula-se que LIC12922,
assim como sua ortdloga, esteja envolvida na biogénese de proteinas de membrana externa.
A hipétese de que LIC12922 seja uma chaperona periplasmatica envolvida na biogénese de
OMPs em L. interrogans é apoiada pelo fato de que nenhum outro homélogo de SurA ¢é
encontrado no genoma leptospiral (Xue et al., 2009). Como sabemos de estudos realizados

em E. coli, a proteina SurA atua no enovelamento de diversas proteinas de membrana
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externa, incluindo as porinas. Mutagdes de perda de funcdo simultaneas de SurA e de PpiD,
outra chaperona periplasmatica, sdo letais, indicando que SurA € responsavel por uma
atividade essencial em E. coli codificada por genes redundantes (Bitto & MacKay, 2002).

Homoélogos de LIC12922 foram identificados em todas as bactérias espiroquetas
cujos genomas ja foram seqiienciados (Fig, 7, artigo II, p. 43). A conservacdo desse gene
sugere que ele desempenhe uma fungdo essencial nessas bactérias. Confirmando-se que
LIC12922 apresente uma fun¢@o similar a de SurA, abre-se um amplo caminho para o
estudo da biogénese de proteinas de membrana externa em todo o filo Espiroqueta.

Com o objetivo de testar a hipétese de que LIC12922 apresenta atividade chaperona,
tentou-se realizar diversos ensaios in vitro utilizando-se a citrato sintase como substrato nao
nativo (Buchner et al., 1998). Na primeira abordagem, optou-se por um experimento
classico no qual se observa a influéncia da suposta chaperona na agregacao da citrato
sintase durante sua desnaturacdo térmica (Buchner, er al., 1998). Espera-se que, em
presenca de uma chaperona, as formas intermedidrias de citrato sintase sejam protegidas da
agregacdo, o que resulta na supressao do sinal de espalhamento a 500 nm. Entretanto, esse
experimento apresenta uma limitacdo. A chaperona em questdo precisa ser estavel a 43°C,
temperatura usada para a desnaturacdo da citrato sintase. Em ensaios preliminares,
observou-se que LIC12922 precipita nessa temperatura, o que inviabiliza a demonstracao
de sua possivel atividade chaperona através desse experimento.

Em uma segunda abordagem, testou-se se LIC12922 inibe a agregacdo da citrato
sintase (CS) durante o processo de renaturacdo. Apds transferéncia da CS do tampido
desnaturante (contendo 6 M de guanidina HCl) ao tampdo renaturante, formas
intermedidrias sdo formadas, das quais a maioria precipita nos primeiros 6 min apds o
inicio do processo de renaturacdo (Buchner, et al., 1998). Sabe-se que chaperonas que
interagem com formas intermedidrias iniciais de CS s3o capazes de suprimir
completamente sua agregacdo durante a reacdo de renovelamento. Nesse caso, observa-se a
supressdo do sinal de espalhamento de luz monitorado durante a reacdo (Buchner, et al.,
1998).

Testes foram realizados utilizando-se como tampao de desnaturagdo o proprio tampao
de LIC12922, uma vez que essa proteina precipita no tampao 50 mM Tris HCI pH 8, 100

mM NaCl, normalmente empregado nesse tipo de ensaio. Entretanto, observou-se a
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agregacdo de LIC12922 durante o ensaio, provavelmente devido a presenca de guanidina
HCI nos tampdes usados para a coleta de dados, o que inviabilizou o experimento.

Em uma ultima tentativa, testou-se se LIC12922 € capaz de proteger a citrato sintase
da inativacdo térmica irreversivel. Como se sabia previamente que LIC12922 ndo € estdvel
a 43°C, esse ensaio foi realizado em temperaturas menores (42, 40, 38 °C). Em um dos
testes realizados, conseguiu-se observar um efeito de LIC12922 na supressao da inativacao
térmica de CS a 38 °C. Porém, o mesmo efeito foi observado em presenca de BSA, usada
como controle negativo.

Dessa forma, as abordagens in vitro utilizadas para se confirmar a provavel atividade
chaperona de LIC12922 mostraram-se inadequadas nesse caso. Idealmente, essa hipétese
deveria ser testada em experimentos in vivo, utilizando-se mutantes de L. interrogans em
que o gene LIC12922 esteja inativado. A deteccdo de eventuais alteracdes na quantidade de
proteinas de membrana externa (OMPs) bem como o aumento da atividade do regulon
sigma E nos mutantes seriam indicativos de que LIC12922 atua na via de biogénese das
OMPs (Vertommen et al., 2009; Missiakas et al., 1996). Além desses ensaios,
experimentos in vitro tais como phage display seriam interessantes para se tentar identificar

sua especificidade (Bitto & McKay, 2003).

4.3. PRODUCAO E CARACTERIZACAO DE LIC10494

A provéavel lipoproteina LIC10494 de L. interrogans sorovar Copenhageni foi
produzida solivel em E. coli, purificada e cristalizada. Estratégias de refinamento das
condi¢des de cristalizacdo envolvendo variacdo de pH, de concentracdo de agente
precipitante, uso de aditivos e aplicacdo da técnica de microseeding ndo resultaram em
melhorias significativas no tamanho e na qualidade dos cristais. Os experimentos de
difracdo de raios X ndo apresentaram resultados satisfatorios. Para nenhum dos cristais foi
observada difracdo mesmo a baixa resolucdo. Possiveis causas da dificuldade em se
melhorar os cristais de LIC10494 incluem uma zona de nucleagdo provavelmente muito
estreita em seu diagrama de fases e a presenca de regides altamente flexiveis em sua

estrutura.
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Com base em andlises de sequéncia e nos experimentos de CD, DLS, gel filtracdo
analitica e SDS-PAGE, concluiu-se que LIC10494 apresenta uma regido intrinsecamente
desestruturada. Interessantemente, sua por¢ao central desordenada, que corresponde a 30 %
do tamanho de sua sequéncia, apresenta uma grande quantidade de residuos de treonina, o
que pode estar relacionado ao seu papel funcional.

LIC10494 apresenta uma forte tendéncia a formar agregados ndo covalentes. Em
experimentos de gel filtragdo, observou-se a presenca predominante de agregados e a
presenca minoritdria de provaveis mondmeros em amostras de LIC10494 em tampao Tris
pH 8. Na busca por aditivos que pudessem diminuir essa agregacdo, observou-se o
aminodcido arginina como um excelente supressor. Além de deslocar o equilibrio agregado
<> mondmero para o estado monomérico, a adi¢do de arginina diminuiu a
polidispersividade de amostras submetidas a cristalizacdo. Porém, o uso de amostras mais
homogéneas ndo foi suficiente para se melhorar a qualidade dos cristais de LIC10494.

Frente as dificuldades de se obter cristais de LIC10494 adequados ao experimento de
difracdo, acredita-se que a proxima estratégia a ser seguida seria a constru¢do de variantes
truncadas contendo apenas os segmentos enovelados adjacentes a por¢do central
desestruturada de LIC10494.

Proteinas intrinsecamente desordenadas apresentam uma mobilidade mais rdpida em
cromatografia de exclusdo molecular, visto que conformacgdes estendidas resultam em
dimensoes hidrodindmicas maiores (Receveur-Bréchot er al., 2006). Assim, os Rhs
estimados para LIC10494 sugerem que sua fracdo ndo agregada corresponde a mondmeros
cujas formas desviam da globular. Porém para se validar essa hipdtese, ensaios
complementares precisam ser realizados tais como espectrometria de massas (Cohen,
1996), para se confirmar a massa tedrica de LIC10494, e analises de ultracentrifugacao

analitica (Lebowitz et al., 2002) para se confirmar seu estado oligomérico.
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5. CONCLUSOES

Os estudos estruturais apresentados nesse trabalho geraram hipdteses importantes
acerca da funcdo de trés proteinas recentemente identificadas no projeto genoma de L.
interrogans sorovar Copenhageni. Essas hipdteses formam a base para a elaboracdo de
ensaios in vitro e in vivo que visem a caracterizacdo funcional de Lp49, LIC12922 e
LIC10494.

O antigeno Lp49 é composto por dois dominios cujos respectivos enovelamentos, /g-
like e 7-bladed B-propeller, sdo recorrentemente observados como plataformas de interacao
a proteinas em dominios que desempenham as mais diversas fun¢des tanto em procariotos
como em eucariotos. Lp49 apresenta trés provaveis sitios de interacdo proteina-proteina.
Dois deles compreendem o dominio Imunoglobulina e o mais provavel localiza-se na face
superior do B-propeller, regido que geralmente abriga o sitio de ligacdo a substrato em
estruturas com esse tipo de enovelamento. Logo, propde-se que a fungdo de Lp49 envolva a
interacdo com outras proteinas. Dada sua provavel localizagdo na membrana externa, sua
antigenicidade e a auséncia de homodlogo na espécie saprofita L. biflexa, acredita-se que
Lp49 possa ter um papel na patogenicidade de leptospiras, participando da interacdo entre
patégeno e hospedeiro.

A estrutura cristalografica de LIC12922 revelou a presenga de dois dominios: o
dominio NC e o dominio parvulina. O dominio NC € estruturalmente relacionado aos
dominios chaperona presentes na chaperona periplasmdtica SurA e na chaperona
citoplasmadtica trigger factor, ambas de E. coli. A flexibilidade estrutural evidenciada para
esse dominio, que envolve principalmente os mddulos denominados “bragos”, pode ter
implicagdes em um mecanismo de interacdo com substratos. Demonstrou-se ainda neste
trabalho que o dominio parvulina de LIC12922 nio possui atividade de PPlase. Além disso,
foram identificados potenciais sitios de interacdo proteina-proteina que podem ter um papel
de reconhecimento ao substrato, como proposto para o dominio P1 de SurA, também
desprovido dessa funcdo catalitica (Xu et al., 2007).

LIC12922 apresenta uma arquitetura de dominios semelhante a de trés chaperonas
extracitoplasmadticas: PrsA, que participa do enovelamento de proteinas secretadas em
Firmicutes (Vitikainen et al., 2004), PpiD e SurA, chaperonas periplasmadticas que atuam na

via de biogénese de proteinas de membrana externa (OMPs) em Proteobactérias
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(Dartigalongue & Raina, 1998; Lazar & Kolter, 1996). Comparagdes estruturais aliadas a
estudos filogenéticos realizados no presente trabalho sugerem que LIC12922, PrsA, PpiD e
SurA tenham evoluido de um ancestral comum, o que é apoiado pelas fun¢des similares
desempenhadas por PrsA, PpiD e SurA. Dada a maior similaridade entre LIC12922 e SurA
e a possivel localizacdo periplasmatica de LIC12922, postula-se que LIC12922 também
seja uma chaperona periplasmatica envolvida na biogénese de proteinas de membrana
externa em leptospiras.

Homoélogos de LIC12922 foram identificados em todas as bactérias espiroquetas
cujos genomas ja foram seqiienciados. A conservacao desse gene sugere que ele
desempenhe uma funcdo essencial nessas bactérias. Confirmando-se que LIC12922
apresente uma funcdo similar a SurA, abre-se um amplo caminho para o estudo da
biogénese de proteinas de membrana externa em todo o filo Espiroqueta.

A provavel lipoproteina LIC10494, aparentemente exclusiva de L. interrogans,
apresenta uma extensa regido central intrinsecamente desestruturada rica em residuos de
treonina. Essa observagdo traz uma pista importante para a elucidacdo de sua fungdo. Isso
porque regides intrinsecamente desestruturadas geralmente t€m o papel de se ligar a outras
macromoléculas para formar complexos (Dyson & Wright, 2005). Diversos exemplos de
proteinas que apresentam essa caracteristica sdo encontrados em indmeros processos
bioldgicos tais como transcri¢do, traducdo e transdugdo de sinal (Dyson & Wright, 2005). A
ligacdo a diversos alvos com alta especificidade e baixa afinidade e a habilidade de superar
restri¢oes estéricas permitindo extensas superficies de interacdo em proteinas relativamente
pequenas, sdo algumas das vantagens propostas para regides que ndo apresentam uma
estrutura enovelada (Gunasekaran et al., 2003, Wright and Dyson, 1999).

Coincidentemente, as fungdes das trés proteinas alvo desse trabalho provavelmente
envolvem a interacdo com outras proteinas. Portanto, uma etapa fundamental na
determinagdo de suas funcgdes serd a identificacdo de seus supostos alvos, substratos ou
parceiros. Em Lp49 e em LIC12922, provaveis sitios de ligagdo a proteina foram
identificados, o que pode ser de grande valia para a elaboracdo de ensaios de mutagénese
sitio dirigida que visem, posteriormente, a identificar residuos chave para a interacao entre
essas proteinas e seus alvos. No caso do antigeno Lp49, sua estrutura tridimensional pode

ainda auxiliar no desenho de ensaios que visem a identificacdo e caracteriza¢io de epitopos,
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0 que, consequentemente, pode ajudar na descoberta e no desenvolvimento de novas
terapias, vacinas e diagnésticos (Westwood & Hay, 2001; Gershoni et. al, 2007).

Em relacdo a LIC12922, a descoberta de sua homologia com a chaperona
periplasmatica SurA confere a ela o atributo de possivel alvo para o desenvolvimento de
drogas. Isso porque, recentemente, foi demonstrado que SurA, além de ter um papel
importante na homeostase do envelope celular, também afeta a patogenicidade de diversas
bactérias Gram negativas, sendo necessdria para a completa viruléncia de bactérias
uropatogénicas, incluindo E. coli (Behrens-Kneip, 2010).

Como pudemos observar nesse trabalho, a andlise da estrutura tridimensional de
proteinas de funcdo desconhecida pode nio fornecer, por si s, os indicios necessérios para
a completa elucidacdo da funcdo dessas macromoléculas. Em um primeiro momento, essa
constatacdo pode parecer contra-intuitiva, dado que a estrutura de uma proteina determina
sua fungdo. Entretanto, para podermos interpretar a estrutura de uma proteina, descobrir o
que ela faz e como ela funciona, necessitamos de conhecimentos obtidos por meio de outras
abordagens experimentais. Isso é evidente no caso de dominios cujos enovelamentos
podem desempenhar as mais diferentes funcdes biologicas, como, por exemplo, o0s

dominios Immunoglobulin-like e 7-bladed p-propeller.

Por outro lado, a abordagem estrutural é de grande valia para se gerar hipdteses que
direcionem os proximos passos a serem dados na busca pela caracterizacdo funcional de
proteinas. Além disso, uma vez desvendada a fun¢do das mesmas, suas estruturas
tridimensionais se tornam fundamentais para a elucidacdo de seus mecanismos de agdo.
Dessa forma, espera-se que os resultados desse trabalho sejam um passo inicial na busca
pelo conhecimento detalhado acerca da fungdo bioldgica de Lp49, LIC12922 e LIC10494 e
que, no futuro, as estruturas tridimensionais de Lp49 e de LIC12922 sejam uteis para a

interpretacdo de resultados obtidos por meio de outras abordagens experimentais.
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A.ESTUDOS DE BIOLOGIA MOLECULAR E GENETICA EM LEPTOSPIRA SPP.

A.l. Introducao

A Unidade de Biologia de Espiroquetas do Instituto Pasteur (Paris, Franca) é
reconhecida pela sua lideranca na area de genética de Espiroquetas e € pioneira no
desenvolvimento de técnicas de manipulacdo genética de Leptospira spp. Nos dltimos anos,
o grupo desenvolveu uma série de ferramentas genéticas para manipulagdo tanto da espécie
saprofita L. biflexa quanto da espécie patogénica L. interrogans. Dentre as ferramentas
genéticas desenvolvidas para manipulacdo da espécie saprofita L. biflexa destacam-se a
mutagénese randdomica (Louvel et al., 2005) e sitio dirigida (Louvel et al., 2008). Métodos
similares tém facilitado a manipulacdo de genes em linhagens patogénicas (Bourhy et al.,
2005, Picardeau, 2008). Esses progressos fornecem a oportunidade de se aplicar os mais
recentes e avangados métodos para a identificacdo de fungdes de genes em Leptospira spp.

Uma das principais questdes ainda nao elucidadas em relagdo as leptospiras € o que
determina sua forma espiralada, ou seja, quais sdo os genes responsaveis pela sua peculiar
morfologia. Sabe-se que mutantes que formam flagelos periplasmaticos estendidos ou
perdem os flagelos perdem as extremidades aduncas, caracteristicas de leptospiras, mas
ainda apresentam uma forma espiralada (Bromley, et al., 1979, Picardeau et al., 2001). A
remocao da membrana externa de leptospiras também nao resulta em perda de seu formato
celular (Auran et al, 1972).

Assim, com o objetivo de se determinar os genes envolvidos na morfologia espiralada
de leptospiras decidiu-se criar uma biblioteca de mutantes de L. biflexa por mutagénese
randomica como descrito em Louvel & Picardeau (2007). As atividades desenvolvidas
nesse trabalho incluiram a elaboracdo da biblioteca de mutantes, a selecdo de fendtipos
condizentes com uma possivel alteracao morfoldgica e a identificagdo do sitio de inser¢ao
do transposon nos mutantes selecionados.

Paralelamente, outro projeto foi realizado com o intuito de se desenvolver novos
marcadores de selecdo para estudos genéticos de Leptospira spp. Os resultados desse
trabalho estdo reunidos em um manuscrito recentemente publicado pela revista Applied and

Environmental Microbiology (AEM).
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A.2. Geracao da biblioteca de mutantes de L. biflexa

A biblioteca de mutantes de L. biflexa foi gerada por um sistema de mutagénese
randomica baseado no transposon de origem eucaridtica Himarl (Chiang & Rubin, 2002).
Plasmideos derivados de pSC189 carregando a transposase hiperativa C9 e o transposon
Himarl contendo um cassete de resisténcia a canamicina foram introduzidos em L. biflexa
por conjugacdo, utilizando-se como linhagem doadora células E. coli 2163, como descrito
em Picardeau (2008).

As bactérias transformantes foram plaqueadas em meio EMJH sélido (Louvel &
Picardeau, 2007) suplementado com 50 pg/mL de canamicina. Apds algumas semanas de
incubagdo a 30 °C, as placas foram observadas e cerca de 10.000 colonias consideradas

pequenas foram repicadas em meio EMJH sdlido (1,2 % dgar noble) e semi-sélido (0,3 %

agar noble) para andlise do fenétipo “tamanho de col6nia” utilizando-se coldnias selvagens

como referéncia (FIGURA Al).

FIGURA A1l. Exemplo de placa EMJH 0,3 %
agar noble contendo colonias mutantes de L.
biflexa. Em todas as placas da biblioteca, repica-
se uma cultura selvagem (quadrado vermelho)
para servir como referéncia para a selecdo dos
mutantes.

O critério de selecdo “coldnias pequenas” parte do pressuposto de que bactérias que
apresentam alteracdes morfoldgicas possuem menor mobilidade, formando coldnias
menores do que a selvagem principalmente em meio semi-sélido. Evidentemente, a
formagao de coldnias menores do que a selvagem pode ter outras causas tais como

crescimento lento, em fun¢do de mutacdes em vias metabdlicas importantes, disrup¢ao de
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genes relacionados a quimiotaxia e mutagdes que afetem a formagdo ou o funcionamento
dos flagelos. Mesmo assim, esse critério foi adotado pela sua simplicidade e rapidez.

O sitio de inser¢@o do transposon foi identificado em aproximadamente 100 mutantes
selecionados na triagem fenotipica descrita acima. O método empregado nessa
identifica¢do foi o PCR semi randomico (Beeman & Stauth, 1997). Esse método envolve
duas rodadas consecutivas de PCR. Na primeira rodada, utilizam-se oligonucleotideos
degenerados contendo uma etiqueta 5’ e oligonucleotideos especificos para o gene de
resisténcia a canamicina presente no transposon. Na segunda rodada, utilizam-se
oligonucleotideos desenhados para amplificacio de um produto secundédrio dentro do
produto originado na primeira rodada. Como molde para o PCR utilizou-se DNA gendmico
extraido dos mutantes utilizando-se o sistema Maxwell 16 (Promega). Os produtos da
segunda rodada do PCR semi randdomico foram seqiienciados pela empresa Cogenics
Genome Express (Meylan, Franga). Grande parte dos sitios de inser¢ao localizou-se em
genes que codificam proteinas hipotéticas.

Em andlises dos mutantes selecionados por microscopia de campo escuro, ndo se
observaram alteragdes de mobilidade e de morfologia para a maioria deles. Porém, um dos
mutantes analisados, denominado M41, apresentou-se menos modvel e aparentava ter
extremidades retas quando comparado a bactérias selvagens. Analises de microscopia
eletronica mostraram que, de fato, esse mutante ndo apresentava extremidades aduncas e
revelou também que ele mantinha a forma espiralada (FIGURA A2).

No mutante M41, o transposon esté inserido no gene LEPBI_I1597 (NC_010602.1),
que codifica uma proteina hipotética conservada portadora de um provével peptideo sinal.
O gene LEPBI_I1597 localiza-se préoximo ao gene fliN (LEPBI_I1599) que codifica uma
das proteinas do motor flagelar. Com j& mencionado, mutantes que formam flagelos
defeituosos perdem as extremidades encurvadas, caracteristicas de leptospiras, mas ainda
apresentam uma forma espiralada (Bromley, et al., 1979, Picardeau et al., 2001),
semelhante a0 mutante M41. Assim, sugere-se que o gene LEPBI_I1597 pode estar

envolvido com a formagdo ou com o funcionamento dos flagelos.
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SEI 50KV X3,000 'I;ml_ WD 8.4mm SEI 50KV X2,700 10pm WD 8.8mm

FIGURA A2. Fotos de microscopia eletronica do mutante M41 (painel A) e de L. biflexa
selvagem (painel B).

Para se testar se o fendtipo “colonia pequena” de M41 nao foi resultante de uma taxa
de crescimento mais lenta, mediu-se a curva de crescimento de M41 e de L. biflexa
selvagem. A curva de crescimento do mutante M41 apresentou uma fase lag mais curta e

uma fase log semelhante a da curva de L. biflexa selvagem (FIGURA A3).

0.6

0.5 A

0.3

0.2 -
—4—selvagem

--M41

densidade 6ticaa 420 nm

0.1

: ‘ FIGURA A3. Curvas de
0 50 100 150 crescimento do mutante M41 e de
horas (h) L. biflexa selvagem.
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O prosseguimento deste trabalho incluird estudos sobre a funcdo do gene
LEPBI_I1597 bem como a validagdo e a caracterizagdo de outros mutantes gerados nessa

biblioteca e serd conduzido pela pos-doutoranda Leyla Slamti.

A.3. Marcadores de resisténcia a antibiético para manipulaciao de Leptospira
Spp-

Os resultados desse trabalho estdo reunidos em um manuscrito recentemente
publicado pela revista Applied and Environmental Microbiology (AEM) e apresentado a
seguir. As atividades desenvolvidas incluiram a insercdo do cassete de resisténcia a
gentamicina no vetor pMKL, a transformacdo de L. interrogans sorovar Lai com essa
constru¢do, a determinagdo de curvas de crescimento para linhagens selvagens e
transformantes de L. biflexa (expressando o cassete de resisténcia a gentamicina) e a
determinagcdo da concentracdo inibitéria minima (CMI) dos antibidticos canamicina,
gentamicina e espectinomicina para linhagens selvagens e mutantes (resistentes

espontaneos ou transformados com o vetor pMKL) de Leptospira spp.
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We measured the frequency of appearance of spontaneous mutants resistant to gentamicin, kanamycin,
streptomycin, and spectinomycin in saprophytic and pathogenic Leptospira strains. The mutations responsible
for the spontaneous resistance to streptomycin and spectinomycin were identified in the rpsL and rrs genes,
respectively. We also generated a gentamicin resistance cassette that allows the use of a third selectable marker
in leptospires. These results may facilitate further advances in gene transfer systems in Leptospira spp.
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reliable genetic tools for fully characterizing genes of interest.
Significant advances in genetics of Leptospira spp. have been
made over the last few years (8, 11). For generating antibiotic
resistance genetic markers, our group focused on antibiotics
other than those used therapeutically. We therefore excluded
the use of B-lactams, as they are used to treat leptospirosis,
which is an emerging disease with more 500,000 severe cases
occurring annually (8). Plasmid DNA can be introduced into
Leptospira by electroporation (2, 21) or conjugation (16). In
1990, Saint Girons et al. used the replication origin of the LE1
leptophage (22) to generate a plasmid that was able to repli-
cate autonomously in both the saprophyte Leptospira biflexa
and Escherichia coli (21). They used resistance to kanamycin
(Kan), which was conferred by a gene from the Gram-positive
bacterium Enterococcus faecalis, as a genetic marker to select
for introduced DNA. Another marker, a spectinomycin (Spc)
resistance cassette from Staphylococcus aureus, was also used
as a selectable marker in Leptospira spp. (1). Further studies
have used Spc and Kan markers to screen for transformants
resulting from plasmid replication or chromosomal integration
in leptospires (8, 11). As the proportion of allelic-exchange
mutants is low and as chromosomal integration generally oc-
curs through a single recombination event, a plasmid contain-
ing the rpsL wild-type gene as a counterselectable marker in a
streptomycin (Str)-resistant strain of L. biflexa (due to a mu-
tation in 7psL) was also used to eliminate clones harboring the
plasmid and/or clones that have integrated the plasmid
through a single-crossover event (17).

Resistance to aminoglycosides and spectinomycin in Lepto-
spira spp. Susceptibility testing of both saprophytic (L. biflexa
serovar Patoc strain Patoc 1) and pathogenic (L. interrogans
serovar Copenhageni strain Fiocruz L1-130, L. interrogans se-
rogroup Canicola strain Kito, and L. interrogans serovar Lai
strain 56601) Leptospira strains to aminoglycosides and Spc
was performed to determine the MICs (Table 1). We then
examined the frequency of appearance of spontaneous mu-
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Spirochetes, Institut Pasteur, 28 rue du docteur Roux, 75724 Paris
Cedex 15, France. Phone: 33 (1) 45 68 83 68. Fax: 33 (1) 40 61 30 01.
E-mail: mathieu.picardeau@pasteur.fr.
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tants resistant to gentamicin (Gen), Kan, Spc, and Str (Table
2). Spontaneous mutations resulting in Str and Spc resistance
arose in vitro at frequencies of approximately 1077 to 10~°
(Table 2). The development of Spc resistance in Leptospira
occurs at the level of detection in transformation assays in
which 10° transformants are plated. The two copies of s (18)
were amplified and sequenced in wild-type and Str- and Spc-
resistant mutant strains (Table 3). The rrs sequences of three
independent L. interrogans Spc-resistant isolates indicated that
all had a C-to-U substitution in the two rrs copies at position
1192 (using E. coli as the reference for numbering). In con-
trast, the alleles identified in four L. biflexa Spc-resistant vari-
ants contained a G-to-U substitution in the 16S rRNA gene at
position 1064 (Fig. 1B). The expression of the resistant phe-
notype may therefore require a homogeneous population of
cellular antibiotic-resistant ribosomes (19). MICs for these
Spc-resistant mutants with transversion G1064C and transition
C1192U were greater than 100 wg/ml, whereas MICs between
2 and 4 pg/ml were observed for wild-type parents. Mutations
at these positions confer Spc resistance in E. coli (12), Neisseria
spp. (7), and Nicotiana tabacum chloroplasts (5).
Frequencies of spontaneous mutation in rpsL, which en-
codes the ribosomal protein S12, were on the order of 10~ to
10~ % (Table 2), similar to the mutation frequency of rpsL in E.
coli (4 X 1079 (10) and that in Borrelia burgdorferi (10~°) (3).
The rate of spontaneous resistance to Str for strains Patoc and
Kito was about 10 times higher than that for strains Fiocruz

TABLE 1. Antibiotic susceptibility of Leptospira strains”

MIC (mg/ml) for Leptospira strain

Antibiotic Patoc Lai Kito Fiocruz
wt wt wt wt
Streptomycin 0.5 1 2 1
Kanamycin 4 4 5 4
Gentamicin 4 4 8 4
Spectinomycin 4 4 2 2

“ MICs were defined as the lowest concentration of compound to inhibit
visible growth after 1 week of incubation in EMJH liquid medium (11) at 30°C.
MICs for wild-type L. biflexa serovar Patoc strain Patoc 1 (Patoc wt), L. inter-
rogans serovar Lai strain 56601 (Lai wt), L. interrogans serogroup Canicola strain
Kito (Kito wt), and L. interrogans serovar Copenhageni strain Fiocruz L1-130
(Fiocruz wt) were assessed by a microdilution technique as previously indicated

(13).
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TABLE 2. Frequency of antibiotic-resistant mutants”
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Mutation frequency

Strain
Kan Str Gen Spc
L. biflexa serovar Patoc strain Patoc 1 <1071 1.5x107° <1071 25x107°
L. interrogans serogroup Canicola strain Kito <10~ 1.2x107° <1010 45x107°
L. interrogans serovar Copenhageni strain Fiocruz L1-130 <1071 0.8 x 10710 <1071 1.2 x 1071
L. interrogans serovar Lai strain 56601 <10~ <1071 <1010 <1071

“ Values are means for three independent experiments. Bacteria (10° and 10'°) were spread onto EMJH plates (11) supplemented with antibiotics (50 wg/ml of Str,

Spc, Kan, or Gen) and incubated for 2 weeks (L. biflexa) or 5 weeks (L. interrogans) at 30°C.

L1-130 and 56601 (Table 2). Str-resistant mutants (MIC of
>100 pg/ml) had mutations in codons 43 and 88 (AAA to
AGA) of the rpsL gene, resulting in an amino acid change of
lysine to arginine, formerly identified as being responsible for
resistance to Str in other bacteria (6, 15). Although the Etest
has not been validated for testing antimicrobial susceptibility in
leptospires, this method also provides an indication of the in
vitro susceptibility of L. biflexa strains (Fig. 1C).

Generating a gentamicin resistance marker. L. interrogans
flgB and hsp10 promoters were amplified with the FlgA/FlgC
and HspA/HspC primer pairs (Table 3), respectively, and
were inserted into the Pvull restriction site of the E. coli-L.
biflexa shuttle vector pSLe94 (1), generating pSLe94PF and
pSLe94PH, respectively. The promoterless Gen resistance
marker was amplified by PCR with primers GTBam5 and
GTXho3 (Table 3) from pBSV2G (4). The amplified prod-
uct was then digested with BamHI and Xhol and inserted
into the corresponding sites of pSLe94PF and pSLe94PH,
resulting in pSLE94PfGenta and pSLe94PhGenta, respec-
tively (Fig. 2). The plasmids were then transferred into L.
biflexa through electroporation (11). The MIC for L. biflexa
transformants expressing the Gen cassette via the two L.

interrogans promoters was ~20 wg/ml (versus 4 pg/ml for the
L. biflexa wild-type strain) in both liquid and solid media; we
then typically selected for transformants on solid media at a
concentration of 10 pg/ml. At this concentration, spontane-
ous Gen-resistant mutants appeared at a frequency of 10~
in L. biflexa.

We also used the Himarl transposon to deliver the Gen
resistance cassette into the pathogen L. interrogans. The Gen
resistance cassette was amplified from pSLE94PfGenta with
FgAsc and GTAsc3 (Table 3). The PCR products were then
purified, digested with Ascl, and inserted into the Ascl restric-
tion site of the Kan-resistant transposon carried by pMKL (2).
After a 6-week incubation, we selected transformants for fur-
ther identification of the site of transposon insertion, as pre-
viously described (14). The MIC of Gen for an L. interrogans
serovar Lai transformant that contained an insertion at posi-
tion 3064024 in the intergenic region in the large chromosome
(CI) was >50 pg/ml (versus 4 pg/ml for the wild-type strain) in
liquid media, therefore demonstrating that this cassette con-
fers resistance to Gen in pathogenic Leptospira.

In conclusion, these results may facilitate the generation of

TABLE 3. Primers used in the study

Primer and function

Sequence (5'-3")

Target

rrs and rpsL sequencing in Leptospira spp.

rpsLail ACTTCGCAACTTGCACGTCG L. interrogans rpsL
rpsLai2 TGTGAATATGAAGTCGTTTC L. interrogans rpsL

LA CATGTTTAAGACGCGCCGCC L. interrogans rrs, and rrs,
LRS1 GACGGGGGTCCGCACAAGC L. interrogans rrs, and rrs,
LRS2 AGGTCCCACACACTTTACAG L. interrogans rrs,

LRS3 TTTAAGTCCGGAAAAGTAGT L. interrogans rrs,
rpsLPatl ATGACGATTAGTCAACAATCG L. biflexa rpsL

rpsLPat2 TTACCATCTACCATCAGG L. biflexa rpsL

16SPatl ATGTGACGGTTCCTGGTAGC L. biflexa rrs, and rrs,
16SPat2 ACCCTGAGTAGCGAAGCGTA L. biflexa rrs, and rrs,
16SPat3 ATGTGACGGTTCCTGGTAGC L. biflexa rrs,

16SPat4 ACCCTGAGTAGCGAAGCGTA L. biflexa rrs,

Generation of gentamicin cassette-containing
plasmid constructs
GTXho3
FgAsc
GTAsc3
GTBam5
HspA
HspC

FlgA
FlgC

CCGCCTCGAGACGCGTAAGCCGATCTCGG
TTGGCGCGCCATTGAACTAATTGTACAGC
TTGGCGCGCCACGCGTAAGCCGATCTCGG
GCGGGATCCTTACGCAGCAGCAACGATG
GAATTCTCTAAAAGTATGAATTCCTAC
CTCGAGCCCGGGGGATCCGTGATGGTGATGGTG
ATGAATCGATGCCATAG
GTAATCTTTTAAATTTAGCACTTC
CTCGAGCCCGGGGGATCCGTGATGGTGATGGTG

Gen resistance marker
L. interrogans PfigB
Gen resistance marker
Gen resistance marker
. interrogans Phspl0
interrogans Phsp10

~

L.
L. interrogans PfigB
L. interrogans PfigB

ATGTTTCTCAAACATTA
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EcolirpsL ACT CCT AAA AAA CCG
LaiWTrpsL ACT CCT AAA AAA CCG
LaiSTRrpsL ACT CCT AGA AAA CCG
KitWTrpsL ACT CCT AAA AAA CCG
KitSTRrpsL ACT CCT AGA AAA CCG
FioWTrpsL ACT CCT AAA AAA CCG
FioSTRrpsL ACT CCT AGA AAA CCG
K88R
EcolirpsL CGT GTT AAA GAC CTC
PatWTrpsL AGG GTA AAA GAT TTA
PatSTRrpsL AGG GTA AGA GAT TTA
KitWTrpsL AGG GTA AAA GAC CTT
KitSTRrpsL AGG GTA AGA GAC CTT

wt (MIC 3)

wt (MIC 0.5)

pSle94PfGenta (MIC 24)

SpecR (MIC 64)

LEPTOSPIRA ANTIBIOTIC RESISTANCE MARKERS 3

B

G1064U
Ecolirrs GGCUGUCGUCAGCUC
PatWTrrs1l+2 GGCUGUCGUCAGCUC

PatSPRrrsl+2 GGCUGUCUUCAGCUC

C1192U
Ecolirrs GGGAUGACGUCAAGU
KitWTrrsl+2 GGGAUGACGUCAAAU

KitSPRrrsl+2 GGGAUGAUGUCAAAU

\

pSle94PhGenta (MIC 24)

y

pSle94 (MIC>1024)

FIG. 1. Antibiotic resistance in Leptospira spp. Nucleotide alignments of the rpsL (A) and s (B) genes of E. coli (Ecoli), L. biflexa (strain Patoc 1 [PatWT]),
and L. interrogans (strains 56601 [LaiWT], Kito [KitWT], and Fiocruz L1-130 [FioWT]) wild-type strains and strains showing spontaneous resistance to Spc (SPR)
and Str (STR). Boldface residues indicate the altered regions. (C) Antimicrobial susceptibility by Etest strips (AB Biodisk). Approximately 10° bacteria were
spread onto EMJH plates. After overnight incubation, the strips were placed on the plates for 1 week at 30°C. The MIC was read as the concentration at which
the border of the zone of growth inhibition intersected the scale in the strips. The results are representative of at least four independent observations.

pSL94PfGenta
6303 bp

pSL94PhGenta

SpeR SpER 6403 bp

FIG. 2. Schematic diagram of plasmid constructs used to express the
gentamicin resistance cassette (Genta). The determinants for replication in L.
biflexa (parA, parB, and rep), as well as the Spc resistance cassette (SpcR) and
L. interrogans hsp10 (Phsp10) and figB (Pflg) promoters, are indicated.

multiple knockout mutant strains or the use of compatible
leptospiral vectors (18, 21).

We thank P. Stewart for the generous gift of the gentamicin-resis-
tant plasmid and S. Brémont for susceptibility testing of Leptospira.
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