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Resumo

O fitopatogeno Xylella fastidiosa € uma bactéria limitada ao xilema que causa uma
variedade de doencas economicamente importantes em plantas, incluindo uma doenca
chamada Clorose Variegada de Citrus (CVC). Recentemente, os dados de sequenciamento
do DNA fornecidos pelo projeto genoma da Xylella fastidiosa permitiram uma
aproximacdo da area genoma funcional para investigar a funcdo de diversas proteinas
baseadas na informacdo sobre suas estruturas. Avangos recentes na area genoma estrutural
ndo somente nos ajudou a compreender funcdes da proteina, mas também causou um
grande impacto na industria farmacéutica. Nos tltimos anos, o uso da informacao estrutural
de proteinas na pesquisa de descoberta de novas drogas tem amadurecido, e é usado agora
em todos os niveis, variando da identificacdo e da selecdo de alvos do genoma a candidatos
apropriados. Esta emergente drea € poderoso meio para compreender mais profundamente
os mecanismos a patogenicidade da bactéria. Este trabalho visa adicionar novas
informacdes sobre proteinas que podem ser relacionadas a patogenicidade de Xylella
fastidiosa, necessérias para o desenvolvimento de novos métodos de combate a CVC.

A fim de recolher informacdes sobre as proteinas envolvidas nos mecanismos do
patogenicidade da bactéria, nds escolhemos as orf xf2148 e orf xf1524 de Xylella fastidiosa
para estudos de caracterizacdo. A orf xf2148, apresenta 47% de similaridade com o gene
ksgA de Escherichia coli. O gene ksgA codifica uma Dimetiladenosina transferase da
classe de proteinas metiltransferases. Ja a orf xf1524, apresenta 55% de similaridade com o

gene xpsL de Xanthomonas campestris, que codifica uma proteina transmembrana da via de



secrecdo do tipo II. Ambas as proteinas foram clonadas no vetor pET32Xa/LIC e expressas
na bactéria Escherichia coli linhagem BL21(DE3).

A proteina XPSL foi purificada através de uma cromatografia de afinidade (IMAC) e
teve sua identidade determinada por SDS-PAGE e Espectrometria de Massas (MALDI-
TOF). Para investigar a integridade estrutural da proteina XPSL purificada, a técnica
espectroscopica de Dicroismo Circular (CD) foi realizada. O espectro de CD da proteina
XPSL mostrou sinais predominantemente de a-hélices indicando um perfil de estrutura
secundéria devidamente enovelada vidvel para estudos estruturais e funcionais.

A proteina XF2148, expressa em sua forma insoluvel, foi resolubilizada usando 8M
de uréia como agente desnaturante. A proteina foi purificada através de uma cromatografia
de troca i0nica e sua pureza e identidade verificadas por SDS-PAGE e Espectrometria de
Massas (MALDI-TOF). Seu correto enovelamento por espectroscopia de Dicroismo
Circular (CD) indicou uma composi¢ao predominantemente de a-hélices. O alinhamento da
seqiiéncia primaria € modelagem por homologia da proteina XF2148 com uma proteina de
estrutura tridimensional resolvida, KsgA de E. coli, revelaram um local da molécula que
envolve residuos altamente conservados no dominio C-terminal e cinco dos 0ito motivos

estruturais encontrados geralmente em Metiltransferases.



Abstract

The phytopathogen Xylella fastidiosa is a xylem-limited bacterium that causes a range
of economically important plant diseases, including a serious disease of orange trees called
citrus variegated chlorosis (CVC). Recently, DNA sequence data provided by the Xylella
fastidiosa Brazilian genome project have allowed a functional genomic approach to
investigate the function of several proteins based on the information about their structures.
Recent advances in structural genomics not only help us to understand protein functions but
also have a big impact on the pharmaceutical industry. In the last few years, the use of
protein structural information in drug discovery research has matured, and it is now used at
all levels, ranging from genomics target identification and selection to the final design of
suitable drug candidates. This emergent area is a powerful means to more deeply
understand the mechanisms of the bacterium pathogenicity. This work aims at adding new
information on proteins that may be related to the X. fastidiosa pathogenesis, necessary for
new approaches towards the combat of CVC.

In order to gather information about the proteins involved in the mechanisms of the
bacterium pathogenicity, we chose orf xf2148 and orf xf1524 from Xylella fastidiosa for
characterization studies. Orf xf2148, presents 47% of similarity with the gene ksgA of
Escherichia coli. The ksgA gene encodes a dimethyladenosine transferase from the methyl
transferase proteins class. On the other hand orf xf1524, presents 55% of similarity with the
xpsL gene of Xanthomonas campestris, which encodes a transmembrane protein of the type
Il secretion machinary. Both proteins were cloned into the pET32Xa/LIC vector to

overexpress the protein in Escherichia coli BL21(DE3).



The expressed XpsL protein was purified by immobilized metal affinity
chromatography (IMAC) and had its identity determined by SDS-PAGE and Mass
Spectrometry (MALDI-TOF). To investigate the structural integrity of the purified XPSL,
the protein was analyzed by Circular Dichroism (CD) spectroscopy. The XpsL CD
spectrum showed that it contains predominantly signal of a-helices suggesting that the
XpsL recombinant protein maintains secondary structures, is viable to functional and
structural studies and remained folded.

The XF2148 protein was expressed in the insoluble form and refolded using 8M Urea
as denaturating agent. The protein was purified in one step by cation-exchange
chromatography and its purity and identity were verified by SDS-PAGE and Mass
Spectrometry (MALDI-TOF). Its correct folding was verified by Circular Dichroism
Spectroscopy analysis that indicated a secondary structure composed mainly of a-helices.
The alignment of the XF2148 primary sequence and homology modeling with one ksgA
structure solved protein from E. coli, revealed a site involving highly conserved residues in
the C-terminal domain and five of the eight structural motifs usually found in AdoMet-

dependent methyltransferases.



1. Introducao

Xylella fastidiosa ¢ uma bactéria que ocorre limitada aos vasos do xilema de um
grande ndmero de plantas cultivadas, drvores, ornamentais e outras plantas silvestres, em
vdrias partes do mundo.

No Brasil, essa bactéria tem sido encontrada em varias plantas, porém as culturas de
importancia econdmica mais afetadas sdo ameixeira, cafeeiro e citros. Destas, apenas em
citros tem-se uma estimativa dos prejuizos causados pela bactéria. No estado de Sao Paulo,
onde a citricultura € constituida por mais de 60 milhdes de drvores, o prejuizo pode chegar
a mais de um milhdo de ddlares, sendo que, aproximadamente 30% das plantas apresentam
a bactéria (Monteiro et al., 2001).

Apesar do grande ntimero de estudos realizados com Xylella fastidiosa nestes Gltimos
anos, pouco ainda se conhece a respeito de sua adesdo, movimentacdo vaso a vaso,
translocacdo sistémica e expressdo dos sintomas em plantas, alem de seu comportamento
no inseto vetor. Como ainda nao ha uma forma especifica de combate a Xylella fastidiosa,
os citricultores estdo implantando em seus pomares as estratégias preventivas de combate a
doenca.

O explosivo crescimento da informacdo de seqiiéncias genéticas tem oferecido
colecoes de seqiiéncias de genes que codificam proteinas encontradas em muitos
organismos (Brenner, 2001). Com o sequenciamento do genoma de Xylella fastidiosa, uma
nova area de pesquisa vem sendo utilizada na tentativa de combater de forma mais eficaz

doengas causadas por microrganismos, a area de Genoma Estrutural.



O Genoma Estrutural é uma conseqiiéncia dos projetos genoma, que vém permitindo
o seqiienciamento genético do DNA de diversos organismos. A determinacdo estrutural de
proteinas baseadas na informacdo de genomas tenta esclarecer a fun¢do e o mecanismo de
acdo de uma determinada proteina através de sua estrutura tridimensional.

A industria farmacéutica e Quimica t€m adotado a gendmica estrutural como um meio
de identificar novos alvos bioldgicos para desenvolver novas drogas a partir da estrutura
tridimensional de proteinas no combate a doengas causadas por microrganismos.

Com o intuito de levantar informacdes estruturais preliminares por métodos
espectroscopicos de dicroismo circular, espectrometria de massas e modelagem
tridimensional, uma proteina transmembrana da via de secrecdo do tipo II e uma enzima
dimetiladenosina transferase foram estudadas de forma a contribuir com os conhecimentos
do mecanismo de patogenicidade da bactéria Xylella fastidiosa na busca por um método

mais eficiente de combate a doenca.



2. Revisao Bibliografica

2.1. Xylella fastidiosa: patogenicidade e gendmica

A Clorose Variegada do Citros (CVC) foi primeiramente relatada em 1987 nos
estados de S@o Paulo e Minas Gerais (Machado, 2003). Esta doenca tem sido um dos
maiores problemas da citricultura brasileira, atingindo até 43,56% dos pomares infectados
pela bactéria responsdvel pelo aparecimento dos sintomas. Embora a doenca esteja
localizada na América do Sul, trata-se de uma potencial ameaca para todas as citriculturas
do mundo, incluindo os Estados Unidos (Teixeira et al., 2004).

A CVC ou amarelinho € uma anomalia causada pela bactéria Xylella fastidiosa, uma
bactéria gram negativa, nao flagelada, limitada ao xilema que infecta plantas de diversos
grupos taxonOmicos e causa doencgas economicamente importantes (Lambais et al., 2000).
Os maiores sintomas da doenga, como necrose e abscisdo foliar, menores teores de zinco,
potassio e declinio do vigor levando a morte da planta, sugerem uma disfuncdo do sistema
de condugao de dgua por oclusio vascular (Hopkins, 1989).

A Xylella fastidiosa é transmitida por mudas contaminadas e vetores homdpteros
adultos, conhecidos popularmente como “cigarrinhas”, que se alimentam de xilema. As
“cigarrinhas” sdo capazes de transmitir a doenca adquirindo a bactéria de &arvores
contaminadas e ao se alimentarem de arvores sadias, transmitem a doenca, sendo que,
atualmente, encontra-se disseminada em todas as regides de citricultura do pais (Roberto et
al., 1996). Entre as medidas mais importantes de manejo da doenga estd o controle de

cigarrinhas no pomar (www.fundecitrus.com.br).




O explosivo crescimento da informagdo de seqiiéncias genéticas tem oferecido
colecdoes de seqiiéncias de genes que codificam proteinas encontradas em muitos
organismos (Brenner, 2001). Obtendo-se a biblioteca gendmica e conhecendo-se sua
seqiiencia de bases, torna-se possivel, através de ferramentas moleculares, estudar as
proteinas expressas por genes, bem como relacionar sua estrutura a sua funcao.

Umas das dreas de pesquisa mais populares na era pds-gendOmica refere-se a
determinacdo estrutural de proteinas baseadas na informacdo de genomas. Muitos projetos
visam determinar as estruturas de proteinas soluveis (Kyogoku et al., 2003). Entre 25 a
30% das proteinas, no entanto, estdo embebidas em membranas, incluindo receptores,
canais, transportadores e conversores de energia, os quais possuem significante fungdo
bioldgica. Suas estruturas devem ser determinadas ndo sO para explicar suas funcdes
biologicas, mas para desenvolver novas drogas e outros compostos de uso industrial
devido ao fato de que 60% dos novos farmacos produzidos estdo relacionados a proteinas
de membrana. Porém estas proteinas apresentam-se insolivel em solucdes aquosas e sao
dificeis de expressar, purificar e cristalizar. Apenas 2% das estruturas de proteinas
depositadas no banco de dados pertencem a categoria de proteinas de membranas
(Kyogoku et al., 2003).

A andlise da seqiiéncia do genoma da Xylella fastidiosa revela alta relacdo com
muitos genes de outros patdgenos, especialmente Xanthomonas campestris. O alto grau de
relacdo sugere que os genes de Xylella fastidiosa e Xanthomonas campestris sdo ort6logos,
visto que essas espécies sdo filogeneticamente proximas (Daniels & Dow, 2000). Em
contraste, o tamanho relativo dos genomas de X. fastidiosa (~ 2.7Mb) e X. campestris (~

5.5Mb), indica que existem grandes diferencas entre as duas bactérias. As diferencas no



tamanho do genoma provavelmente refletem as diferentes estratégias de doenca e
capacidade de crescimento entre os dois organismos (Daniels & Dow, 2000).

Os mecanismos envolvidos na interagdo planta-patégeno durante o processo de
patogenicidade sdo complexos e ainda pouco entendidos. A elucidacdo da seqiiéncia
gendmica completa da Xylella fastidiosa (Simpson et al., 2000) contribuiu
significativamente na determinacdo de um nimero de potenciais mecanismos de
patogenicidade desta bactéria.

O processo patoldgico da CVC esta principalmente relacionado aos mecanismos de
adesdo, migracdo e toxicidade bacteriana e oclusdo vascular devido a formacdo do
biofilme, sendo este biofilme um importante fator de patogenicidade (de Souza et al.,
2005).

Estudos genéticos relacionados a formagdo do biofilme t€ém demonstrado que este é
formado por multiplos passos regulados por alguns genes com a sua expressao alterada em
cada fase do desenvolvimento. Os passos iniciais da formacdo do biofilme envolvem a
adesdo da bactéria a superficie. Quando o biofilme atinge seu estdgio maturo, com grande
densidade celular, um sistema de sinal intracelular € ativado, permitindo a bactéria regular
a expressdo de um conjunto de genes especificos como fatores de viruléncia a genes
associados a resisténcia microbiana. Essas caracteristicas permitem as células do biofilme
uma vantagem na adaptacdo e competi¢do com o ambiente hospedeiro (de Souza et al.,
2005).

Tal como muitos fitopatdgenos, esta bactéria produz uma matriz extracelular
composta por polissacarideos extracelulares (EPS), porém ndo foram encontrados os genes
guml, gumL e gumG que codificam enzimas envolvidas na sintese de EPS de outros

fitopatogenos. Sua sintese em Xylella fastidiosa seria regulada por varios genes



independentes, organizados no cluster rpf (regulation pathogenicity factors) (Simpson et
al., 2000).

As fimbrias sdo estruturas importantes tanto para o processo de colonizagdo do
xilema, quanto para promover a adesdo da bactéria no inseto vetor. Foram identificados
genes que controlam a transcri¢do de subunidades da fimbria (pilS e pilR) e outros que
codificam um sistema quimiostatico traduzindo sinais do meio para o pili (pilG, H, I, J e
chpA) em resposta ao hospedeiro (Simpson et al., 2000).

Também foram identificados genes que codificam a celulase e seu precursor,
poligalacturonase. Estas enzimas extracelulares seriam responsdveis pela migracdo
bacteriana na planta, degradando a parede celular das células dos vasos do xilema,
facilitando sua entrada e dispersdao no hospedeiro (Simpson et al., 2000).

Genes de fatores importantes de viruléncia em bactérias gram negativas pertencentes
a uma familia de toxinas (RTX) foram identificados. Tais toxinas lesam ou matam células
vegetais, permitindo que o patdgeno colonize a planta (Simpson et al., 2000).

O conhecimento de tais genes contribuiu para o entendimento global dos mecanismos

de patogenicidade.

2.2. Proteina transmembrana XpsL de Xylella fastidiosa

Partindo de um total de 147 orfs que possivelmente codificam genes envolvidos na
patogenicidade em Xylella fastidiosa (Simpson et al., 2000), 3 foram selecionadas para
clonagem e expressdo em E. coli. A orf xf1524, de 1155 bp, apresenta 55% de similaridade

com o gene xpsL de Xanthomonas campestris (http://aeg.lbi.ic.unicamp.br/xf), o qual

codifica uma proteina da via de secrecdo do tipo II de peso molecular equivalente a 43,4

10



kDa e 384 residuos de aminoacidos. A XpsL € uma proteina de membrana citoplasmatica e
faz parte do complexo protéico da via de secrecao do tipo Il em Xanthomonas campestris
pv. campestris (Tsai et al., 2002). A via de secrecdo do tipo II € utilizada por bactérias
gram negativas para secretar proteinas extracelulares (Lee et al., 2001). Sendo a proteina
XpsL um componente do mecanismo de secrecio do tipo II, acredita-se que esta proteina
crie um canal por onde passam as proteinas secretadas (Russel, 1998). As proteinas a
serem secretadas sdo produzidas com peptideos sinais na regido N-terminal, o qual permite
a translocacdo Sec dependente através da membrana citoplasmatica. Em seguida o
peptideo sinal é removido sendo feito o enovelamento e liberacdo da proteina matura no
espaco perisplasmatico. Na regido perisplasmdtica, proteinas podem sofrer modificacdes,
tais como formacao de pontes dissulfeto e aglomeracdo de subunidades, antes de serem
translocadas através da membrana exterior pela via de secrecdo do tipo II. Esta via é
altamente especifica podendo distinguir proteinas a serem transportadas de proteinas

proprias da regido perisplasmadtica (Sandkvist, 2001).

2.2.1. Sistema de secrecdo do tipo II

Secrecao extracelular em bactérias gram negativas requer um sistema de transporte
complexo para mover proteinas da regifo citoplasmatica para a regido extracelular. Vdrias
vias de secrecdo altamente especializadas estdo envolvidas neste propdsito, incluindo o
sistema de secrecdo do tipo II (T2S). A secregdo de proteinas via sistema do tipo II ocorre
em dois passos distintos genética e bioquimicamente. Primeiro, proteinas a serem
secretadas sdo expressas com peptideo sinal com o objetivo de se ligarem a maquinaria Sec

ou Tat para assim atravessarem a membrana citoplasmatica em direcio ao periplasma

11



(Voulhoux et al., 2001; de Keyzer et al., 2003; Palmer et al., 2005). Essa operagdo €
sucedida pela remocdo do peptideo sinal e reconhecimento e translocacdo das proteinas
enoveladas através da membrana por componentes da via de secrecio do tipo II.

A via de secrecao do tipo II foi descoberta primeiro em Klebsiella oxytoca, onde foi
encontrada ser necessdria a secrecdo da lipoproteina pululanase (d’Enfert er al., 1987).
Desde entdo, Vibrio cholerae, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia
pseudomallei, Erwinia chrysanthemi e Xanthomonas campestris sa0 microrganismos que
demonstraram fazer uso dessa via para a secrecdo e direcionamento de toxinas, proteases,
celulases e lipases (Dow et al., 1989; Filloux et al., 1990; Reeves et al., 1993; Sandkvist et
al., 1997; DeShazer et al., 1999; Lathem et al., 2002; Iwobi et al., 2003; Rossier et al.,
2004).

O sistema de secregdo do tipo II também estd presente em diversas espécies ja
identificadas através do seqiiénciamento gendomico (Cianciotto, 2005). O numero de genes
identificados como sendo essenciais em diferentes organismos para o sistema de via de
secrecao do tipo II varia entre 12 a 15. Os genes homdlogos e suas respectivas proteinas
tém sido designados na maioria dos sistemas pelas letrasde AaO e S.

Baseado em dados de diferentes experimentos, incluindo localizagdo subcelular e
interacoes proteina-proteina entre componentes do sistema de via de secrecdo do tipo I, foi
proposto que proteinas desse sistema formam um complexo protéico que atravessa todo o
envelope celular de bactérias gram negativas. Este complexo multi-protéico inclui
componentes do citoplasma, um subcomplexo da membrana interna que atinge o

compartimento periplasmatico e um poro de secre¢do da membrana externa.
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Figura 1. Via de secrecdo do tipo Il em V. cholerae. Sandkvist, 2001.

2.2.2. Complexo da Membrana Interna

O sistema de transporte da via de secrecdo do tipo II requer a presenga de uma
proteina da familia E. Esta proteina citoplasmdtica estd associada a membrana
citoplasmadtica via proteinas de membrana da familia L e M. Proteinas da familia E sao
membros de uma grande familia de secrecdo de nucleosideos trifosfatos, os quais estdo
relacionados a secrecdo de proteinas através da hidrdlise de nucleosideos trifosfatos (Planet
et al., 2001). Proteinas TS2:E sdo proteinas com multiplos dominios. Todas as proteinas
T2S:E tém sitios de ligacdo a ATP, chamados Walker A boxes, presentes em proteinas
ATPases, ATP sintases e kinases. Recentemente foi demonstrado que a proteina EpsE
purificada, uma T2S:E membro da familia de Vibrio cholerae, ¢ uma ATPase dependente

de Mg2+ (Camberg & Sandkvist, 2005). Uma mutacdo introduzida no motivo de ligacdo de

ATP na Walker A box reduz a atividade especifica da ATPase in vitro e resulta em uma
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proteina que ndo € capaz de auxiliar a secrecdo in vivo (Sandkvist ef al., 1995; Camberg &
Sandkvist, 2005).

Interessantemente, EpsE apresenta atividade cooperativa com ATPase, e preparagcdes
de EpsE purificadas contém uma pequena fracdo de oligdbmeros, especialmente hexameros,
os quais aumentam a atividade especifica da enzima (Camberg & Sandkvist, 2005). Este
fato pode sugerir que a forma funcional desta proteina in vivo € hexamérica. Varios
membros da familia ATPase de secrecdo do tipo IV, como a HP0525 de Helicobacter
pylori t€m sido caracterizados como ATPases hexaméricas (Yeo et al., 2000; Forest et al.,
2004).

Proteinas da familia E da via de secrecao do tipo Il sdo dependentes das proteinas de
membrana da familia L (Sandkvist ef al., 1995; Ball et al., 1999; Py et al., 1999; Possot et
al., 2000). Proteinas da familia L da via de secrecdo do tipo II consistem de um dominio
citoplasmatico, uma unica hélice transmembrana e um pequeno dominio periplasmético. O
dominio citoplasmdtico se liga a proteinas da familia E na membrana citoplasmatica,
enquanto tanto a hélice transmembrana quanto o dominio periplasmdtico interagem com
proteinas da familia M da via de secregdo do tipo II (Sandkvist ez al., 2000). Essa interacao
resulta em uma protecdo miutua entre as proteinas da familia L e M do complexo protéico
contra uma agao proteolitica (Michel ef al., 1998; Sandkvist et al., 1999).

A estrutura do dominio citoplasmético da familia E de Vibrio cholerae, chamada de
cyto-EpsL recentemente publicada, mostrou surpreendentemente uma homologia estrutural
com a super familia de proteinas actin-like ATPases (Abendroth er al., 2004). Cyto-EpsL
consiste de trés dominios ricos em folhas B, com os dominios I e IIl da cyto-EpsL

correspondendo aos dominios conservados 1A e 2A de actin-like ATPases. Cyto-EpsL nao
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contém os dominios ndo conservados 1B e 2B e como conseqiiéncia, a proteina cyto-EpsL
€ incapaz de formar filamentos de actina.

Andlises de estrutura e seqiiéncia sugerem que o dominio II da proteina cyto-EpsL
estd envolvido com interacOes proteina-proteina (Abendroth er al., 2004). A auséncia dos
dominios 1B e 2B, assim como a presenca de dominio II flexivel, faz com que a cyto-EpsL
seja unica entre os membros conhecidos da super familia das proteinas ATPase.
Adicionalmente, diferente da vasta maioria de proteinas da familia ATPases, tanto a
seqliéncia quanto a estrutura da cyto-EpsL revelaram um sitio de ligacdo a nucleotideo
(Abendroth et al., 2004). Ao invés disso, essa proteina parece participar indiretamente da
hidrdlise de ATP através de sua interacdo com a ATPase EpsE da via de secrecdo do tipo II.

Estudos mutacionais tém mostrado que a interface entre as proteinas EpsE e EpsL é
formado por 90 residuos de aminoacidos da regido N-terminal da EpsE e a regido da porcao
citoplasmatica da EpsL designada como os dominios II e III na estrutura de raio-X da cyto-
EpsL (Sandkvist et al., 2000; Abendroth et al., 2004).

A estrutura em raio-X dos subdominios NO (regido helical) e N1 (dominio central) da
proteina XpsE da Xanthomonas campestris foi determinada em duas formas de cristal
(Chen et al., 2005). Em ambas as formas o subdominio N1 adota 0 mesmo enovelamento o
+ B como visto para o N1 de EpsE em complexo com o dominio citoplasmético de EpsL.
Este intrigante achado pode sugerir que o subdominio N1 regula similarmente a atividade
de ATPases da familia E da via de secreg@o do tipo II. Para corroborar, a remog¢ado dos 90
residuos de aminodcidos da regido N-terminal de EpsE resulta em um aumento de atividade
da ATPase.

Nos dois cristais dos subdominios NO-N1 de XpsE, 62 residuos da regido helical do

subdominio NO adotam duas diferentes conformacdes, mas apesar dessa variabilidade
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conformacional 36 residuos da regido N-terminal parecem indispensdveis para a
funcionabilidade da via de secrec¢do do tipo II em Xanthomonas campestris. Chen et al.
formularam uma hipétese de que esses residuos participam da ligacdo a XpsL e que as duas
conformagdes estruturais podem representar estados de ligacdo e ndo ligacdo a regido N-
terminal de XpsE.

Os trés componentes da via de secrecdo do tipo II T2S:M, T2S:L e T2S:E formam um
complexo estivel na membrana citoplasmatica. T2S:M € uma pequena proteina da
membrana interna com curto segmento citoplasmatico, uma hélice transmembrana e um
dominio na regido C-terminal periplasmatico. A homologia de seqiiéncias entre membros
da familia M da via de secrecdo do tipo II concentra-se em predizer a hélice transmembrana
e dois blocos de residuos de aminoacidos conservados presentes na regido periplasmdtica
da cadeia polipeptidica (Abendroth ez al., 2004b). A curta por¢cdo N-terminal da proteina
mostra pouca homologia com outros membros na familia. Estrutura de raio-X da maior
porcao do dominio periplasmatico da proteina EpsM do Vibrio cholerae foi resolvida
recentemente (Abendroth, et al, 2004b). A proteina EpsM e o dominio periplasmatico
solivel sdo capazes de formar dimeros em solucdo, e dois mondmeros da regido
periplasmatica da proteina EpsM estdo presentes em cada unidade assimétrica do cristal.
No modelo de dimero, o contato subunidade-subunidade ocorre na maioria através de
interagdes entre os residuos 123 e 135 da regido C-terminal de cada mondmero da proteina

EpsM. Residuos que sdo conservados apenas entre as homoélogas mais proximas.
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2.2.3. Biogénese do Pili do Complexo do tipo IV

Andlises de seqiiéncia dos componentes da via de secre¢do do tipo II tem revelado
homologia com varios componentes envolvidos na biogénese do Pili do complexo do tipo
IV, sugerindo que a via de secrecdo do tipo II pode funcionar similarmente a maquinaria do
complexo do tipo IV (Nunn, 1999; Burrows, 2005). As proteinas da familia G, H, I, J e K
demonstram algumas similaridades com as subunidades do complexo do tipo IV da
formacao do Pili, e como no caso das subunidades do Pili, sdo traduzidas com um peptideo
sinal especializado para exportacdo através da membrana citoplasmatica. Além disso
proteinas da familia O possuem um alto grau de identidade com a prepili peptidase (EilD).
PilD é uma protease bifuncional que cliva o peptideo sinal da subunidade do complexo do
tipo IV e metila a nova por¢ao da regido N-terminal (Nunn & Lory, 1993; LaPointe &
Taylor, 2000).

Proteinas da familia O realizam a mesma funcdo em relacdo as proteinas da familia G,
H, I, J e K da via de secrecdo do tipo II. A notdvel similaridade com componentes do
complexo do tipo IV formador de Pili tem levado as proteinas da familia G, H, I, J e K da
via de secre¢do do tipo Il a receberem o termo pseudopilis. Mostrou-se recentemente que
certas pseudopilis da via de secrecao do tipo II sdo realmente capazes de formar pili, fibra
que compreende o envelope celular sendo exposto na superficie da célula sob

superexpressao (Sauvonnet et al., 2000; Durand et al., 2003; Kohler et al., 2004).
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2.2.4. Complexo da Membrana Externa

Proteinas da familia C interagem com proteinas da familia L e M presentes na
membrana interna e proteinas da familia D na membrana externa. Especificamente a regido
de dominio periplasmético proxima da regido em hélice da membrana tem demonstrado
contribuir para interacdes com o subcomplexo das proteinas L e M (Gerard-Vincent et al.,
2002; Lee et al., 2004), e a regido C-terminal tem demonstrado em muitas espécies ser
importante para a interacdo com as proteinas da familia D (Bleves et al., 1999; Possot et al.,
1999).

Embora os sistemas da via de secrecdo do tipo II sejam geralmente bem conservados,
os componentes do sistema tém sido encontrados ser altamente especifico a espécies.
Proteinas da familia C e D, em particular, ndo podem ser substituidas por homdlogas
mesmo das espécies mais proximas (de Groot ef al., 1991; Lindeberg et al., 1996). Isso
sugere que essas duas proteinas podem ser capazes de determinar a especificidade de

substratos transportados pela via de secrecao do tipo II.

2.3. Proteina Dimetiladenosina transferase de Xylella fastidiosa

A orf xf2148, de 873 bp, apresenta 47% de similaridade ao gene ksgA de E. coli

(http://aeg.lbi.ic.unicamp.br/xf), o qual codifica uma proteina de peso molecular

equivalente a 32 kDa e 290 residuos de aminodcidos, cuja purifica¢do e cristalizagdo foi
descrita por O’Farrell ef al. (2003). Em E. coli, o gene ksgA codifica uma proteina que
proporciona a bactéria uma resisténcia a kasugamicina, um antibiético que pertence a

familia dos aminoglicosidios (Lafontaine et al., 1998). A proteina codificada pelo gene
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ksgA € uma dimetiladenosina transferase de bactéria que converte duas adenosinas
adjacentes em N6, N° dimetiladenosina, usando S-adenosilmetionina (SAM) como doador
de metil (O’Farrell et al., 2003). S-adenosilmetionina € uma fonte de diversos grupos
quimicos usados na biossintese e modificacio de biomoléculas. A mais notdvel reagcdao
envolvendo S-adenosilmetionina, a transferéncia de grupos metil, é realizada por uma
grande classe de enzimas, transferases dependentes de S-adenosilmetionina, a qual tem sido
o foco de estudos estruturais e funcionais (Kosbial & Mushegian, 2005).

Um papel bioldgico relativamente bem entendido € a doacdo de grupos metil através
de modificagdes covalentes de diferentes substratos, do mais simples como o arsénico
oxidado, aos mais complexos como RNA ribossomico, RNA transportador e proteinas
essenciais, cuja metilacdo pode servir como um sinal regulatério para a maturagdo e
interagdes de controle com outras macromoléculas (Anantharaman et al., 2002; Hopper &
Phizicky, 2003). A enzima adenosil dimetiltransferase pode ligar-se ao 16S rRNA, assim
como ao fragmento de RNA que contém os alvos de adenosina. A proteina permanece
enzimaticamente inativa até a unido parcial de uma pequena subunidade (Desai & Rife,
2006). A razdo disso ainda ndo estd clara, mas uma segunda interagdo, além do sitio de
modificacdo, entre a adenosina dimetiltransferase e seu pré substrato 30S pode ser
necessaria para a ativacdo da proteina (O’Farrell er al., 2004). A modificagdo das duas
adenosinas adjacentes no rRNA € universalmente conservada (Van Knippenberg et al.,
1984 & O’Farrel et al., 2006). Apesar deste alto nivel de conservacdo, a enzima nao €
absolutamente essencial em bactérias (Lévéque et al., 1990).

A perda de atividade € o modo mais comum de surgimento da resisténcia ao
antibidtico kasugamicina em E. coli e em outras bactérias (O’Farrell et al., 2004). A

resisténcia ao antibidtico estd associada a falta de dimetilagdo de residuos de adenosinas em
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células mutantes faltando a versdo funcional da enzima. Além disso o preco pago pela
perda de sua fun¢do é a menor taxa de crescimento, fidelidade traducional reduzida em E.

coli e viruléncia reduzida no patégeno humano Yersinia pseudotuberculosis (Mecsas et al.,

2001).

2.3.1. Metil Transferases (MTases)

DNA metil transferases sdo enzimas encontradas em todos os grupos de organismos
procaridticos e eucaridticos. Essas enzimas reconhecem uma seqiiéncia especifica no DNA
e transferem um grupo metil do substrato S-adenosyl-L-methionine (AboMet), um doador
de grupos metil, para modificar suas seqiiéncias alvo.

Em bactéria, as proteinas do tipo DNA metil transferases estdo geralmente associadas
a sistemas de restricao, que geram uma especificidade e protegem a integridade do genoma
da célula hospedeira contra a invasdo de DNA estrangeiro (Noyer-Weidner & Trautner,
1993). A metilacdo da citosina ou adenina em ambas as fitas de um DNA especifico,
protege o DNA da clivagem por endonucleases de restricdo que reconhecem a mesma
seqiiéncia (Nelson et al., 1993). Enzimas de restricao s@o classificadas em quatro tipos de
acordo com sua estrutura molecular, modo de acgdo, estrutura do sitio de ligacdo e

dependéncia de cofator.

2.3.2. Cofator S-adenosyl-L-methionine (SAM)

S-adenosyl-L-methionine (SAM) € uma fonte de diversos grupos quimicos usados na

biossintese e modificacdo de quase todas as biomoléculas. A mais notdvel reacdo
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envolvendo S-adenosyl-L-methionine (SAM), a transferéncia de grupos metil, € realizada
por uma ampla classe de enzimas denominadas metil transferases dependentes de adenosyl-
methionine. SAM € o intermedidrio metabodlico essencial em cada forma de vida celular e
em cada organismo ha varias enzimas que utilizam SAM. Um papel bioldgico da S-
adenosyl-L-methionine é a doacdo de grupos metil por modificagdes covalentes de
diferentes substratos como RNA ribossomico, RNA transportador, e proteinas essenciais
cuja metilacdo pode servir como um sinal regulatério para maturacdo e controle de
interacdes com outras macromoléculas.

A maioria das metil transferases dependentes de SAM pertencem a classes de enzimas
com enovelamento do tipo Rossmann, um dos mais comuns arranjos de estrutura espacial
de proteinas observada em diversas familias de enzima (Lesk, 1995).

Em seu arranjo bésico o enovelamento do tipo Rossmann consiste na alternancia em
regides de folha B e o hélice com uma regido central formada por folhas B, e hélices

preenchendo duas camadas, uma de cada lado do plano (Fig. 2).
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The right—-handed beta-alpha-beta
unit. The helix lies above the plane
of the strands.

The Rossman fold

Figura 2. (A) Enovelamento do tipo Rossmann. A subunidade B-a-B-o- presente em proteinas que se ligam a
nucleotideos ¢ denominda Enovelamento do tipo Rossmann. (B) Exemplo de Enovelamento do tipo
Rossmann. Dominio estrutural da proteina decarboxylase da bactéria Staphylococcus epidermidis (PDB

1G5Q). Rao & Rossmann, 1973.

A comparacdo de seqiiéncias de metil transferases com o enovelamento do tipo
Rossmann tem identificado um conjunto de cinco regides de ligacio SAM altamente
conservadas. Essas regides correspondem aos motivos [-V dos motivos inicialmente
propostos para DNA:m5C MTases por Posfai et al., 1989.

A primeira seqiiéncia conservada (Motivo 1) inclui em sua regido N-terminal o
consenso GxGxG@G, considerado o sitio de ligacdo a SAM de metil transferases dependentes

de SAM. Nenhum dos trés residuos de glicina é universalmente conservado, mas as

substitui¢des sdo tipicamente por residuos de aminodcidos com cadeias laterais pequenas,
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ou com a cadeia principal propensa a dobrar. Isso corrobora com os dados de andlise de
seqiiéncia indicando que o consenso esta localizado no “loop” conectando a primeira folha
B e a hélice no centro do enovelamento do tipo Rossmann. No meio da folha B nimero 1
existe um residuo acido (D ou E) conservado. Um ou mais residuos conservados carregados
positivamente sdo encontrados proximos a regido N-terminal. O motivo 2 compreende a
folha  ndmero 2.

Um residuo 4cido parcialmente conservado é comum na regido C-terminal dessa
folha. O Motivo 3 corresponde a folha B nimero 3. Um residuo 4cido parcialmente
conservado também esta localizado proximo a regido C-terminal dessa folha.

O Motivo 4 consiste da folha B ndmero 4 e os “loops” flanqueadores. Nesse motivo
existe um residuo bem preservado D/E/N, localizado na extremidade da regido N-terminal
dessa folha.

O Motivo 5 corresponde a hélice seguida da folha B presente no Motivo 4. Em
algumas metil transferases esse dominio serve como sustentacdo da cadeia lateral aromética
ou hidrofébica que estabiliza a base adenina do AdoMet, mas em muitos casos t€ém sido
demonstrado que esses residuos ndo sao essenciais para a atividade das metil transferases
(Sankpal & Rao, 2002).

Finalmente, vérios residuos dos Motivos 1 ao 5 s3o conhecidos por fazer contato
direto com a SAM. Em particular, um ou mais residuos no “loop” GxGxG estdo em contato
com uma regido SAM, enquanto que residuos 4cidos conservados do Motivo 2 formam
pontes de hidrogénio com hidroxil ribose. Residuos varidveis na regido C-terminal do
Motivo 2 interagem com uma base, enquanto que residuos varidveis da regido C-terminal

do Motivo 4 parece ter contato com grupos amino como a metionina da molécula SAM

(Fig. 3).
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Figura 3. Modelo da enzima dimetiladenosina transferase (KsgA) de E. coli mostrando a regido de ligagdo

com o substrato SAM. O’Farrel et al., 2004.

2.3.3. Adenina dimetil transferase de Escherichia coli

A enzima KsgA bacteriana de E. coli cataliza a transferéncia de um total de quatro
grupos metil da SAM para duas adenosinas no RNA ribossémico 16S. Essa enzima e

adenosina modificada resultante dessa catélise, parecem ser conservadas em todas as

espécies de eubactéria, eucariotos, archaebacteria e em organelas eucarioticas.

A biogénese ribossomal envolve uma via complicada, compreendendo muitos passos
de processamento e modificacdo. Um exemplo dessa modificacdo € a metilacdo. Todos os
organismos tém modificacdes no nucleotideo e seus RNA ribossdmicos, mas apenas duas
modificagcdes tém sido conservadas através da evolu¢ao. Uma modificagcdo € a formagao da

pseudouridina no dominio 4 da maior subunidade do RNA ribossdmico. Essa modificacdo é
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encontrada somente em ribossomos citoplasmaéticos, sendo realizada por diferentes sistemas
em diferentes organismos (Ofengant, 2002). Outra modificacdo conservada evolutivamente
€ a dimetilacdo de duas adenosinas adjacentes no “loop” da hélice 45, préximo a regido 3’
da pequena subunidade rRNA, para produzir N, N°-dimetiladenosina. As tnicas excecoes
conhecidas acontecem na subunidade 12S do rRNA mitocondrial em Saccharimyces
cerevisiae, na qual ndao ha grupo metil nas duas adenosinas (Klootwijk et al., 1975), no
rRNA do cloroplasto de Euglena gracilis na qual a adenosina proxima a regido 5° €
dimetilada (Steege et al., 1982; van Bull et al., 1984), e a subunidade 16S de Sulfolobus
solfataricus na qual contém apenas uma adenosina metilada (Noon et al., 1998).

A hélice 45 do “loop” € uma das areas mais conservadas da pequena subunidade do
rRNA (van Knippenberg et al., 1984; Cannone et al., 2002).

A enzima KsgA ainda ndo foi caracterizada em archaebacteria, mas andlises de
seqiiencia revelam KsgAs potencialmente homodlogas nesses organismos. Apesar do alto
nivel de conservagdo a enzima ndo € absolutamente essencial em bactérias. A perda de
atividade da KsgA €é o modo mais comum de aparecimento da resisténcia ao antibidtico
kasugamicina em E. coli e outras bactérias (O’Farrell et al., 2004). Ribossomos mutantes
com auséncia de dimetilagdes requerem quantidades maiores de certos fatores de tradugdao
in vitro e sd0 mais propensos a mutacdes. As bactérias que possuem esta enzima mutante
parecem ndo ser afetadas, pelo menos sob condi¢des de crescimento em laboratério (van
Knippenberg et al., 1986). Interessante notar que mutagdes no gene que codifica a proteina
KsgA de Yersinia pestis resultaram em um patégeno menos virulento (Mecsas et al., 2001).

Embora o rRNA 16S contenha adenosinas modificadas, o rRNA 16S ndo é substrato

para a enzima KsgA (Helser et al., 1972; Thammana & Held, 1974). A KsgA liga-se a um

pequeno fragmento do rRNA contendo as bases de adenina alvo, mas ndo metila a
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subunidade 16S livre. Subunidades 30S parcialmente formadas consistindo de rRNA 16S
mais um subconjunto de proteinas ribossomais parecem ser o substrato minimo para a
enzima, e a subunidade 30S inteiramente formada serve como um eficiente substrato

(Poldermans et al., 1979).

2.4. Analise Espectroscopica por Dicroismo Circular

O método espectroscopico de dicroismo circular (CD) € bastante utilizado nas
andlises conformacionais de proteinas, onde o espectro obtido é determinado pela
quantidade e composicdo de estrutura secundéria (Fasman, 1996). Moléculas assimétricas
em solucdo sdo opticamente ativas, isto €, quando elas interagem com uma luz
circularmente polarizada elas absorvem luz polarizada a direita e a esquerda de maneira
desigual. Esta diferenga na absorcao gera luz elipticamente polarizada que pode ser medida
por um espectropolarimetro de CD, que converte este sinal em elipticidade (q) expresso em
miligraus. O sinal de CD sera positivo ou negativo dependendo da absor¢do preferencial da
luz polarizada a direita ou a esquerda. Os croméforos mais numerosos € caracteristicos que
proteinas e peptideos possuem para a luz polarizada circularmente na faixa do UV-distante
(170 a 260 nm), sdo as ligacOes peptidicas (Kelly e Price, 1997). Os espectros de CD
produzidos por esses cromoéforos sdo caracteristicos para os diversos tipos de estrutura
secunddria. As faixas de absor¢do dos residuos aromaticos no UV-distante sdo pequenas
quando comparadas as das ligacdes peptidicas. Contudo, no UV-préximo (260 a 320 nm), o
espectro de CD passa a ser dominado pela contribui¢cdo das cadeias laterais aromaticas,
juntamente com as pontes dissulfeto e grupamentos prostéticos. Assim, enquanto o UV-

distante detecta estrutura secundaria, o UV-proximo € sensivel a estrutura tercidria, o que
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compde a base para a andlise da conformacdo de proteinas através de dicroismo circular
(Kelly e Price 1997).

Experimentos de dicroismo circular t€m sido muito utilizados para a investigacio de:
estrutura secundéria de peptideos e proteinas, mudancgas conformacionais em proteinas,
desenovelamento de proteinas, desenho de peptideos e proteinas, proteinas de membrana,
interagdo entre dominios de proteinas e ligacdo de substratos (Kelly e Price, 2000). Por esta
técnica ser sensivel a quantidade total de estrutura secundédria de uma proteina, ela € usada
para investigar a quantidade de o-hélice, folha- e estrutura randomica que compde a
proteina (Fasman, 1996). As o-hélices e folhas-f sdo estruturas bem compactas presentes
nas proteinas enoveladas e a estrutura randomica estd presente nas proteinas desenoveladas
e em alcas que conectam os elementos de estrutura secundéria.

Proteinas que possuem sua estrutura secundaria formada predominantemente por a-
hélices exibem picos negativos a 208 e 222 nm e um pico positivo entre 190 e 195 nm. As
proteinas formadas predominantemente por folhas-f3 apresentam espectro de CD contendo
um pico negativo em aproximadamente 216 nm e um positivo a 196 nm. A estrutura
randomica € representada pelo espectro contendo um pico negativo proximo de 195 nm e
um pico positivo a 212 nm (Pelton e McLean, 2000). A Figura 3 traz a representacdo dos

espectros de CD caracteristicos de cada tipo de estrutura secundaria.
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Figura 3. Representagdo dos espectros caracteristicos de cada tipo de estrutura secunddria obtidos por CD

(http://www.ap-lab.com/circular_dichroism.htm).

2.5. Espectrometria de Massas

O espectrometro de massas é um instrumento que permite determinar a massa molar
de compostos eletricamente carregados, ou fons previamente formados (Cole, 1997). Estes
ions sdo selecionados de acordo com a razdo massa-carga (m/z), sendo m a massa em u
(massa atomica unificada), definida como 1/12 da massa de um atomo do is6topo de 12C, o
qual foi designado como 12u por convencao (Gross, 2004).

As técnicas avancadas em espectrometria de massas diferem principalmente no modo
de ioniza¢do das amostras. Essa caracteristica permitiu o uso da técnica em muitas dreas,

pois a andlise de proteinas, peptideos, acticares, etc, que antes nao eram possiveis de serem

28



detectados por técnicas antigas de ionizagcdo, como EI (electron ionization), agora sao

analisados rotineiramente.

2.5.1. MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization — Time of Flight)

A técnica de MALDY], introduzida por Hillenkamp et al. em 1985, a amostra contendo
a espécie de interesse € misturada com uma matriz (geralmente um &4cido orginico
aromatico) formando uma “mistura sélida”. Um pulso de laser, com comprimento de onda
proximo do UV, incide sobre essa mistura e a energia do laser € absorvida pela matriz, que
tem o maximo de absor¢do perto do comprimento de onda do laser. Desse modo, a matriz
evapora e o analito que estava incluso na matriz, agora se encontra na fase gasosa altamente
energética atribuida a excitacdo eletronica da molécula da matriz ao absorver a energia do
laser. A formacdo dos fons (ionizacdo) ocorre através da transferéncia de carga (ex:
transferéncia de protons) das moléculas da matriz para o composto que fica na forma de
MH+. Os ions formados recebem uma alta energia cinética inicial (K) que os impulsiona
para o analisador de massas Time-of-flight (TOF), onde sdo separados de acordo com o
tempo de voo, considerando a distancia na qual o ion se movimenta até atingir o detector.
Utilizando a equag@o da energia K=mV2/2, onde V € a velocidade do ion, calcula-se a
massa molecular do composto. Os compostos sdo separados no analisador de acordo com

sua razao m/z. lons mais leves chegam mais rapidamente no detector, enquanto os fons mais

pesados demoram mais tempo.
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Figura 4. Componentes envolvidos em MALDI-TOF. (a) Estrutura da matriz utilizada. (b) Representacao
conceitual do analito incluido na matriz. (c) Diagrama esquemadtico da técnica de MALDI acoplado ao

analisador de massas Time of Flight (TOF). Watson et al., 1995.

No MALDI, o analisador de massas pode operar em dois modos: modo linear e modo
reflectron. O modo linear € utilizado para moléculas de grande massa molecular, como as
proteinas, peptideos e polimeros e o0 modo reflectron utilizado para moléculas de massa de
até 7000 Da, como as micotoxinas. O modo reflectron possui a vantagem de apresentar uma
maior resolucdo quando comparado ao modo linear, devido a presenca de um conjunto de
lentes com diferenca de potencial crescente, propiciando o aumento de resolu¢do. Os fons
gerados por MALDI tém uma energia muito baixa, mas em MALDI os fons formados
possuem poucas cargas € na maioria das vezes formam-se somente espécies
monocarregadas. Essa caracteristica € interessante porque facilita a interpretacdo dos
resultados dos espectros de massas, mesmo para compostos de alta massa molecular.

Andlise de proteinas por espectrometria de massas pode ser realizada usando

fragmentacdo especifica de seqiiéncias de um peptideo ou por peptide mass fingerprinting
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(PMF), também conhecida como mapeamento de massas de peptideo. O procedimento
padrdo para a identificacdo de proteinas inclui a separagdo de proteinas por um gel de
eletroforese ou cromatografia liquida. Subseqiientemente as proteinas sdo clivadas com
endoproteases, sendo tripsina a mais utilizada. Apés a digestdo, os peptideos gerados sao
investigados através da determinacdo das massas moleculares. Para a identificacdo da
proteina, as massas moleculares obtidas experimentalmente sdo comparadas com massas
moleculares tedricas armazenadas em bancos de dados.

MALDI € a técnica mais comum para realizar peptide mass fingerprinting (PMF).
MALDI ¢ réapido, robusto, facil de ser realizada, sensivel, de grande acurdcia e tolerante a

certo nivel de contaminantes.
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3. Objetivos

3.1. Objetivos gerais

Contribuir para o conhecimento dos mecanismos de patogenicidade de Xylella
fastidiosa.
- Fornecer subsidios ao estudo da estrutura tridimensional de proteinas expressas por

genes relacionados a patogenicidade.

3.2. Objetivos especificos

- Efetuar a expressio e purificacdo “in vitro” de dois genes de X. fastidiosa,
potencialmente envolvido com a patogenicidade desta bactéria, através da utilizacdo de
vetores de expressao.

- Caracterizar as proteinas quanto as propriedades e fungdes através de ensaios
bioquimicos pertinentes.

- Obter informagOes estruturais preliminares por métodos espectroscOpicos como

Dicroismo Circular e Modelagem tridimensional.
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Abstract

Gram-negative bacteria use the type II secretion system to transport a large number of
secreted proteins from the periplasmic space into the extracellular environment. Many of
the secreted proteins are major virulence factors in plants and animals. XpsL is a protein of
cytoplasmatic membrane and it is part of the necessary components for the secretion of type
IT from Xylella fastidiosa. Membrane proteins are hard to overexpress, purify and
crystallize. Thus, only 2% of the structures of proteins deposited in the Protein Data Bank
belong to the category of membrane proteins.

The gene that codifies the XpsL protein was cloned into a pET32Xa/LIC vector to
overexpress the coupled with fusion tags in Escherichia coli BL21(DE3). The expressed
XPSL protein was purified by immobilized metal affinity chromatography (IMAC) and had
its identity determined by SDS-PAGE and Mass Spectrometry (MALDI-TOF). The correct
folding of the purified recombinant protein was verified by circular dichroism

spectroscopy.

Keywords: Membrane protein; pET32 Xa/LIC vector; Circular Dichroism; Mass

Spectrometry.
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Introduction

The phytopathogen Xylella fastidiosa is a xylem-limited bacterium that causes a range
of economically important plant diseases, including a serious disease of orange trees called
citrus variegated chlorosis (CVC) [1-3]. Recently, DNA sequence data provided by the
Xylella fastidiosa Brazilian genome project have allowed a functional genomic approach to
investigate the function of several proteins based on the information about their structures.
This emergent area is a powerful means to more deeply understand the mechanisms of the
bacterium pathogenicity [4].

Xylella fastidiosa (Xf) is a Gram-negative, rodshaped, non-flagellate, xylem-limited
bacterium, and is the causal agent of several important crop diseases, including citrus
variegated chlorosis (CVC) in orange trees [1]. Plants with CVC symptoms were first
detected in Brazil in 1987 [3], and today, have been identified in more than 90% of the
orchards in the state of Sao Paulo (Brazil), leading to the complete genomic sequencing of a
9a5c strain, which turned out to be the first plant bacterium to have its complete genome
elucidated [4].

In order to gather information about the proteins involved in the mechanisms of the
bacterium pathogenicity, we chose the orf xf1524 which codifies the XpsL protein for the
characterization studies.

The orf xf1524, of 1155 bp, presents 55% of similarity with the gene xpsL of
Xanthomonas campestris (http://aeg.lbi.ic.unicamp.br/xf), which codifies a protein of
secretion pathway of type II of molecular weight equivalent the 43,4 kDa and 384 amino

acid residues. XpsL is a protein of cytoplasmatic membrane and it is part of the necessary
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components for the secretion of type Il in Xanthomonas pv campestris. [5]. The secretion
pathway of type II is used by bacteria gram negative to secrete extracellular proteins [6].
Being XpsL a component of the secretion mechanism of type II, gives credit that this
protein creates a channel where proteins are secreted [7]. One of the great challenges for
molecular biologists is to learn how a protein sequence defines its three dimensional
structure. For many years, the problem was even more difficult for membrane proteins
because so little was known about what they looked like.

Membrane protein strucutural biology is a frontier area of modern biomedical
research. Membrane protein structures constitute <1% of the entries in the Protein Data
Bank (PDB). Disturbingly, only two of the current entries represent a membrane protein
from human origin [8,9], whereas the majority of entries are of bacterial membrane
proteins. Part of the reason why progress has been faster for bacterial membrane proteins
stems from the fact that they can more easily be expressed in large quantities in bacterial
hosts, and that they lack many of the posttranslational modifications that potentially
complicate crystallization. Moreover, the fast pace at which bacterial genomes are
sequenced provides an almost unlimited repertoire of target proteins including homologs
from thermophilic bacteria that are often more stable during detergent solubilization,
purification and crystallization [10].

Here, we report the cloning and overexpression the recombinant XpsL protein in E.
coli. The purified recombinant XpsL protein exhibited a predominant signal of a-helices
during the Dichroism Circular experiments suggesting that XpsL recombinant protein
maintains secondary structures and is viable to functional and structural studies and
remained folded. It also aims at adding new information on proteins that may be related to

the X. fastidiosa pathogenesis, necessary for new approaches towards the combat of CVC.
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Besides that many integral proteins are important in biomedical and biotechnological

aplications; the majority of drug targets are integral membrane proteins.

Material and Methods

Cloning orf xf1524

The xpsL gene of Xylella fastidiosa (ORF XF1524) was amplified by PCR using the
purified genomic DNA as a template. The PCR was carried out using the following specific
primers: forward primer 5’-GGTATTGAGGGTCGCTTGGGAAGAGGG-3’ and reverse
primer 5’-AGAGGAGAGTTAGAGCCTTAACGTTGTGCC -3°. The primers were
designed to generate products with vector cohesive overhangs, for efficient cloning onto a
pET32Xa/LIC vector. This vector is designed for the heterologous protein expression
which is fused to thioredoxin (109 amino acids), His-tag (6 amino acids), and S-tag (15
amino acids) sequences upstream to the cloning site. The fusion tags together have 17.6kDa
and can be removed by factor Xa cleavage [11]. The recombinant plasmids were used to
transform competent E. coli DH5a cells, using the standard polyethylene glycol (PEG)
method [12]. Cells were cultured overnight at 37°C in Luria-Bertani broth (LB) plates
containing 100pg/mL ampicillin. The colonies were individually stored at -70°C in a

permanent 2YT + HMFM broth [13] and checked by PCR.
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Expression and purification of XpsL-His.tag fusion protein

The recombinant plasmid with xpsL insert was transformed into E. coli BL21 (DE3)
cells by PEG method. The cells were grown in 2 ml of LB medium containing ampicillin
(100pg/mL) at 37°C, 300rpm, for 18h. An aliquot of ImL of the culture was used to
inoculate 100ml of the same medium, maintained at the same culture conditions until
OD600 reached 0.8. Expression of recombinant protein was induced by the addition of
Lactose to a final concentration of 5,6mM and cultivated for 3h. The culture was harvested
using 10min centrifugation at 6000g, 4°C, and stored for further use at -20°C. The bacterial
pellet obtained from 100mL liquid culture was suspended in 22mL buffer A (50 mM Tris—
HCI, pH 7.5; 300mM NaCl). The PMSF (ImM), protease inhibitor was added, as well
lysozyme (1mg/mL). The cells were lysed by sonication on ice, in an ultrasonic cell
disruptor (Cole-Parmer Instrument, Chicago, IL, USA). The obtained lysate was
centrifuged at 27,000g for 20min at 4°C. The supernatant containing soluble cellular
material (total volume 22mL) was used for purification procedure using immobilized metal
affinity chromatography (IMAC). The column containing ImL of Ni-NTA affinity resin
was equilibrated with 10 column volumes (CV) from buffer A. The supernatant was loaded
into the column by gravity. The column was washed with 10 CV of buffer B (50mM Tris—
HCI, pH 7.5; 1.0M NaCl). Additional washing using 5 CV of buffer C (50mM Tris—HCI,
pH 7.5; 300mM NaCl; and 5SmM imidazole) was performed. The bounded XpsL-His.tag
fusion protein was eluted with 4 CV of buffer D (50mMTris—HCI; 300mM NaCl; pH 7.5
and 10mMimidazole). Fractions were assayed for total protein concentration and analyzed

by SDS-PAGE.
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Circular Dichroism spectroscopy

Circular Dichroism (CD) spectra of the purified protein in solution were measured
with a Jasco J-810 Spectropolarimeter dichrograph (Japan Spectroscopic, Tokyo, Japan).
The CD spectra were generated using a quartz cuvette with a cell path with a length of
1.0mm, containing 200uL XpsL-His.tag protein (0.1mg/mL) in SmM Tris—HCI buffer, pH
7.5. Four scans in the 260-200nm range at a rate of 20nm/min at 20°C were recorded for

sample and average measurement.

In-gel trypsin digestion

XpsL-His.tag protein isolated by SDS-PAGE was excised from the gel with a clean
razor and prepared for complete trypsinolysis. The excised gel piece was diced into smaller
pieces (1mm?) processed in one tube by destaining until clear 2x10min in potassium
ferricianyde: sodium tiossulfate (1:1), and then washed 3x10min in water. Protein disulfide
was reduced by incubation at 60 °C for 30 min with 10ul of 45 mM dithiothreitol in
100mM ammonium bicarbonate. The residual liquid was removed and then the proteins
were alkylated by adding 100ul of 100mM iodoacetamide. Residual liquid was removed
and gel pieces were washed with 500pul of 50mM ammonium bicarbonate in 50%
acetonitrile. Gel pieces were dried under vacuum, and then digestion using trypsin was
performed in the same tubes by adding 25mM ammonium bicarbonate, proportion of 0,2ug
of trypsin/lpg sample (according to protein concentration). After digestion 18 h at 37°C,

soluble trypsin fragments were recovered in the supernatant and combined with three

39



extractions of the gel pieces with 25ul of 60% acetonitrile 0.1% TFA. The pooled extracted

fragments were dried under speed vacuum at 37 °C.

Purification of peptides by ZipTip,.cis

The sample was dissolved in 10ul of 2% TFA. ZipTip was washed three times with
15ul (0,1% TFA/50%acetonitrile), and then equilibrated four times with 15ul of 0,1% TFA.
The sample was loaded onto ZipTip (three times up and down) and peptides bound onto
ZipTip were washed three time with 0,1% TFA. The sample was eluted into 20 pl of 100%

acetonitrile solution (three times up and down).

Peptide Fingerprint by Mass Spectrometry

Analysis of all samples obtained by tryptic digestion was prepared using the dried
droplet method. This was carried out as follows. The samples were acidified by addition of
0.5 1 water/TFA 100:0,1 (V/V) and were left at room temperature for a few minutes, so that
the droplet volume was reduced by evaporation. The matrix a-Cyano-4-hydroxycinnamic
acid, was prepared followed by 1% (m/V) on H2O/ACN 1:1 (V/V) (1uL) containing TFA
0,1%, was added and the sample was allowed to dry at room temperature. All
measurements were performed on a MALDI-TOF (Waters - Micromass, UK) mass
spectrometer in previously cleaned microplate. Analyses were performed of exclusively
positively charged ions, in reflectron mode. For subsequent data evaluation with peptide

identification, a software package Biolynx (Micromass- UK) was utilized.
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Results and Discussion

Cloning and Expression of XpsL-His.tag protein

It is suggest that extracellular secretion in gram negative bacteria requires complex
transport systems to move secreted proteins from the cytoplasm into the extracellular
environment [14,15]. Several highly specialized pathways have evolved for this purpose,
including the type II secretion system [14]. Due to the 55% of similarity with XpsL protein
from Xanthomonas campestris, the XpsL protein from Xyllela fastidiosa might be involved
in the protein complex, interacting with other proteins like XpsE in the phytopathogen.
Studies in Xanthomas campestris have shown the importance of the interaction between the
XpsL-XpsE proteins [15].

The xpsL gene was amplified by PCR from the Xylella fastidiosa genomic DNA and
cloned into the pET32Xa/LIC vector (Novagen). Once in the expression vector
pET32Xa/LIC, the complete xpsL gene in frame with N-end histidine tag was transfered to
the E. coli DH5a strain and confirmed through DNA sequencing. After transformation of
the E. coli BL21 (DE3) strain with pET32Xa/LIC-XpsL-His.tag, several recombinant
clones were selected to test the expression levels of the recombinant protein. The expressed
protein was detected by SDS-PAGE showing a low level of expression of XpsL-His.tag
following the addition of inductor lactose. Recombinant XspL-His.tag protein was
expressed partially soluble, yielding 100pug/mL of protein. Changes in expression condition

(i.e., lowering the temperature to 28°C and lyse buffers containing detergents), even other
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E. coli strains as BL21(DE3)pLysS, BL21(DE3)ptGroE and C43(DE3) did not result in the

expression of a higher amount of soluble XpsL-His.tag protein.

Affinity purification of XpsL-His.tag protein

The XpsL-His.tag protein was recovered and purified from the lysed extract using
immobilized metal affinity chromatography (Fig.1, lane 6). Carefully the protein extract
was added into the Ni-NTA affinity column to prevent bubble formation. The reduction of
non-specific interactions between extract proteins and the matrix was done washing the
resin with high salt concentration and low imidazole concentration buffers. The elution of
the recombinant protein was performed using a gradient of imidazole concentration, a
procedure that considerably improved the final protein purity. In a single step of
purification by affinity chromatography, amounts of almost pure XpsL-His.tag protein were
obtained, as revealed through the SDS-PAGE analysis, elution of the nickel bounded
XpsL-His.tag was achieved with 10mM imidazole in a 50mM Tris-HCI buffer, pH 7,5.

After the purification we tried to cleave the fusion protein using several proteases
(factor Xa, Thrombin, Trypsin, Quimiotrypsin, Subtilisin), but none of these proteases
worked. Since the membrane interior is nonpolar, we would expect the surface residues of
transmembrane proteins to be predominantly composed of nonpolar side chains, the
membrane interior is essentially void of water. Probably the proteases did not achieve the

cleavage site.
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Circular Dichroism spectroscopy analysis

Circular dichroism is an important technique to estimate secondary structure content,
to validate protein quality, and for monitoring conformational changes of proteins. Circular
dichroism signals only arise where absorption of radiation occurs, and thus spectral bands
are easily assigned to distinct structural features of a molecule. An advantage of the
Circular dichroism technique in studies of proteins is that complementary structural
information can be obtained from a number of spectral regions [16]. To investigate the
structural integrity of the purified XpsL-His.tag, the protein was analyzed by CD
spectroscopy. The XpsL-Hist.tag CD spectrum showed that it contains predominant signal
of a-helices (Fig. 3). Values of the CD signals at 208nm and 222nm estimates the a-helices
content of peptides and proteins. The results suggest that XpsL-His.tag recombinant
protein maintains secondary structures and is viable to functional and structural studies and
remained folded, besides it is in agreement with secondary structure prediction from the

PSIPRED program (http//:bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred).

Mass Spectrometry Analysis

Protein identification by mass spectrometry (MS) can be performed using sequence-
specific peptide fragmentation or peptide mass fingerprinting (PMF), also known as peptide
mass mapping [17]. Matrix-assisted laser/desorption ionization mass spectrometry
(MALDI-MS) is the most commonly used technique to perform PMF [18,19]. MALDI-MS
is fast, robust, easy to perform, sensitive (low fmol range), accurate (low ppm range),

tolerant to a certain level of various contaminants, and can be automated.
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The identity of the resulting protein product was confirmed by trypsin digestion
followed by MALDI-TOF analysis. The peptide profile found for the mass spectroscopy
analysis of the digested XPSL-His.tag (‘‘fingerprint’’) was compared to a theoretical

digestion of the protein and the result indicated a monoisotopic mass of 60,495 Da.

Conclusion

While the number of determined structures of soluble proteins is increasing
dramatically, the structures of only about 40 membrane proteins have been solved so far at
high resolution by means of either X-ray or electron crystallography.

In this work, the target protein was cloned, expressed in the soluble form and the
expressed protein has established its methods of purification. The protein was purified in
just one step of purification by immobilized metal affinity chromatography (agarose-Ni-
NTA resin). Subsequently, its purity and identity were verified by SDS-PAGE and mass
spectrometry. Its correct folding was verified by circular dichroism spectroscopy analysis
that indicated a secondary structure composed mainly of o—helices, despite some short [3-

strands also seeming to be present.
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Figure 1. SDS-PAGE of the fractions collected during the purification steps of the recombinant XPSL.
Legend: lane 1—molecular mass markers; lane 2—extract from bacterial lysis loaded into the Ni-NTA
column; lane 3—flowthrough extract; lane 4 - column washed with lysis buffer plus 1M NaCl lane 5—
fraction collected during the elution step at imidazole concentration of 5SmM, containing the recombinant
protein (XPSL+fusion tags), lane 6 - fraction collected during the elution step at imidazole concentration of
10mM, lane 7 - fraction collected during the elution step at imidazole concentration of 50mM, lane 8 -
fraction collected during the elution step at imidazole concentration of 100mM, lane 9 - fraction collected
during the elution step at imidazole concentration of 200mM. Separation gel of 12% acrylamide

concentration.
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Figure 3. Ionized peptides espectrum from tryptic digestion of XPSL-His.tag protein (61kDa).
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Abstract

Methyl transferases (MTases) catalyse the transfer of methyl groups from AdoMet (S-
adenosyl-L-methionine) methylating DNA or RNA. DNA or RNA methylation has been
reported to be essential for bacterial virulence, and it has been suggested that adenine
MTases could be potential targets for both vaccines and antimicrobials.

The orf that codifies the XF2148 recombinant protein in Xylella fastidiosa was cloned
into a pET32Xa/LIC vector to overexpress the protein with fusion tags in Escherichia coli
BL21(DE3). The expressed protein in the insoluble form was refolded using 8M Urea as
denaturating agent. Secondary structure contents and identity were verified by circular
dichroism and mass spectrometry (MALDI-TOF) respectively. Finally a sequence
comparison and homology modeling using the modeling package Modeller 7v7 were
performed indicating a high level of structure similarity among XF2148 protein from

Xylella fastidiosa and its homologous protein, KsgA from Escherichia coli.

Keywords: Circular Dichroism; Mass Spectrometry; pET32 Xa/LIC; homology modeling.
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Introduction

The phytopathogen Xylella fastidiosa is a Xxylem-limited that causes a range of
economically important plant diseases, including a serious disease of orange trees called
citrus variegated chlorosis (CVC) [1-3]. Recently, DNA sequence data provided by the
Brazilian Xylella fastidiosa genome project have allowed a functional genomic approach to
investigate the function of several proteins based on the information about their structures.
This emergent area is a powerful means to more deeply understand the mechanisms of the
bacterium pathogenicity [4].

The orf xf2148, of 873 bp, presents 47% of similarity with the gene ksgA of

Escherichia coli  (http://aeg.lbi.ic.unicamp.br/xf). The ksgA gene codifies a
dimethyladenosine transferase from the class of methyl transferase proteins whose
purification and crystallization was described by O’Farrell et al. (2003)[5].

S-adenosyl methionine is a source of diverse chemical groups used in biosynthesis
and modification of virtually every class of biomolecules. The most notable reaction
requiring S-adenosyl methionine, transfer of methyl group, is performed by a large class of
enzymes, S-adenosyl methionine- dependent methyltransferases, which have been the focus
of considerable structure-function studies [6].

One relatively well-understood biological role of SAM is to donate methyl groups for
covalent modification of different substrates as rRNA, tRNA, and essential proteins, whose
methylation status can serve as a regulatory signal for maturation and control interactions
with other macromolecules [7,8]. KsgA recognizes a complicated substrate. Although

KsgA can bind naked 16S rRNA, it remains enzymatically inactive until a partially matured
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small subunit has assembled [9]. The reason for this is unclear, but a second interaction,
beyond the site of modification, between KsgA and its pre-30S substrate may be required
for KsgA activation [10]. The modification of two adenosines in 16S/18S rRNA is
universally conserved [7,12]. Despite the high level of conservation, the enzyme is not
absolutely essential in bacteria [13]. Loss of KsgA activity is the most common mode of
resistance to the antibiotic kasugamycin in E. coli and other bacteria [10]. The price paid
for loss of KsgA function is a slower growth rate and reduced translational fidelity in E.
coli and reduced virulence in the human pathogen, Yersinia pseudotuberculosis [14].

In order to gather information about the proteins involved in the mechanisms of the
bacterium pathogenicity, we chose the orf xf2148 for the characterization studies.

The XF2148 protein belongs the family of methyltransferases. MTases
(methyltransferases) catalyse the transfer of methyl groups from AdoMet (S-adenosyl-L-
methionine) methylating DNA or RNA. DNA or RNA methylation has been reported to be
essential for bacterial virulence, and it has been suggested that adenine MTases could be
potential targets for both vaccines and antimicrobials. Drugs that block adenine MTases
could slow down bacterial growth and therefore drug-design initiatives could result in a
whole new generation of antibiotics.

Here, we report the overexpression and comparative modeling the XF2148 protein
from Xylella fastidiosa. The purified XF2148 protein exhibited a great similarity to its
homologous protein, KsgA from E. coli. Its primary structure showed that the enzyme
contains five of eight structural motifs usually found in AdoMet-dependent
methyltransferases. In addition, comparative modeling using modeling package Modeller

7v7 showed seven Psheet structures which is a remarkable characteristic among these
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MTases. Also, this work aims at adding new information on proteins that may be related to

the X. fastidiosa pathogenesis, necessary for new approaches towards the combat of CVC.

Material and Methods

Cloning orf xf2148

The orf xf2148 of Xylella fastidiosa was amplified by PCR using the purified genomic
DNA as a template. The PCR was carried out using the following specific primers: forward
primer 5’ -GGTATTGAGGGTCGCATGATGGATCGC-3’ and reverse primer 5’-
AGAGGAGAGTTAGAGCCCTAATCATCAGG-3’. The primers were designed to
generate products with vector cohesive overhangs, for efficient cloning onto a
pET32Xa/LIC vector. This vector is designed for the heterologous protein expression and
the target protein is fused to thioredoxin (109 amino acids), His-tag (6 amino acids), and S-
tag (15 amino acids) sequences upstream to the cloning site. The fusion tags together have
17.6kDa and can be removed by factor Xa cleavage [15]. The recombinant plasmids were
used to transform competent E. coli DH5a cells, using a slightly different method to the
standard polyethylene glycol (PEG) method [16]. Cells were cultured overnight at 37°C in
Luria-Bertani broth (LB) plates containing 100pg/mL ampicillin. The colonies were
individually stored at -70°C in a permanent 2YT + HMFM broth [17] and checked by PCR.
The orf xf2148 insert of pET32Xa/LIC plasmid was sequenced to verify the correct

nucleotide sequence.
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Expression of recombinant XF2148 fusion protein

The recombinant plasmid with xf2148 insert was transformed into E. coli BL21 (DE3)
cells by PEG method. The cells were grown in 2 ml of LB medium containing ampicillin
(100pg/mL) at 37°C, 300rpm, for 18h. An aliquot of ImL of the culture was used to
inoculate 100ml of the same medium, maintained at the same culture conditions until
OD600 reached 0.8. Expression of recombinant protein was induced by the addition of
Lactose to a final concentration of 5,6mM and cultivated for 3h. The culture was harvested
using 10min centrifugation at 6000g, 4°C, and stored for further use at -20°C. The bacterial
pellet obtained from 100mL liquid culture was suspended in 22mL buffer A (50mM
phosphate, 100mM NaCl, 5% glycerol, pH 8.0). The PMSF (ImM), protease inhibitor was
added, as well lysozyme (1mg/mL). The cells were lysed by sonication on ice, in an
ultrasonic cell disruptor (Cole—Parmer Instrument, Chicago, IL, USA). The obtained lysate

was centrifuged at 27,000g for 20min at 4°C.

Refolding of recombinant XF2148 fusion protein

After a 3-h induction period, cells were harvested by centrifugation at 4000rpm for
10min and washed in buffer A (50mM phosphate, 100mM NaCl, 5% glycerol, pH 8.0). The
washed cell pellets were lysed in buffer A by sonication (10 cycles of 15 s pulses). The
insoluble fractions were washed with 0,1% Triton X-100 and 1M urea and the remaining
pellet was collected by centrifugation at 15000rpm for 15min. To obtain a soluble

recombinant ksgA protein, the protein in its denatured form was refolded by dialysis
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against a refolding buffer. The isolated inclusion bodies were resuspended in solubilizing
buffer B (8M Urea and 50mM phosphate, pH 8.0). The protein was refolded by dialyzing
against buffer A overnight. The urea concentration of the dialysis was changed in just one
overnight step at 4°C. The dialyzed sample was collected and concentrated by
ultrafiltration using Millipore Amicon Ultra System. The concentrated sample was
analyzed by SDS-PAGE and protein concentration was determined by spectrophotometer

analysis.

Cleavage of XF2148 fusion protein

The recombinant XF2148 protein was separated from the fusion tags by Thrombin
proteolysis (0,005 U/ul per 10ug of recombinant protein). The reaction was performed at
22°C for 2h in buffer 50mM sodium phosphate, 100mM NaCl, 5% glycerol pH 8.0 added
to 2,5mM CaCl,, corresponding to 10% of the total volume. The proteolysis products were
analyzed by SDS-PAGE. The sample was dialyzed at 4°C overnight against buffer 50mM
sodium phosphate, 5SmM EDTA, 1% glycerol pH 8.0 to prepare the sample for the

following purification step.

Purification of XF2148 protein

The purification was done by cation-exchange chromatography using a ImL SP
HiTrap from Invitrogen in an AKTA-FPLC system. The sample was applied into the
column equilibrated with 10 column volumes (CV) of equilibration buffer (50mM

phosphate, 50mM NaCl, 5% glycerol, SmM EDTA, pH 8.0). The unbounded proteins were
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washed out with 10 CV of equilibration buffer and bound proteins were eluted using a
linear NaCl gradient of 0-1.0M in 10 CV of buffer 50mM phosphate, 500mM NaCl, 5%

glycerol, SmM EDTA, pH 8.0. The fractions were collected and analyzed by SDS-PAGE.

Circular Dichroism spectroscopy

Circular dichroism (CD) spectra of the purified protein in solution were measured
with a Jasco J-810 Spectropolarimeter dichrograph (Japan Spectroscopic, Tokyo, Japan).
The CD spectra were generated using a quartz cuvette with a cell path with a length of
1.0mm, containing 200uL of recombinant XF2148 protein (2.0mg/mL) in SmM Tris—HCl
buffer, pH 7.5. Four scans in the 260-200nm range at a rate of 20nm/min at 20°C were

recorded for sample and average measurement.

In-gel trypsin digestion

XF2148 protein isolated by SDS-PAGE was excised from the gel with a clean razor
and prepared for complete trypsinolysis. The excised gel piece was diced into smaller
pieces (1mm?) processed in one tube by destaining until clear 2x10min in potassium
ferricianyde: sodium tiossulfate (1:1), and then washed 3x10min in water. Protein disulfide
was reduced by incubation at 60 °C for 30 min with 10ul of 45 mM dithiothreitol in
100mM ammonium bicarbonate. The residual liquid was removed and then the proteins
were alkylated by adding 100ul of 100mM iodoacetamide. Residual liquid was removed
and gel pieces were washed with 500ul of 50mM ammonium bicarbonate in 50%

acetonitrile. Gel pieces were dried under vacuum, and then digestion using trypsin was
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performed in the same tubes by adding 25mM ammonium bicarbonate, proportion of 0,2g
of trypsin/lpg sample (according to protein concentration). After digestion 18 h at 37°C,
soluble trypsin fragments were recovered in the supernatant and combined with three
extractions of the gel pieces with 25ul of 60% acetonitrile 0.1% TFA. The pooled extracted

fragments were dried under speed vacuum at 37 °C.

Purification of peptides by ZipTip,.cis

The sample was dissolved in 10ul of 2% TFA. ZipTip was washed three times with
15ul (0,1% TFA/50%acetonitrile), and then equilibrated four times with 15ul of 0,1% TFA.
The sample was loaded onto ZipTip (three times up and down) and peptides bound onto
ZipTip were washed three time with 0,1% TFA. The sample was eluted into 20 pl of 100%

acetonitrile solution (three times up and down).

Peptide Fingerprint by Mass Spectrometry

Analysis of all samples obtained by tryptic digestion was prepared using the dried
droplet method. This was carried out as follows. The samples were acidified by addition of
0.5 1 water/TFA 100:0,1 (V/V) and were left at room temperature for a few minutes, so that
the droplet volume was reduced by evaporation. The matrix a-Cyano-4-hydroxycinnamic
acid, was prepared followed by 1% (m/V) on H2O/ACN 1:1 (V/V) (1uL) containing TFA
0,1%, was added and the sample was allowed to dry at ambient temperature. All
measurements were performed on a MALDI-TOF (Waters - Micromass, UK) mass

spectrometer in previously cleaned microplate. Analyses were performed of exclusively
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positively charged ions, in reflectron mode. For subsequent data evaluation with peptide

identification, a software package Biolynx (Micromass- UK) was utilized.

XF2148 protein Homology Modeling

The linear amino acid sequences confirmed by mass spectrometry were used to
construct models of XF2148 protein using as starting geometry coordinates those of the
structure of an 2.1 angstrom crystal structure of KsgA: a universally conserved adenosine
dimethyltransferase obtained at 2.1A resolution (Protein Data Bank code 1QYR B chain;
[10]). Optimal alignment of the XF2148 protein sequence was used to predict the structure
using ESyPred3D and neural networks (http://www.fundp.ac.be; [18]). The 3D structure
was built using the modeling package Modeller 7v7 [19]. Alignments for the best model
template were obtained by combining, weighting and screening the results of several
multiple  alignments and were confirmed using the PDB-Blast server
(http://www.rcsb.org/pdb/). The resulting structure file was examined and evaluated using
the software RIBBONS [20] and the Swiss-PDBViewer v.3.51 (http://us.expasy.org). The
theoretical pl of the proteins was calculated using the Expasy compute pI/MW tool

(http://ca.expasy.org/tools/pi_tool.html).

61



Results and Discussion

Strategy for orf xf2148 cloning and expression

The orf xf2148 was amplified by PCR from the X. fastidiosa genomic DNA and
cloned into the pET32Xa/LIC vector (Novagen). Once in the expression vector
pET32Xa/LIC, the complete orf xf2148 in frame with N-end histidine tag was transformed
in E. coli DH5a strain and confirmed through DNA sequencing. After transformation of the
E. coli BL21 (DE3) strain with pET32Xa/LIC-XF2148, several recombinant clones were
selected to test the expression levels of the recombinant protein. The expressed protein was
detected by SDS-PAGE showing a high level of expression of recombinant XF2148
following the addition of inductor lactose. The pET32Xa/LIC-XF2148 construction was
successfully transformed into the BL21(DE3) strain. Therefore, the overexpression level of
the recombinant protein was tested under various conditions. In none of the cases the
recombinant protein was expressed in the soluble form. SDS-PAGE analysis indicated that
the recombinant XF2148 protein was expressed in the insoluble fraction as inclusion

bodies.

Refolding of XF2148 protein

A consistent feature is that many disulfide bonded proteins accumulate in aggregates

such as inclusion bodies when expressed at high non-physiological levels in bacteria.

Inclusion bodies can be solubilized using agents such as 8M urea or 6M guanidine
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hydrochloride. This protein species is then subjected to sequential dialysis to facilitate the
movement from a denatured and reduced state to a folded state that also generates a soluble
species. The REFOLD database (http://www.refold.med.monash.edu.au) shows that the
majority of protein refolding techniques use dialysis or dilution procedures. These
techniques expose a protein to conditions that promote partial denaturation but also help the
molecule to slowly reach minimal energy states where correct folding can occur. However,
the gradual removal of a denaturant such as guanidine hydrochloride is a critical factor in
the refolding process. In this study, the protein was dialyzed in just one overnight step
refolding. There was still loss of a substantial proportion of the recombinant XF2148
during the dialysis procedure consistent with the formation of incorrect disulfide bonds

resulting in protein aggregates.

Recombinant XF2148 cleavage and purification

After the refolding and dialyze approximately 8mg of purified fusion recombinant
protein per 0,5L of initial bacterial broth were recovered. The cleavage of the N-terminal
fusion tags from the target protein was performed with success by thrombin proteolysis due
to the poor efficiency of the factor Xa. After removing the fusion tag proteins a cation-
exchange chromatography was performed to separate the fragment containing the tags and
the target protein. These fusion tags were bounded in the column (Fig.2) and the XF2148
protein was eluted during the NaCl gradient, indicating that the separation was achieved.
The final amount of XF2148 protein obtained was approximately 2mg per 0,5L of initial

bacterial broth.
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Sequence and secondary structure comparisons

The alignment of the XF2148 primary sequence with one ksgA structure solved
protein from E. coli, revealed many interesting features (Fig.4). First, the two analyzed
sequences have a similar molecular mass about 34 kDa. Second, a site involving highly
conserved residues (R221, R222, K223 and R248) in the C-terminal domain is also
observed in the XF2148 protein from X. fastidiosa. Moreover, the distributions of amino
acid residues highly conserved are quite similar among the compared proteins. The
predicted secondary structures contents are very close to both the XF2148 from X.
fastidiosa and KsgA from E. coli, being that the seven B sheet structure is a remarkable
characteristic among these proteins (Fig.5).

Both are members of the group of methyltransferases based on the order of conserved
structural motifs [21]. XF2148 protein clearly demonstrates five of the eight structural
motifs usually found in AdoMet-dependent methyltransferases. Residues in these motifs
have been shown to be involved in SAM binding and interaction with the target adenosine
base [22,23]

Motif I contains a canonical GXG sequence, which, in other Mtases, forms part of the
binding pocket for S-AdoMet. Motif II consists of an Asp or Glu residue (E66 in KsgA)
followed by a hydrophobic residue (L67). Motif IV contains residues that are important in
catalysis. The consensus sequence in DNA amino MTases is (D/N)PPY and the XF2148
protein sequence is NLPY, residues 113-116. The first residue may form a hydrogen bond
to the amino group in the target base and may play a role in its deprotonation. Mutation of

this residue is poorly tolerated in DNA MTases [24-27]. Motif VI contains three adjacent
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hydrophobic residues at the C-terminal end (F138, M139 and L140) that are suggested to
be involved in proper positioning of the target adenosine base. Motif VIII contains a very
highly conserved Phe residue. This residue is involved in stabilization of the target base

through stacking interactions.

Circular Dichroism spectroscopy analysis

In order to investigate the structural integrity and secondary structure contents of the
purified XF2148, the protein was analyzed by CD spectroscopy. Circular dichroism is an
important technique to estimate secondary structure content, to validate protein quality, and
for monitoring conformational changes of proteins. The XF2148 CD spectrum showed that
it contains predominant signal of a-helices (Fig. 2). Values of the CD signals at 208nm and
222nm estimates the o-helices content of peptides and proteins. The results suggest that
XF2148 protein maintains secondary structures and is viable to functional and structural
studies and remained folded, besides it is in agreement with secondary structure prediction

from the PSIPRED program (http//:bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred)

Mass Spectrometry Analysis

The identity of the resulting protein product was confirmed by trypsin digestion

followed by MALDI-TOF analysis. The peptide profile found for the mass spectroscopy

analysis of the digested XF2148 protein (‘‘fingerprint’’) was compared to a theoretical

digestion of the protein and the result indicated a monoisotopic mass of 35,062 Da (Fig.3).
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Homology Modeling of XF2148 protein

Knowledge of three-dimensional protein structure is crucial to answering many
biological questions; however, the rapidly growing number of sequenced genes and
genomes 1s heavily outpacing the number of experimentally determined structures.
Comparative modeling is based on the general observation that evolutionarily related
sequences have similar three-dimensional structures [28]. As a consequence, a three-
dimensional model of a protein of interest (target) can be built from related protein(s) of
known structure (templates) that share statistically significant sequence similarity.

Modeller implements an automated approach to comparative protein structure
modeling by satisfaction of spatial restraints. Briefly, the core modeling procedure begins
with an alignment of the sequence to be modeled (target) with related known 3D structures
(templates). This alignment is usually the input to the program. The output is a 3D model
for the target sequence containing all main chain and side chain non hydrogen atoms. Given
an alignment, the model is obtained without any user intervention. First, many distance and
dihedral angle restraints on the target sequence are calculated from its alignment with
template 3D structures. The form of these restraints was obtained from a statistical analysis
of the relationships between many pairs of homologous structures.

To elucidate the structural basis of KsgA protein from Xylella fastidiosa, we built a
homology structural model for XF2148 protein (Fig.6) based on the crystal structure that
showed high sequence identity with XF2148 — KsgA from Escherichia coli (PDB accession
code 1QYR B chain, 47% identity). When the modeled XF2148 structure was
superimposed onto the structure of KsgA from E. coli, all the residues lining the protein

sequence were superimposed well.
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Conclusion

We have shown in this paper that the gene coding XF2148 protein from X. fastidiosa
was expressed in the insoluble form and solubilized using 8M Urea as denaturanting agent.
The protein was purified in one step by cation-exchange chromatography and its purity and
identity were verified by SDS-PAGE and Mass Spectrometry (MALDI-TOF). Its correct
folding was verified by Circular Dichroism Spectroscopy analysis that indicated a
secondary structure composed mainly of a-helices. The alignment of the XF2148 primary
sequence with one KsgA structure solved protein from E. coli, revealed a site involving
highly conserved residues (R221, R222, K223 and R248) in the C-terminal domain. The
distributions of amino acid residues are highly conserved among the compared proteins.
Five of the eight structural motifs usually found in AdoMet-dependent methyltransferases
are presented in XF2148 protein. According to sequence comparison and homology
modeling XF2148 protein contains seven [ sheet structure which is a remarkable

characteristic among these proteins.
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Figure 2. Circular dichroism spectrum of the purified XF2148 protein. The spectrum was generated using
XF2148 concentration of 0.Img/mL in a Tris—HCI buffer (SmM, pH 7.5). Four scans in a 260-200nm range

at a rate of 20nm/min at 20°C.
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Figure 5. Structure-based sequence alignment of KsgA, Diml, ErmC0O, h-mtTFB, and sc-mtTFB (GenBank
accession nos. P06992, P41819, P13956, NP_057104, and P14908). The a-helices and B-strands are indicated
by black barrels and double-headed arrows, respectively, above the alignment. Brown double-headed arrows
below the alignment indicate eight motifs common to SAM-dependent MTases. Red letters designate residues
that are absolutely conserved in KsgA enzymes, while green letters designate residues that are highly
conserved. Boxed residues are those that, in ErmCO0, make direct contact with the SAM molecule. Figure from

H.C. O’Farrell, J.N. Scarsdale, J.P. Rife. Crystal structure of KsgA, a universally conserved rRNA adenine

dimethyltransferase in Escherichia coli. J. Mol. Biol. (2004). 339: 337-353.
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B

Figure 6. (A) Homology structural model for XF2148 protein from Xylella fastidiosa based on the crystal
structure of ksgA protein from Escherichia coli. (B) structure of an 2.1 angstrom crystal structure of ksgA: a
universally conserved adenosine dimethyltransferase from Escherichia coli obtained at 2.1A resolution

(Protein Data Bank code 1QYR B).
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6. Resultados Complementares

6.1. Amplificacdo das orfs e subclonagem no vetor pGEM-T

As duas orfs em estudo (orf xf1524 e orf xf2148) foram amplificadas a partir do DNA
genomico da bactéria Xylella fastidiosa utilizando oligonucleotideos flanqueadores. Os
produtos destas amplifica¢des serviram como molde para novas amplificac¢des, utilizando-
se os oligonucleotideos especificos para cada tipo de vetor de expressdo. Para otimizar cada
reacdo de PCR, vdrias temperaturas de anelamento foram testadas de acordo com cada
oligo. As figuras 5.1 e 5.2 mostram as condi¢des iniciais propostas para amplificacdo de
cada orf com seus respectivos oligos para os vetores pET28 e 29a (Novagen, EUA). Em
algumas condi¢des de amplificacdo fez-se necessério o uso do aditivo glicerol. A partir do
resultado visualizado em gel de agarose 1% (tampao TBE 1X), escolheu-se a melhor

temperatura de anelamento para o par de oligonucleotideos.
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Figura 5.1. Foto de gel de agarose a 1% contendo os produtos de PCR da orf xf2148 utilizando oligos
especificos para o vetor pET28a. As linhas 1 a 6 representam diferentes temperaturas de anelamento. M —
marcador de peso molecular A/Hind Il e ¢x/174; 1 — 55°C; 2 — 56°C; 3 — 57,6°C; 4 — 58,6°C; 5 — 60,1°C; 6 —

61°C.

Figura 5.2. Foto do gel de agarose a 1% contendo os produtos de amplificacdo da orf xfl1524 utilizando
oligonucleotideos especificos para o vetor pET28a. As linhas 1 a 6 representam diferentes temperaturas de
anelamento. M — marcador de peso molecular ox 174/ A Hind III; 1 — 56,3°C; 2 — 57,3°C; 3 — 59,8°C; 4 —

61°C; 5 - 61,8°C; 6 — 63°C.
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Ja as figuras 5.3 e 5.4 mostram as amplificacdes especificas para as duas orfs,

fazendo-se uso dos oligonucleotideos especificos para o vetor pET29a (Novagen, EUA).

M 1 2 3 4 5 6 (pb)

873

Figura 5.3. Foto de gel de agarose a 1% contendo os produtos de amplificacdo da orf xf2148 utilizando
oligonucleotideos especificos para o vetor pET29a e aditivo glicerol a 5%. As linhas 1 a 6 representam
diferentes temperaturas de anelamento. M — marcador de peso molecular ¢x 174/ A Hind III; 1 — 57°C; 2 —

58°C; 3 - 59,6°C; 4 — 60,6°C; 5 - 61,5°C; 6 — 62,6°C.

1155

Figura 5.4. Foto do gel de agarose a 1% contendo os produtos de amplificacdo da orf xf1524

utilizando oligonucleotideos especificos para o vetor pET29a. As linhas 1 a 6 representam diferentes
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temperaturas de anelamento. M — marcador de peso molecular ¢x 174/ 4 Hind III; 1 — 57°C; 2 — 58°C; 3 —

59,6°C; 4 - 60,6°C; 5 — 61,5°C; 6 — 62,6°C.

Nota-se que em todos os géis ndo houve apenas uma banda, sendo isso resultado de
uma inespecificidade dos oligonucleotideos na temperatura de anelamento escolhida. Para
que n3o houvesse coleta de material indesejado, os fragmentos de interesse foram
purificados através de eletroeluicdo e subclonados no vetor de clonagem pGEM-T. Uma
vez feita a ligacdo do inserto no vetor, realizou-se a transformagdo dos plasmideos
recombinantes em células competentes de E. coli DH5a de forma eficaz, ja que todas as
placas contendo meio LB sélido apresentaram alto indice de colonias brancas e pouca
azuis. As colonias positivas foram devidamente armazenadas e confirmadas por

sequenciamento.

6.2. Digestdo enzimatica utilizando endonucleases de restri¢do e ligagdo nos vetores pET28

e 29a

As reacdes de digestdo para clonagem nos vetores pET28 e 29a das duas orfs em
estudo (orf xf2148 e orf xf 1524) subclonadas em pGEM-T foram feitas com as enzimas
apresentadas na tabelal. Todas as digestdes foram realizadas com sucesso havendo a
liberacdo dos insertos de interesse do plasmideo pGEM-T. As ligacdes seguindo a
metodologia do manual do sistema pET também foram realizadas com éxito e verificadas

por PCR de “coldnia”, mas ainda ndo por sequenciamento.
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Tabela 1. Lista de oligonucleotideos e enzimas de restri¢ao para os vetores pET28 e 29.

Oligo Seqiiéncia (5°—3) Endonuclease Vetor de
de Restricao Expressao
XF1524 flang. direto GGTGGCGCCGAAGATTCAGATT . .
ACG
XF1524 flang. GCCGATGCAAGCTCAACCGAAG _ _
reverso ACT
XF1524 direto p28 CATATGTTGGGAAGAGGGTATC Ndel pET28a
GC
XF1524 reverso p28 CTCGAGTTAACGTTGTGCCTTGC Xhol pET28a
C
XF1524 direto p29 CATATGTTGGGAAGAGGGTATC Ndel pET29a
GC
XF1524 reverso p29 CTCGAGACGTTGTGCCTTGCCAT Xhol pET29a
C
XF2148 flanq. direto GCAGCACCAAGCACCATTAT - -
XF2148 flang. TAGCGGCCTTCATTACGATTAG - _
reverso
XF2148 direto p28 ATCTCAATCGCTAGCGTGCATAC Nhel pET28a
XF2148 reverso p28 ACTCGAGTTAAGTGTCCTTGGCA Xhol pET28a
TTG
XF2148 direto p29 GATATCGTGCATACGCCACACTC EcoRV pET29a
C
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XF2148 reverso p29 CTCGAGAGTGTCCTTGGCATTGG Xhol pET29a

C

6.3. Expressio e purificacdo em baixa escala das proteinas recombinantes

A expressao das duas proteinas recombinantes em estudo foi feita a partir do vetor
pET32 Xa/LIC (Novagen, EUA). Para a proteina codificada pela orf xf2148, foram
escolhidas as linhagens de E. coli BL21(DE3), BL21(DE3)ptGroE e BL21(DE3)pLysS
para os testes iniciais. A BL21(DE3) apresentou bons resultados com outras proteinas em
estudo em nosso grupo de pesquisa e tornou-se assim a primeira op¢ao para os testes de
expressdo e solubilidade das novas proteinas em estudo. A linhagem BL21(DE3) ¢é
caracterizada pela presenca do fago lambda DE3 que carrega o gene que codifica a enzima
T7 RNA Polimerase, a qual estd sobre o controle do promotor lacUVS5. Além disso, a
BL21(DE3) € deficiente em duas proteases (lon e OmpT) resultando em uma redugdo na
degradacdo de proteinas heterlogas. JA& a BL21(DE3)ptGroE apresenta as mesmas
caracteristicas da BL21(DE3) acrescentando-se o fato de esta linhagem possuir um
plasmideo que expressa uma chaperonina, a qual auxilia no enovelamento protéico e,
conseqiientemente, aumenta a solubilidade das proteinas heter6logas. A linhagem
BL21(DE3)pLysS possui um plasmideo que estabiliza a expressdo dos genes alvo. O
plasmideo codifica a T7 lisozima, que atua como inibitor natural da T7 RNA polimerase
além de auxiliar na extracdo da proteina, fragilizando a membrana da célula. Os testes
iniciais demonstraram a expressao das proteinas em sua forma insoluvel. Os corpos de
inclusdo responsdveis pela precipitacdo da proteina podem ocorrer devido a um

enovelamento protéico incorreto imposto pelas condi¢des de indugdo (Trésaugues et al.,
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2004). As expressdes de ambas as proteinas obtiveram melhores resultados no vetor
pET32Xa/LIC enquanto os resultados de expressdao de ambas as proteinas em estudo nos
vetores pET28a e pET29a mostraram um menor rendimento protéico € uma maior

insolubilidade.

6.4. Proteina XpsL expressa sem o peptideo sinal (59 kDa)

Pelas dificuldades encontradas em se trabalhar com uma proteina de membrana,
optou-se pela tentativa de clonar, expressar, purificar e caracterizar a proteina XpsL sem o
peptideo sinal responsdvel pelo ancoramento da proteina na membrana citoplasmaética. Este
teste foi realizado na tentativa de se obter maior solubilidade e rendimento da proteina para
os estudos de caracterizagdo estrutural e funcional. Para tanto, foram desenhados
oligonucleotideos que se anelassem na seqiiéncia da orf posteriormente a seqiiéncia do

peptideo sinal, acrescentando-se o codon de iniciacdo ATG para o inicio da transcrigdo.

6.5. Amplificacdo da orf xf1524 sem a seqiiéncia referente ao peptideo sinal

O fragmento em estudo foi amplificado a partir do DNA gendmico da bactéria
Xylella fastidiosa utilizando-se oligonucleotideos flanqueadores. O produto desta PCR
serviu como molde para uma nova amplificagdo, mas desta vez utilizando-se
oligonucleotideos especificos ao gene (Figura 5.5) para insercdo do mesmo no vetor de

expressao pET32Xa/LIC (Novagen, EUA).
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Figura 5.5 Foto do gel de agarose a 1% contendo os produtos de PCR da regido compreendida pela orf xf1524
utilizando oligos flanqueadores. M — marcador de peso molecular //Hind 11l e ¢x/174; 1 — Amplificacdo da

regido compreendida pela orf xf1524. 2 e 3 - duplicatas.
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Figura 5.6. Foto do gel de agarose a 1% contendo os produtos de PCR da orf xf1524 sem a seqiiéncia
referente ao peptideo sinal utilizando oligos especificos para o vetor pET32Xa/LIC. As linhas 1 a 12
representam diferentes temperaturas de anelamento. M — marcador de peso molecular A/Hind 11l e ¢x/174; 1 —
54°C; 2 - 54,2°C; 3 —54,8°C; 4 —55,5°C; 5 -56,6°C; 6 —57,9°C; 7- 59,4°C; 8- 60,7°C; 9- 61,7°C; 10- 62,3°C;

11- 62,8°C; 12- 63°C.

Para que ndo houvesse contaminag¢do, os fragmentos de interesse foram purificados

através de eletroeluicdo e clonados no vetor de expressdao pET32Xa/LIC. Uma vez feita a
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ligacdo do inserto no vetor, realizou-se a transformacio dos plasmideos recombinantes em
células competentes de E. coli DHS5a. As colonias positivas foram devidamente
armazenadas em meio de cultura HMFM e confirmadas por sequenciamento de
nucleotideos. Logo em seguida, os plasmideos foram extraidos das células DHS5a e

transformadas na linhagem BL21(DE3) utilizada para expressao de proteinas.

6.6. Expressio e purificacdo da proteina XpsL sem o peptideo sinal

A proteina XpsL sem o peptideo sinal fusionada (59kDa) foi expressa na linhagem
de E. coli BL21(DE3) utilizando o vetor pET32Xa/LIC, devido aos bons resultados de
expressdo obtidos anteriormente com esta linhagem. Porém nos primeiros ensaios a
proteina foi expressa em sua forma insolivel (Figura 5.7), contrariando os resultados
esperados. Mesmo assim, uma cromatografia de afinidade em coluna convencional de
gravidade contendo a resina de agarose Ni?* (Ni-NTA, Qiagen) foi realizada com o intuito
de se obter uma fracdo soldvel da proteina XpsL sem o peptideo sinal. Corroborando os
resultados de expressdo preliminares, a cromatografia de afinidade da fracdo solivel da
expressdo da proteina de membrana sem o peptideo sinal ndo mostrou nenhuma banda,
contrariando as expectativas geradas antes da realizacdo do experimento. O peptideo sinal é
uma por¢do da proteina localizada na regidio N-terminal caracterizada por uma alta

hidrofobicidade devido ao alto teor de aminodcidos hidrofébicos em sua seqiiéncia.
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Figura 5.7. Gel SDS-PAGE mostrando os resultados de expressdo e purificacdo em coluna de afinidade
contendo resina de agarose Ni**(Ni-NTA, Qiagen) da proteina XpsL sem o peptideo sinal no vetor
pET32Xa/LIC. M — marcador de peso molecular; 1 — extrato sem indu¢@o com lactose; 2 — extrato da fragdo
insolivel; 3 — Extrato da fragdo solivel; 4 — lavagem da coluna com tampao 50mM Tris-HCI pH 7.5 1M
NaCl; 5 — eluicdo com 5SmM de imidazol; 6 — elui¢do com 10mM de imidazol; 7 - eluicdo com 50mM de
imidazol; 8 — eluicdo com 100mM de imidazol; 9 — elui¢do com 200mM de imidazol. Gel de poliacrilamida

concentragdo 13,5%; voltagem,160V.

6.7. Expressdo e purificagdo da proteina XpsL recombinante (61 kDa) adicionando

detergente ao tampao de lise

Devido ao cardter anfipdtico da proteina transmembrana XpsL recombinante, testes de
expressdo em pequena escala foram realizados adicionando-se detergentes ao tampado de
lise para tentar aumentar o rendimento e solubilidade da proteina. Em nenhum dos dois
experimentos obteve-se resultados satisfatorios. Em ambos os casos, a proteina XpsL

recombinante nao foi expressa na fracao solivel. Esperava-se que a adi¢do dos detergentes
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Tween 20 1% (ndo 16nico) e Octyl Glucopyranoside 2% (ndo ionico) no tampao de lise da
proteina transmembrana XpsL pudesse contribuir para uma maior rendimento da fracdo
solivel do extrato protéico, pelo fato da proteina possuir regides em sua seqii€ncia tanto

hodrofébicas como hidrofilicas, apresentando portanto um cardter anfipatico.
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7. Conclusoes

4 Diferentemente de outras proteinas de membrana relatadas na literatura, a proteina
XpsL de Xylella fastdiosa foi expressa parcialmente solivel, no vetor pET32Xa/LIC em
BL21(DE3) meio aquoso sem a adicdo de qualquer detergente. Segundo dados de

Dicroismo Circular a proteina apresentou-se enovelada e estavel.

4 A enzima Dimetiladenosina transferase de Xylella fastidiosa foi resolubilizada a
partir da fracdo insolivel expressa em linhagem BL21(DE3) de E. coli apresentando grande
similaridade em termos de alinhamento de seqiiéncia com a sua proteina homologa KsgA
de E. coli. Segundo os dados de alinhamento e modelagem molecular, a enzima
dimetiladenosina transferase de X. fastidiosa apresentou cinco dos oito motivos
caracteristicos da familia de enzimas Metiltransferases dependentes do substrato S-
Adenosil-L-Metionina e trés residuos de aminodcidos conservados evolutivamente no

dominio C-terminal (R221, R222, K223 and R248).
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8. Perspectivas

4 Para a proteina de membrana XpsL de Xylella fastidiosa novos vetores de
expressao, como por exemplo o vetor PSV 282 que possui a maltose binding protein (MPB)
e um sitio de clivagem para a protease TEV, podem ser testados no intuito de aumentar o

rendimento protéico e possibilitar a excisao da proteina de fusao.

v Para a enzima Dimetiladenosina transferase um experimento de SAXS (Small
Angle X-ray light Scattering) pode ser realizado com o intuito de complementar os dados
estruturais ja obtidos pelo alinhamento de seqiiéncia e modelagem molecular com a

proteina homologa KsgA de E. coli.

v A expressdao em larga escala da Dimetiladenosina transferase podera ser feita para
obter-se uma maior concentracdo da proteina a fim de se realizarem ensaios

cristalograficos.

v Ensaios funcionais através de Espectrometria de Massas e Ressonancia Magnética
Nuclear (NMR) poderiam ser realizados para verificar a fungdo de metilacdo por parte da

enzima Dimetiladenosina transferase.
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