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RESUMO

Dentro do programa Smolbnet (Structural Molecular Biology Network) da Fapesp
(Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo), a orf (open reading frame)
XACI1516 da bactéria causadora do cancro citrico, Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac),
foi selecionada para estudos de estrutura e funcdo. XAC1516 codifica uma lipoproteina de
membrana externa semelhante a membros da familia OmlA/SmpA (Outer membrane
lipoprotein A/Small membrane protein A) de pequenas lipoproteinas, amplamente distribuida
entre as Proteobacteria B e y. Apesar de se conhecer o papel de muitas lipoproteinas, nenhum
membro OmlA/SmpA tem estrutura 3D (tridimensional) determinada e pouco se sabe sobre
esta familia do ponto de vista funcional, sendo sugerido um possivel papel na manutengdo da
integridade do envelope celular. Curiosamente, no genoma de diversas bactérias o gene omlA4
apresenta localizacdo adjacente ao gene fur (ferric uptake regulator), que codifica o principal
regulador transcricional dos niveis intracelulares de ferro em bactérias Gram-negativas. O
curto espago intergénico entre omlA e fur sugere que os seus promotores sao sobrepostos € que
suas fung¢des e/ou regulacdo podem estar associadas.

Este trabalho procurou investigar a funcdo da proteina OmlA de Xac, primordialmente
através da determinagdo da sua estrutura 3D e andlise das suas propriedades dindmicas por
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). Também se buscou estudar a possibilidade de
associagdo regulatéria e/ou funcional entre omlA e fur, e o envolvimento do locus no
metabolismo de ferro ou na resposta ao estresse celular.

No6s observamos que durante a infec¢do em folhas de citrus OmlA tem sua expressao
aumentada em Xac e que neste processo os genes omlA e fur sdo co-ativados, sugerindo seu
envolvimento na interagdo planta-patdégeno. No entanto, o 16cus nao foi ativado em condi¢des
associadas ao metabolismo de ferro e a regulagdo por Fur observada em outros organismos.
Ensaios de mono-hibrido foram realizados para tentar detectar possiveis fatores de ligacdo ao
promotor do 16cus omlA e fornecer informagdes sobre a sua regulacdo, mas sem sucesso.

Pela primeira vez, as propriedades conformacionais e dindmicas foram determinadas
por RMN para um membro da familia OmlA, e a estrutura 3D da proteina OmlA de Xac ndo
revelou sua associagdo direta com processos de captacdo de ferro. A proteina possui

extremidades desenvoveladas e uma porgdo central estruturada intercalada por loops flexiveis



e composta de trés fitas f e duas pequenas o hélices que se empacotam num arquitetura do tipo
bicamada o/f. Curiosamente, este enovelamento se assemelha aos dominios da proteina BLIP
(B-lactamase inhibitory protein), um inibidor de P-lactamase envolvido em interacdes
proteina-proteina. Testes in vivo de co-expressdo das proteinas OmlA e B-lactamase ndo
indicaram que OmlA possua atividade de inibi¢do da B-lactamase, e que portanto é provavel
que se associe a outra(s) proteina(s). Possiveis parceiros de interacdo nido foram detectados
através de experimentos de pull-down e coimunoprecipitagdo. Apesar disso, os resultados
sugerem que a proteina OmlA pode estar envolvida em algum tipo de interagdo proteina-
proteina associada a infec¢do na planta e sua co-ativacdo com fur deve fazer parte de uma
resposta global relacionada a ativagdo de mecanismos de importancia para sobrevivéncia de

Xac durante a colonizagdo na planta.
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ABSTRACT

The XAC1516 gene from the citrus canker pathogen, Xanthomonas axonopodis pv.
citri (Xac), was selected for structural and functional studies in the context of the Fapesp
Smolbnet program. XAC1516 codes for an outer membrane lipoprotein similar to members of
the OmlA/SmpA (Outer membrane lipoprotein A/Small membrane protein A) family of small
lipoproteins widely distributed across the B and y Proteobacteria. Although the role of
numerous bacterial lipoproteins is known, the tridimensional (3D) structure of OmlA/SmpA
members has never been reported and little is known about its biological function. However, it
has been proposed a role of OmlA in the stability of the cellular envelope. Curiously, the omlA4
gene is located adjacently to the fur (ferric uptake regulator) gene, which codes for the most
important transcriptional regulator of iron intracellular levels in Gram-negative bacteria. The
tight intergenic spacement between omlA and fur suggests that they have superimposed
promoters and that their function or regulation may be associated.

In this work, we have investigated the function of the OmlA protein from Xac
essentially through its 3D structure determination and dynamic analysis by Nuclear Magnetic
Resonance (NMR). We also investigated the possibility of a functional association between
omlA and fur and the involvement of this locus in iron metabolism or cellular stress response.

We found that in Xac OmlA expression is enhanced during citrus infection and that in
this process omlA and fur are co-activated, thus suggesting their involvement in plant-
pathogen interaction. The locus, though, was not actived upon conditions associated to iron
metabolism or Fur regulation already observed in other organisms. One-hybrid assay were
performed in order to detect possible transcriptional factors implicated in omlA/fur expression
or repression, but without success. Conformational and dynamical properties of OmlA were
determined by NMR. The protein has unfolded N and C termini and a structurally well defined
core interconnected by flexible loops and composed by three B-strands and two small a-
helices, which pack against each other forming a two-layer o/p scaffold. Curiously, this fold
ressembles the domains of BLIP (B-lactamase inhibitory protein), a B-lactamase inhibitor
involved in protein-protein interaction. OmlA and P-lactamase co-expression in vivo
experiments did not indicate that OmlA has a B-lactamase inhibitory activity. It is possible

then that OmlA associates with another protein or proteins, but interacting partners were not

xii



detected through pulldown and coimmunoprecipitation assays. Nonetheless, the results
suggests that OmlA may be implicated in some sort of protein-protein interaction associated to
plant infection and its coactivation with fur may take part of a global response related to

activation of important mechanisms for Xac surviving during its colonization in plant.

xiii



INTRODUCAO

A parceria entre a FAPESP e o Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron (LNLS) criou, no
ano de 2000, o programa SmolBnet ou Rede de Biologia Molecular Estrutural. A iniciativa visou
dar o necessario prosseguimento aos diversos projetos do Programa Genoma FAPESP e ampliar a
capacitagdo de recursos humanos brasileiros no campo da pesquisa pds-gendmica. A obtengdo de
estruturas tridimensionais a partir da disponiblidade das orfs dos projetos Genoma Humano do
Cancer, Genoma Cana, Genoma Xylella e Genoma Xanthomonas citri previa ampliar o
conhecimento acerca das proteinas, podendo designar fungdes aos produtos génicos e validar os
dados de anotacdo gendmica. A determinacdo de estruturas moleculares em alta resolugdo também
possibilitaria a capacitagdo de pesquisadores em técnicas ainda pouco estabelecidas no estado de
Sdo Paulo e no Brasil, como a Cristalografia de Raio-X e a Espectroscopia de Ressonancia
Magnética Nuclear.

As orfs da bactéria Xanthomonas axonopodis pv. citri isolado 306 integraram um dos
focos do SmolBnet. O seqiienciamento completo do genoma de Xac também resultou de uma
parceria entre a FAPESP e a iniciativa privada ligada ao setor da citricultura para ajudar a
elucidar a biologia deste importante fitopatogeno (http://www.fundecitrus.com.br). O genoma de
Xac ¢é constituido de um cromossomo circular com cerca de 5000 kpb e dois plasmideos (pXAC33
e pXAC64) com cerca de 33 kpb e 65 kpb, aproximadamente (Da Silva et al, 2002). O
sequenciamento revelou a existéncia de inumeras orfs conservadas que codificam proteinas de
fun¢do e estrutura ainda desconhecida, assim como de proteinas ainda ndo identificadas e
caracterizadas, além de uma série de elementos do tipo transposon (Da Silva et al., 2002).

Proteinas conservadas com fun¢do desconhecida sdo interessantes alvos para estudos
estruturais e funcionais no nivel molecular pois contribuem para a compreensao sobre a fisiologia
do organismo, e tais estudos podem ser extrapolados a proteinas homologas. As estruturas 3Ds
podem revelar fungdes bioldgicas até entdo ndo contempladas e, a0 mesmo tempo, a informagao
estrutural em alta resolugdo é, em muitos casos, 0 meio mais eficiente através do qual estas
fungdes sdo descobertas. Além disso, estes estudos podem revelar novos tipos de enovelamento,
ampliando o conhecimento sobre a biologia estrutural de proteinas.

Os principais métodos de obtencdo de informacdo estrutural em alta resolugdo

consistem nas técnicas de cristalografia de raios-X e espectroscopia de RMN. Apds os alvos



de estudos superarem os gargalos relacionados as etapas de clonagem, expressao e purificagao,
ambas as técnicas ainda apresentam suas limitagdes, como a necessidade da obtencdo de
cristais com bom padrdo de difragdo, no caso da cristalografia, e a limitagdo do tamanho da
proteina, no caso da RMN. No entanto, ambas metodologias tém desenvolvido rapido
progresso devido a automog¢do de uma série de procedimentos e com isso aumentado o seu
sucesso (Lamzim & Perrakis, 2000; Kim & Szyperski, 2003).

Apesar da desvantagem de se aplicar apenas a moléculas de tamanho limitado, a
espectroscopia de RMN apresenta importantes vantagens em relagdo a cristalografia. A
principal delas refere-se ao estudo das moléculas em solugdo e portanto, num ambiente que €
muito mais préximo ao seu estado nativo. Além disso, a RMN ¢ a Unica técnica capaz de obter
informagdes sobre as propriedades dindmicas das proteinas (Ferentz & Wagner, 2000). O
sucesso na determinacdo de uma estrutura baseada em RMN vai depender da sele¢do de
proteinas que cumpram as seguintes exigéncias: serem pequenas, soluveis, monodispersas e
enoveladas.

Como parte do programa SmolBnet da FAPESP, este projeto, desenvolvido no Centro
de Biologia Molecular Estrutural (CEBIME) do LNLS, selecionou a orf XACI1516 para
estudos de estrutura e fungdo através de RMN e técnicas de biologia molecular. A orf
XAC1516 codifica uma proteina de cerca de 15 kDa, similar a membros da familia
OmlA/SmpA de lipoproteinas de membrana externa com fun¢@o desconhecida. De acordo
com os dados do genoma, a proteina OmlA de Xac apresenta baixo peso molecular e parece
ndo formar dimero e nem se complexar a metais, preenchendo assim, pré-requisitos
importantes para o estudo por RMN. Além disso, nenhum depdsito de coordenadas estruturais
para qualquer membro da familia OmlA tinha até entdo sido registrado no PDB (Protein Data
Bank). Curiosamente, a orf XAC1516 esta disposta no genoma de Xac em posicao adjacente e
divergente a orf XACI1517, que codifica uma proteina semelhante ao fator Fur (ferric uptake
regulator), e esta organizagdo gendmica se observa em diversas outras Proteobacterias. Fur ¢
considerado o principal regulador em resposta aos niveis de ferro em bactérias Gram-negativas
e um repressor transcricional global em resposta ao estresse celular. Assim, a obten¢do da
estrutura da proteina OmlA poderia revelar um novo folding e auxiliar na elucidagdo da fun¢ado
desta molécula, cuja disposi¢do no genoma sugeria o envolvimento funcional com um dos

principais fatores relacionados a resposta ao estresse celular em bactérias Gram-negativas.



A espectroscopia de RMN em Biologia Estrutural

A espectroscopia de RMN ¢ um fendmeno fisico relacionado com a propriedade de spin
dos nucleos atdmicos e se baseia na medida da absor¢@o da radiagdo eletromagnética por nucleos
atdmicos submetidos a um intenso campo magnético (Cavanagh ez al., 1996). O préton 'H ¢ o
ndcleo mais amplamente utilizado em RMN, pois suas propriedades de spin sdo adequadas a
técnica, possuem alta sensibilidade a mesma e este nicleo apresenta grande abundancia natural. A
RMN possui uma ampla variedade de aplicagdes em Fisica, Quimica, Biologia e Biomedicina. A
sua aplicagdo mais universalmente conhecida €, sem davida, a criacdo de imagens do corpo
humano de forma ndo invasiva, competindo de maneira favordvel com outras técnicas de
diagnéstico clinico, como a Tomografia Computadorizada por Raio-X. Tao importante quanto
estas aplicagcdes médicas ¢ a utilizagdo da RMN na determinagdo de estruturas de macromoléculas
bioldgicas no nivel atomico (Wutrich, 1986; Cavanagh et al., 1996).

A RMN representa uma poderosa ferramenta para investigar a estrutura e,
consequentemente, a fungdo de macromoléculas bioldgicas. Este técnica espectroscopica de alta
resolugdo € especial para o estudo de proteinas, sobretudo de peso molecular até 30 kDa. A técnica
permite a determinag¢do da estrutura molecular através de medidas da interagdo da radiag@o
eletromagnética de radio-frequéncia com nucleos apropriados imersos em um forte campo
magnético (Cavanagh et al., 1996). Os espectros de RMN podem fornecer, além das informagdes
sobre a estrutura tridimensional das proteinas, dados sobre a estereoquimica, 0 modo de interagdo
entre moléculas e a sua dindmica molecular (Ferentz & Wagner, 2000).

O advento da RMN multidimensional associado ao uso da marcagao isotopica uniforme de
proteinas e acidos nucléicos com os isétopos RMN-ativos °N e C abriu as portas para a andlise
detalhada de estruturas macromoleculares, dindmica e intera¢cdo macromolecular. A aplicacdo da
técnica de RMN multidimensional para a determinagdo da estrutura 3D de proteinas ¢ bem
estabelecida e requer o enriquencimento das proteinas com os nucleos °N e *C. Estes nucleos
apresentam as propriedades magnéticas de spin adequadas a RMN, mas abundéancia natural muito
baixa, devendo ser incorporados as moléculas através de métodos da tecnologia do DNA
recombinante para expressdo heteroldloga de proteinas (Evans, 1995). O enriquecimento das
moléculas de interesse com os nticleos °C e '°N permite a aquisi¢do de experimentos de tripla

ressonancia cuja combinagcdo ¢ rotineiramente utilizada para o estabelecimento de



conectividades sequenciais entre aminoacidos e o assinalamneto de valores dos deslocamentos
quimicos a cada nucleo de 'H, ’N e "°C da proteina, permitindo em seguida a interpretagiio
dos espectros que fornecem informacgdes espaciais (Cavanagh et al., 1996).

A utilizagio de experimentos de tripla ressonincia (‘'H, "N e "C) baseia-se no
acoplamento do tipo escalar existente entre os nucleos de "N e °C e entre estes isotopos e o 'H
diretamente ligado a eles. Os estudos estruturais de proteinas por RMN utilizam tais
experimentos explorando a eficiente transferéncia de magnetiza¢@o entre os nucleos através do
acoplamento escalar para atribuir conjuntos de ressondncias a aminoacidos individuais.
Adicionalmente, experimentos que exploram os efeitos inter-residuais do tipo NOE (Nuclear
Overhauser Effect), cuja transferéncia de magnetizagdo se dd ndo mais através das ligacdes
quimicas, mas sim através do espago, sdo utilizados para atribuir os sinais de NOE a pares de
nucleos especificos na sequéncia (Evans, 1995; Wutrich, 1986). O procedimento de atribui¢do
permite a posterior interpretacdo dos NOEs como distancias entre pares de atomos. Tais
distancias sdo utilizadas como restrigdes em algoritmos construidos para calcular estruturas
moleculares compativeis com a estrutura das ligagdes quimicas e com as observagdes
experimentais (Guntert, 1998).

A etapa de atribuicdo das ressondncias no espectro de RMN ¢ crucial e ainda
considerada um pré-requesito para a posterior interpretacdo dos espectros que fornecem
informacdes espaciais (Wutrich, 1986), como os NOEs, constantes de acoplamento, RDCs
(Tjandra & Bax, 1997) e pontes de hidrogénio (Cordier & Grzesiek, 1999; Cornilescu et al.,
1999). Apesar do desenvolvimento de métodos automaticos de assinalamento (Moseley &
Montelione, 1999), a conferéncia manual dos dados ainda se faz precisa. A atribui¢do também
¢ necessaria para a interpretacdo detalhada das medidas de relaxacdo, estudos de
acessibilidade ao solvente ou de experimentos de mapeamento de deslocamento quimico. O
assinalamento dos NOEs a pares de nucleos ¢ uma tarefa igualmente dificil e trabalhosa.
Apesar de uma série de métodos de automacdo terem sido desenvolvidos (Mumenthaler &
Braun, 1995; Nilges, 1995), este processo permanece largamente um procedimento manual
(Atkinson & Saudek, 2002).

Além da determinacdo da estrutura molecular, a espectroscopia de RMN ¢ a unica técnica
de resolugdo atdmica que permite observar proteinas em estados intermediarios de enovelamento,

o que € essencial para o estudo deste processo (Ferentz & Wagner, 2000). Atraveés das mudangas



de deslocamento quimico, as fracas interagdes entre macromoléculas e ligantes também podem ser
definidas em resolucdo atdmica usando RMN, o que torna a técnica uma ferramenta poderosa na
descoberta e no desenho de drogas (Shuker, 1996).

A técnica ¢ também a Unica capaz de caracterizar a dindmica interna de macromoléculas
em solucdo através de medidas de relaxacdo nuclear, fornecendo informagdes essenciais para
estudos de atividade biologica (Ishima & Torchia, 2000). A relaxagdo de um nucleo € causada
pela flutuagdo no campo magnético que € resultado do tombamento da molécula em solucao,
assim como pela sua dindmica interna. Os parametros de relaxa¢do permitem monitorar a
mobilidade da ligacdo N-H na cadeia principal da proteina que diferem conforme a
flexibilidade ou rigidez das suas porgdes, caracterizando a sua dindmica propria (Ishima &
Torchia, 2000). A combinacdo das medidas de relaxagdo fornecem informagdes sobre os
movimentos moleculares internos em escala de pico a nano segundos, dessa forma a RMN
preenche a falha existente entre a estrutura molecular estitica e a estrutura dinamica,
proporcionando meios para melhor compreender como mobilidade e fungao estdo relacionadas
(Palmer, 2004).

Os grandes e rapidos avangos em RMN tém permitido superar as limitagdes em relagdo ao
tamanho das moléculas estudadas. A baixa velocidade de tombamento em solugdo de grandes
estruturas resulta em perda da magnetizagdo num curto espaco de tempo e o espectro obtido
apresenta pouca sensibilidade e baixa resolucdo devido as linhas alargadas (Ferndndez &
Wiithrich, 2003). No entanto, as técnicas modernas de RMN em solugdo ja permitem os estudos
de grandes estruturas (de 50 a 90kDa) através da aplicagdo dos principios de TROSY
(transverse relaxation-optmized spectroscopy) € CRINEPT (cross-correlated relaxation-
enhanced polarization transfer) (Fernandez & Wuthrich, 2003), tornando a aplicacdo da RMN

em biologia estrutural ainda mais promissora.

A bactéria Xanthomonas axonopodis pv. citri

O género Xanthomonas pertence ao grupo das y-Proteobacteria e compreende organismos
gram-negativos aerobicos que atacam aproximadamente todos os principais grupos de plantas

superiores. Os hospedeiros da espécie Xanthomonas axonopodis pv. citri, por sua vez, se



restringem aos membros da familia Rutaceae (citrus) e o patdogeno ndo se desenvolve em outras
plantas, mesmo quando inoculado artificialmente (Duan et al., 1999).

Xac ¢ um fitopatogeno de ampla ocorréncia e o agente causador do cancro citrico. A
doenga produz lesdes em ramos, folhas e frutos em todas as variedades de Cifrus e a principal
forma de controle da praga consiste na eliminacdo dos individuos contaminados e suspeitos dos
pomares. A bactéria se dispersa no ambiente através do vento ou chuva e penetra na planta por
meio dos estdbmatos ou outras aberturas causadas por lesdes nas partes verdes. Xac se multiplica e
coloniza os espagos intercelulares do mesofilo, provocando a hipertrofia e hiperplasia das células
vegetais e, em Ultima instincia, a morte celular. A multiplicacdo massiva do patdogeno no mesoéfilo
associada a degenerag¢@o do tecido no local da infec¢do pode provocar a ruptura da epiderme,
favorecendo a nova dispersdo da bactéria no ambiente (Swarup et al., 1991).

Apesar de haver diferentes graus de susceptibilidade, nenhuma variedade de Citrus ¢
resistente ao patdgeno, causando um grande impacto na citricultura brasileira e internacional. O
Brasil € o maior produtor mundial de suco de laranja e a citricultura ¢ de fundamental importancia
para a sua economia, gerando divisas e empregos. O cancro citrico provoca grande perdas para a
agricultura baseada em citrus ndo s6 devido aos danos que causa as plantas e frutos, mas também
em virtude da necessidade de manter programas de erradicaco e fiscalizagdo. No Estado de Sao
Paulo, a rigorosa fiscalizagdo dos pomares permitiu a diminui¢do consideravel da incidéncia do
cancro citrico nos ultimos anos. Apesar disso, levantamentos recentes apontam o surgimento de
novos focos da doenga em determindas regides do Estado (http://www.fundecitrus.com.br).

Sabe-se que o desenvolvimento do cancro citrico por Xac em citrus depende
especificamente da proteina efetora PthA. A expressdo de pthA em células de citrus desencadeia
os processos de divisdo, entumescimento e morte das células hospedeiras, sendo portanto
considerada um dos determinantes principais da patogenicidade de Xac (Duan et al., 1999). No
entanto, o papel das lipoproteinas de membrana externa no desenvolvimento da infeccdo e na

sobrevivéncia do patdgeno na planta nunca foi avaliado.

As Lipoproteinas de Membrana Externa

No genoma de Xac, a orf XAC1516 codifica uma proteina semelhante a uma lipoproteina

de membrana externa observada em diversas bactérias Gram-negativas conhecida como OmlA



(outer membrane lipoprotein A). De modo geral, as lipoproteinas bacterianas possuem na sua
por¢do N-terminal uma seqii€ncia sinal para processamento no periplasma através de modificag@o
por lipidio e para ancoragem na membrana. Estas proteinas estdo envolvidas em ampla gama de
fungdes como: proteinas de ligagdo a substrato, em sistema de transporte do tipo ABC, resisténcia
a antibidticos, sinalizacdo celular, exportacdo e enovelamento de proteinas, esporulagdo,
geminagdo e conjugacado, além de proteinas de fungdo desconhecida (Sutcliffe & Russel, 1995). A
localizagdo celular das lipoproteinas no envelope celular das bactérias Gram-negativas as torna um
foco de grande interesse para o desenvolvimento de vacinas e o desenho de drogas (Réglier-
Poupet et al, 2003).

O envelope celular ¢ uma estrutura caracteristica das bactérias Gram-negativas e
fundamental para a sua sobrevivéncia. Consiste de uma membrana interna e outra externa,
separadas por um compartimento preenchido por uma fina camada de peptidioglicanos. Ambas
membranas sao bicamadas lipidicas enriquecidas com proteinas, mas diferem dramaticamente na
sua estrutura e composicao, refletindo a diversidade das fungdes que desempenham e do ambiente
com o qual estdo em contato. Enquanto a membrana interna estd em contato direto com o
citoplasma, a membrana externa serve como uma barreira protetora que controla o influxo e efluxo
de compostos e separa o periplasma do ambiente externo. Diferentemente da membrana interna, a
membrana externa ¢ assimétrica, contendo lipopolissacaridios na sua face externa e fosfolipidios
na sua face interna. Esta bicamada contém duas classes de proteinas, que se associam com a
membrana de diferentes modos. As proteinas do tipo barril beta, exclusivas da membrana externa,
sdo proteinas integrais embebidas na bicamada que funcionam como canais de transporte de
compostos; e as lipoproteinas, ancoradas na membrana através da por¢do lipidica ligada numa
cisteina N-terminal (Ruiz et al., 2006).

A modificacdo poés-traducional de proteinas pela incorporacdo de um lipidio foi
primeiramente identificada na proteina major outer membrane protein de E. coli, conhecida
como Braun lipoprotein (Hantke & Braun, 1973). Posteriormente, muitas proteinas
bacterianas, relacionadas ou ndo, mas possuindo a mesma modificagdo, foram descobertas e
atualmente sdo genericamente denominadas como lipoproteinas.

As primeiras pesquisas sobre a biosintese destas proteinas estabeleceu que as
lipoproteinas bacterianas sdo sintetizadas no citoplasma como pré-lipoproteinas possuindo um

peptidio sinal na por¢do N-terminal (Inouye et al., 1977). Este precursor € translocado para a



face periplasmatica da membrana interna através da translocase Sec, onde sofre uma série
etapas de modificagdo. Primeiramente a cisteina presente numa sequéncia caracteristica e
reconhecida do peptidio sinal € ligada a um diacilglicerol através de uma ligagdo tioéter. Em
seguida, ocorre a clivagem do peptidio sinal através da peptidase sinal II tornando a cisteina
modificada o residuo N-terminal. Esta cisteina ¢ finalmente acilada através de uma
fosfolipidio-apolipoproteina transacilase (Sankaran & Wu, 1994). Dependendo da auséncia ou
presenca do aminoacido aspartato em determinada posi¢do da sequéncia, a lipoproteina
madura € entdo direcionada a membrana externa ou retida na membrana interna,
respectivamente.

O direcionamento de lipoproteinas para a membrana externa € catalisado pelo sistema
Lol, composto por cinco proteinas, LolA-E, e elegantemente descrito em E. coli (Masuda et
al., 2002; Tokuda & Matsuyama, 2004). O complexo transportador LolCDE, um cassete de
ligacdo a ATP, reconhece, na face periplasmatica da membrana interna, as lipoproteinas
recém-sintetizadas e direcionadas a membrana externa. O cassete promove o desligamento das
lipoproteinas da membrana na presen¢a de uma outra proteina do sistema, LolA. LolA ¢ uma
proteina periplasmatica que forma um complexo soluvel com a lipoproteina e atravessa o
periplasma afim de alcangar o receptor especifico de lipoproteinas de membrana externa,
LolB. LolA transfere a lipoproteina a LolB, também uma lipoproteina de membrana externa,
que finalmente incorpora a nova lipoproteina a membrana externa.

A andlise da sequéncia do peptidio sinal em 26 lipoproteinas bem caracterizadas
revelou a presenca de uma porg¢do distinta na sua extremidade C-terminal, caracterizada pela
seqiéncia LAGC, posteriormente identificada como /ipobox (Sankaran & Wu, 1994). A
cisteina presente nesta seqii€ncia (posi¢do +1) é invariavel, e a posi¢do -3 ¢ em geral ocupada
por uma leucina. Estudos com mutacdes na seqiiéncia N-terminal mostraram outras
caracteristicas importantes no reconhecimento do peptidio sinal: entre os primeiros 5 a 7
residuos geralmente existem 2 residuos carregados positivamente (Arg/Lys) caracterizando a
n-region, seguida por uma seqiiéncia de 7 a 20 aminodcidos que caracterizam a h-region, rica
em residuos hidrofébicos e neutros. Em E. coli, a presenga do aminoacido aspartato na posi¢ao
+2 determina, unicamente, o direcionamento das lipoproteinas para a membrana interna,

enquanto que a sua auséncia determina o seu transporte para a membrana externa. A presenga



do aspartato funciona entdo como sinal para retengao das lipoproteinas na membrana interna
(Yamaguchi et al., 1988; Terada et al., 2001).

A seqiiéncia sinal consenso para o lipobox tem sido efetivamente utilizada como
ferramenta para predi¢do de lipoproteinas e mais de 450 lipoproteinas foram assim
identificadas em diferentes bactérias (Babu & Sankaran, 2002). Recentemente, a analise de 43
genomas bacterianos completos disponiveis em rede permitiu a organizagdo de um banco de
dados para lipoproteinas de bactérias, estabelecendo que a sequéncia candnica para o /ipobox
seria [LV][ASTVI][GAS][C] (http://www.mrc-lmb.cam.ac.uk/genomes/dolop/lipobox.shtml).

As proteinas de superficie celular e extracelulares apresentam uma localizagdo ideal
para participar de interacdes patogeno-hospedeiro. Trabalhos relacionados com as enzimas da
via biosintética das lipoproteinas também tém mostrado que esta via é essencial para o
crescimento e viabilidade de bactérias. Lipoproteinas de patdgenos associadas a viruléncia ja
foram identificadas e parecem desempenhar um papel crucial em interagdes na superficie
patogeno-hospedeiro (Chambaud et al., 1999, Zgurskaya & Nikaido, 2000). Em
Mycobacterium tuberculosis, observou-se que o metabolismo das lipoproteinas é um
importante determinante de viruléncia (Sander et al., 2004). Em Listeria monocytogenes, a
maturacdo das lipoproteinas também ¢ necessaria no processo de infec¢do deste patdgeno de
humanos e animais (Réglier-Poupet ef al., 2003). No entanto, muito pouco se sabe sobre as

lipoproteinas de membrana externa de fitopatdgenos.

A Familia OmIA/SmpA de Lipoproteinas

A familia de lipoproteinas OmlA/SmpA (outer membrane lipoprotein Alsmall
membrane protein A) possui membros em diversas bactérias das subclasses B e y das
Proteobacterias. Sao lipoproteinas de baixo peso molecular e fungdo primaria desconhecida.
Devido a sua provavel localizagdo celular, a proteina OmlA de bactérias que infectam animais
¢ alvo para o desenvolvimento de vacinas e testes de detec¢@o de patogenos. A proteina OmlA
da bactéria Actinobacillus pleuropneumoniae foi utilizada com sucesso como alvo de vacina
para imunizar porcos contra a pleuropneumonia (Gerlach ef al., 1993; Bunka et al., 1995;
Alcon et al., 2003). A presenga da OmlA também foi utilizada com sucesso como teste para

detec¢do prévia da infecgdo por este patogeno (Fittipaldi ez al., 2003). Além disso, a regulagdo



positiva de omlA sob inducdo de fluido da lavagem bronquealveolar foi observada, sugerindo
um papel da OmlA na viruléncia deste patogeno (Jacobsen et al., 2005).

Do ponto de vista estrutural, funcional e genético, esta familia de proteinas permanece
pouco caracterizada. Apenas recentemente foi demonstrado que o membro SmpA de E. coli
faz parte de um complexo envolvido na inser¢do de proteinas na membrana externa,
auxiliando na integridade estrutural do envelope celular (Sklar et al., 2007). Consistentemente,
mutantes omlA em Pseudomonas aeruginosa (Ochsner et al., 1999) e, mais recentemente, em
Xanthomonas campestris pv. phaseoli (Fuangthong et al., 2007) sdo sensiveis a detergentes e
antibidticos variados e em Pseudomonas putida um mutante omlA foi selecionado através da
sensibilidade ao 4cido benzodico (Reva ef al., 2006). Assim, tem-se atribuido um papel
estrutural aos membro da familia OmlA/SmpA, pois a sua presenga parece ser importante na
manutengdo da membrana externa como barreirra de integridade fisica. No entanto, os
mecanismos relacionados a este papel sdo totalmente desconhecidos e durante o planejamento
deste trabalho, apenas o mutante em P. aeruginosa havia sido descrito (Ochsner et al, 1999).

Os membros desta familia contém a seqiiéncia sinal N-terminal tipica de
lipoproteinas bacterianas, que compreende os sitios de clivagem e de ligacdo de lipidio, e a
por¢do central similar, mas a extremidade C-terminal apresenta tamanhos variados (vide o
alinhamento entre membros da familia mostrado na Figura 1 do artigo publicado em Proteins,
Structure, Function and Bioinformatics, capitulo I). A seqiiéncia primaria da OmlA de
Pseudomonas ¢ bastante similar a OmlA de Xac, no entanto, a primeira apresenta uma
extensdo na por¢do C-terminal em relacdo a segunda, com caracteristicas de motivo rico em
prolina (n3o mostrado no alinhamento). A SmpA de E. coli possue uma por¢do C-terminal
menor, que parece ter uma fungdo estrutural importante no caso das OmlAs, como mostra a
predicao de estrutura secundaria da proteina OmlA de Xac (Figura 1).

De acordo com a predigao, a proteina OmlA mostra a por¢ao central caracterizada por
provaveis fitas beta e a presenca de elementos de estrutura secundaria em alfa-hélice nas
extremidades N- e C- terminal, enquanto a porcdo N-terminal mais extrema encontra-se
desenovelada (Figura 1). As diferencas nas estruturas primarias devem refletir diferencas
também nas estruturas tercidrias, e consequentemente no papel destas proteinas do ponto de
vista celular, mas a semelhanga consideravel na por¢do central permite sugerir comparagdes

estruturais e funcionais entre os membros da familia.
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Figura 1. Predicdo da estrutura secundaria para proteina XAC-OmlA recombinante utilizada neste
trabalho (Psipred — McGuffin et al., 2000). As barras (1° linha) correspondem a confiabilidade da
predigdo; a linha, o cilindro € a seta (2° linha) correspondem respectivamente a por¢des desenoveladas,
em o-hélice e em folha-B, identificadas pelas letras C, H ¢ E (3" linha), respectivamente; na 4° linha
estdo as letras correspondentes aos aminoacidos da sequéncia em questo.

O Locus omlA-fur

Além do fato de serem proteinas cuja localizagdo celular ndo permite descartar um
possivel papel em interagdes patogeno-hospedeiro, a familia OmlA/SmpA € um interessante
alvo de estudo sobretudo pelo fato de diversos homologos omlA possuirem localizagdo
adjacente ao gene fur (ferric uptake regulator). O gene fur codifica o principal regulador dos
niveis intracelulares de ferro nas bactéria Gram-negativas (Andrews et al., 2003).

O fator Fur de E. coli ¢ uma metaloproteina de zinco de 17 kDa (Althaus et al., 1999)
que sob condi¢cdes de suficiéncia de ferro forma um complexo dimérico com ifons Fe™,
ligando-se aos Fur box — sequiéncias palindromicas de DNA ricas em AT que estdo presentes
nos promotores de diversos genes regulados por ferro (Bagg & Neilands, 1987a, b; de Lorenzo
et al., 1987; Calderwood & Mekalanos, 1988). O paradigma cléassico descreve que a ligagdo

+2 ~ © o~
do complexo Fur-Fe'* ao Fur box resulta na repressdo da transcri¢do destes genes, € em

11



resposta a limitagdo de ferro, Fur ndo forma o complexo e ndo se liga mais aos sitios
operadores, permitindo a transcri¢do génica (Bagg & Neilands, 1987a).

A organizacdo genOmica caracterizada pela presen¢a do gene oml4 imediatamente
apds o gene fur ¢ amplamente observada nos organismos dos grupos e y da subclasse
Proteobacteria (Figura 2) (Lowe et al, 2001). O espagamento curto ou superposi¢do de
promotores divergentes € uma caracteristica comum em bactérias e geralmente ocorre quando
dois genes transcritos divergentemente sdo co-regulados (Bertrand ef al., 1983; Marques et al.,

1998).

B.c. —i b -

B.ps. —{omlA «—}{— fur H_ allA +—}—

Re. —{dapB «—}-{omlA «+—}-{—> fur H phcA +}—
N.g./N.m, <+ +—H—> fur H—> —>

Bpt.  —(daph < )}-{omA <—}{—> fur HrecN +—)—

PaPf —(= yiF HomA <= fur HrecN<H—> amE}—
Xf. —(=¥iF HomA +<=}-{— fur H recN<—H—> hreAH—> grpE }—

X.c. —{omiA «—}H—» fur H—> orfX H recN «—}—
EcNe —{—> yiF }HsmpA <—}{recN <— ) yilB_<—H—> gk }—

Figura 2: Organizagdo genomica de omlA e fur em membros das subclassses e y de Proteobacteria:
Burkholderia cepacia (B.c.), Burkholderia pseudomallei (B.ps.) Ralstonia eutropha (R.e.), Neisseria
gonorrhoeae (N.g.), Neisseria meningitidis (N.m.), Bortedella pertussis (B.pt.), Pseudomonas
aeruginosa (P.a.), Pseudomonas fluorescens (P.f.), Xylella fastidiosa (X.f), Xanthomonas campestris
(X.c.), Escherichia coli (E.c.) e Vibrio cholerae (V.c.). Os produtos conhecidos sdo: RNAt transferase
(aat), alaintoicase (alc), ureidoglicolato hidrolase (allA), dihidropicolonato redutase (dapB),
gliceraldeido fosfato dehidrogenase (gapA), proteina heat-shock (grpE), repressor-choque térmico
(hrcA), ativador t Lys-R (phcA), proteina de recombinagdo (recN), orfX, yfiB e yfjF de fungio
desconhecida (extraido de Lowe et al, 2001)

Em Pseudomonas aeruginosa (Ochsner et al., 1999) e Burkholderia cepacia (Lowe et
al., 2001), fur e omlA sdo divergentemente transcritos, mas apesar da superposi¢do dos seus
promotores, Fur parece nao afetar a regulacdo destes genes. Em Xac, os genes que codificam
as proteinas OmlA e Fur (XACI516 e XACI1517, respectivamente) também estdo
proximamente localizados no cromossomo e sdo transcritos em orientacdes opostas (Figura 3).
A pequena regido ndo traduzida entre fur e oml4A no genoma de Xac também sugere que estes

genes possuem promotores sobrepostos, podendo haver sequéncias regulatorias de fur na
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regido codificadora de oml4 e vice-versa. Apesar de ndo se detectar nenhuma sequéncia do
tipo Fur box, algumas regides ricas em AT podem ser observadas. Assim, a regulacdo da
transcricdo de ambos os genes poderia de alguma forma estar relacionada, ainda que as

fungdes destes genes ndo paregam estar associadas.

TCAACGGCCGCGTTGCTTCTTCTTGTCGCGTGCCAGGTTGCGGCCGAATTGCTTGGGCGCGGCTTTGGCCAGCTG
CTCGTCCTGCGACGGGAAATAGTCGCCTTCCCAGCGCACGACCTGTTCGTTCTCGAAGAACACAGTGAAATTCTT
GATCTCGGTACGCGCCAGACGGTCCACGCGCTGCGTGGAGGTATAGTCCCAGCGCTGGGCATGGAACGGGTCGGG
GATCGAGGGCGTGCCCAGCAACGCGCTGACCTGCTGCTTGCTCTGGCCTACCTGCAGTTGCTCCACGGCGTTCTG
TTTGATCAGATTGCCCTQEIAGATCGGCTGCTTGTAGATGATGCCGCAGCCAGCGGTGGAAAGAGCAACGGCGGC
GACCAGCAGGAGATTACGCATCGGGGATTAAGTGCTGAGGAA ACACTTCCGCCGGTCGCCG
CGACCCGTTTGATGGCAGCTGGCGCTAAATCGCCAATGAACGGAGAACGTATGGAAACCCACGACCTGCGCAAAG
TCGGGCTCAAGGTGACCCATCCGCGCATGCGGATCCTGGAACTGCTCGAACAGAAGAGCAATCAGCATCACCTCA
GCGCAGAAGACATCTATCGCCAACTGCTCGACCACGGCGACGAGATCGGCTTGGCCACGGTCTACCGCGTGCTGA
CCCAGTTCGAGGCGGCCGGCTTGGTGCTGAAGCACAATTTCGAAGGCGGGCAGGCCGTCTACGAGCTGGATCGCG
GCGGTCACCACGACCATATGGTGGACGTGGATACCGGTCACGTGATCGAGTTCGAGAGCGAGGAAATCGAGGCGT
TGCAGCGCCAGATCGCCGCCAAGCATGGCTATGAACTGGAAGAGCACTCGCTGGTGCTGTACGTGCGCAAGAAGC

GTGCGCGCTGA XACI516 XAC1517

omlA . fur

Figura 3: Seqiiéncia de nucleotideos da regido cromossdomica de Xac 306 compreendendo as ORFs
(em preto) XAC1516 e XACI1517 (omlA/fur) em orientagdo oposta e a regido intergé€nica (em azul). Os
ATGs de omla e fur estdo indicados por setas. Em rosa, seqiiéncia Shine-Delgarno. Em vermelho,
regides ricas em AT. Em laranja um palindrome observado.

A regulagdo génica pelo fator Fur ¢ bastante complexa e ainda ndo totalmente
compreendida apesar de ser alvo de diversos estudos. Em algumas bactérias, Fur promove sua
autoregulacdo (Delany et al, 2002, 2003), enquanto que em outras reprime (Delany et al.,
2003, 2004) ou promove (Hall & Foster, 1996) a transcri¢do génica em resposta a ferro. Além
disso, o fator Fur ¢ considerado um regulador global em resposta a ferro, pois regula a
transcrigdo nao apenas de genes de captagdo do metal, mas também de genes de resposta ao
estresse oxidativo (Hasset et al., 1996), de fatores de viruléncia (Litwin & Calderwood, 1993),
tolerancia a acidez (Bijlsma et al., 2002) e expressdo de fatores sigma alternativos (Ochsner &
Vasil, 1996).

O ferro ¢ um nutriente essencial para a maioria dos microorganismos. Apesar de ser
um elemento muito abundante na natureza, sua disponibilidade no ambiente, no entanto, ¢
limitada pelo fato de ser rapidamente oxidado de Fe™ a Fe™ em condi¢des aerdbicas e

apresentar baixa solubilidade em pH neutro (Braun ez al., 1998). Em tecidos hospedeiros, a
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disponibilidade de ferro também ¢ limitada (Neidlands, 1995) e nos locais de interacdo entre
plantas e microbios € considerada muito baixa (Loprasert et al., 1999). Por outro lado, o
excesso de ferro é toxico para as células, sobretudo devido a sua habilidade de catalisar as
reagdes de Fenton, resultando na formagao de radicais hidroxila que reagem fortemente com
todos os tipos de biomoléculas (Touati, 2000). Conseqiientemente, é necessario que 0s
sistemas de aquisi¢c@o de ferro sejam precisamente regulados. Nao é surpreendente, assim, que
a producdo de componentes celulares responsaveis pela utilizacdo deste metal seja controlada
por varios parametros que atuam sob diferentes condigdes fisioldgicas e ambientais, tanto de
maneira positiva quanto negativa (Crosa, 1997).

A expressdo dependente de ferro, no entanto, ndo estd necessariamente associada a
regulagdo por Fur em todas as bactérias. Em Rhizobium leguminosarum, membro das a-
Proteobacteria, uma mutagdo no gene fur ndo mostrou nenhum efeito na expressdo de uma
série de operons envolvidos na captagdo de ferro (Wexler ef al., 2003). Ao invés disso, outra
proteina, denominada RirA, foi identificada como responsavel pela regulacdo de genes dos
sistemas de aquisi¢cdo de ferro (Todd et al., 2002). RirA nio posssui nenhuma semelhanga a
Fur ou a DtxR — outro regulador transcricional do metabolismo de ferro presente em
Actinobacterias — e pertence a familia Rrf2 de repressores transcricionais. A a-Proteobacteria
Mesorhizobium loti, por sua vez, ndo possui um homdélogo de Fur no seu genoma (Wexler et
al., 2003). Paralelamente, em R. leguminosarum muitos genes expressos em maior nivel em
condi¢des de excesso de ferro sdo regulados pelo fator Irr (iron repressor regulator), membro
da superfamilia Fur. Irr ocorre em todos os membros Rizhobiales e Rhodobacterales, enquanto
RirA encontra-se em apenas um ramo destas duas linhagens.

Curiosamente, todos esses grupos contém genes que se assemelham a fur, mas os
estudos genéticos realizados com os mesmos indicam que os seus produtos génicos funcionam
como Mur (manganese uptake regulator), repressor transcricional em resposta a manganés de
genes envolvidos na captacdo deste metal. As proteinas Fur de Rhizobia, porém, possuem uma
série de caracteristicas proprias de proteinas Fur classicas. Tanto no caso de R. leguminosarum
(Wexler et al., 2003) quanto de Bradyrhizobium japonicum (Hamza et al., 1999), Fur se liga a
sequéncias Fur box canOnicas de forma dependente de metal. Na a-proteobacteria
Agrobacterium tumefaciens, por sua vez, a proteina Fur atua como Mur, mas mantém

importante papel na regulacdo das concentracdes intracelulares de ferro (Kitphati ez al., 2007).
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Dentre as B e y-Proteobacteria, no entanto, o fator Fur parece ser o predominante na
regulacdo do metabolismo de ferro, mas os padrdes de regulacdo envolvendo ferro e Fur sdo
variados, como j4 afirmado. Na bactéria Vibrio cholera foi observado um sistema de regulagao
formado por determinados genes que responde a ferro de forma independente de Fur (Mey et
al., 2005). Em Neisseria meningitidis, a mutagdo no gene fur resultou na inducdo de uma
resposta a choque térmico e a transcri¢do deste genes ndo responde a limitagdo por ferro;
paralelamente, as andlises do mutante sob condi¢des de insuficiéncia de ferro fornecem
indicios de uma regulacdo associada ao ferro e que ¢ independente do fator Fur (Delany ez al.,
20006).

Dentre os patdgenos de planta, também foi recentemente isolado um mutante fur em
Pseudomonas syringae pv. tabaci (Cha et al., 2007). Este mutante produz sideréforos de
maneira constitutiva e, curiosamente, os fenotipos indicaram a associagdo do fator Fur com a
regulacdo de genes envolvidos em quorum sensing, evidenciando mais uma vez a amplitude
da regulacdo por Fur.

No género Xanthomonas, pouco se sabe sobre a regulacdo do metabolismo de ferro e o
papel da proteina Fur. Em X. campestris pv. phaseoli, maiores niveis do RNAm de fur foram
detectados em condigdes de baixa concentragdo de ferro e a proteina Fur de X. phaseoli
mostrou-se capaz de reprimir um promotor regulado por Fur em E. coli (Loprasert et al.,
1999). Em X. oryzae pv. oryzae, o mutante fur avirulento e sensivel a perdxido de hidrogénio
também produz sider6foros de maneira constitutiva e € hipersensivel ao metalo-antibidtico
estreptonigrina, indicando que ocorre acimulo do metal no meio intracelular na auséncia da
proteina Fur. A secre¢@o constitutiva de sider6foros pelo mutante fur indica que ocorre
desrepressdo da maquinaria de captagdo de ferro na auséncia da proteina Fur. A identidade dos
genes que estdo envolvidos na captacdo de ferro ou na sintese de siderdforos em X. oryzae,
porém, ndo ¢ conhecida e informacdes adicionais acerca da captacdo de ferro diretamente
regulada por Fur s6 poderdo ser obtidas apds a identificagdo destes genes (Subramoni & Sonti,
2005).

Tao pouco ¢ conhecida a identidade de tais genes em X. axonopodis pv. citri, € em
qualquer outro membro do género Xanthomonas. Os sistemas envolvidos no metabolismo de
ferro nestas bactérias permanecem ainda pouco caracterizados, assim como a co-localizagao

omlA-fur, aspecto ainda menos estudado nas bactérias, em geral, com tal disposi¢do gendmica.
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OBJETIVOS

Dentro do contexto exposto, este trabalho buscou, através de técnicas de RMN e
biologia molecular, caracterizar a estrutura e a fung¢do da proteina OmlA de Xac relacionadas
ao gene fur, assim como estudar aspectos da regulacao do 16cus omlA-fur.

Para tanto, contamos com a co-orientagdo da Dra. Thelma Aguiar Pertinhez, cuja
supervisdo foi de fundamental importdncia na andlise por RMN, sobretudo para o
cumprimento das etapas de aquisi¢do de espectros e atribuicdo das ressonancias dos nucleos
da proteina OmlA recombinante de Xac. Também contamos com a realizacdo de estagio
doutorando na Universidade de Parma, Italia sob a supervisdo do Prof Dr. Alberto Spisni na
Sezione di Chimica e Strutturistica Biochimica, Dipartimento di Medicina Sperimentale,

Faculta di Medicina e Chirurgia.

Os objetivos especificos do projeto consistiram em, dentro da andlise estrutural:

- Clonagem, expressao e purificagdo da proteina OmlA de Xac;

- Caracterizagao estrutural através de Dicroismo Circular (CD) e RMN;

- Expressdo e purificacdo da proteina OmlA de Xac enriquecida com os nucleos N e
B,

- Aquisi¢do e andlise de espectros de RMN para atribuicdo das ressonancias das cadeias
principal e lateral;

- Aquisi¢do e analise de espectros de relaxa¢do do 'H-""N para o estudo de dinamica
molecular;

- Aquisi¢do e andlise de espectros de NOESY (NOE Spectroscopy) para obtengdo de
distancias interprotonicas;

- Célculos e modelagem das estruturas 3D.

E dentro da analise funcional:

- Confeccdo de plasmidios suicidas para obtencdo de mutantes omlA4 e fur em Xac;

- Confeccdo e ensaios com fusdes dos protomores omlA e fur extendidos e do promotor
minimo omlA-fur ao repérter EGFP para avaliar a atividade dos genes e sua regulagao;

- Analise da expressdo da proteina Omla em Xac através de anticorpo;

16



- Ensaio de mono-hibrido para buscar possiveis fatores reguladores do promotor omlA;

- Co-expressdo das proteinas OmlA de Xac e P-lactamase para verificar inibicdo da
atividade da B-lactamase;

- Ensaios de pulldown e co-imunoprecipitagdo para buscar possiveis parceiros de

interagdo com a proteina OmlA.
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JUSTIFICATIVA

A proteina OmlA pertence a uma familia que ndo possui estruturas 3D conhecidas e cuja
fun¢do permanece pouco caracterizada e, por outro lado, cujo gene estd associado a um locus
considerado essencial a sobrevivéncia de muitos microorganismos. Assim, a determinagdo da
estrutura 3D da proteina OmlA por uma técnica de alta resolu¢do, como a RMN, pode levar a
informagdes sobre a provavel fungdo desta familia de proteinas, assim como a descoberta de um
novo tipo de enovelamento protéico. Paralelamente, estudos sobre aspectos regulatorios do locus
omlA-fur podem contribuir para compreender o papel funcional destes genes e a sua co-
localizacdo, observada amplamente entre as bactérias Gram-negativas. Além disso, a implantag¢ao
e utilizagdo das técnicas de determinagdo de estrutura de proteinas por RMN no pais e sobretudo
no estado Sdo Paulo € recente. A capacitagdo em aérea de pesquisa com potencial ainda pouco

explorado se faz necessaria para o progresso cientifico brasileiro nesta area.
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CAPITULO I :
ANALISE ESTRUTURAL DA PROTEINA OMLA

INTRODUCAOQO

Neste capitulo, apresentamos as publicag¢des resultantes deste trabalho de doutorado e
que se referem, primordialmente, aos dados estruturais da proteina OmlA de Xac analisados
por RMN.

O primeiro artigo foi publicado na revista Journal of Biomolecular NMR e trata-se de
uma letter to the editor que notifica a atribui¢do das ressonéncias da proteina. A publicacdo é
acompanhada de um material suplementar, disponivel on-/ine, e concretiza a finalizagdo de
uma etapa essencial e crucial na resolu¢cdo de uma estrutura protéica através de RMN.

O segundo artigo foi aceito para publicac¢do na revista Proteins: Structure, Function &
Bionformatics e sua versao on-line ja se encontra disponivel
(http://www?3.interscience.wiley.com/cgi-bin/abstract/117883624/ABSTRACT). Este artigo
compreende os resultados mais relevantes do trabalho. A publica¢do revela a primeira
estrutura e as propriedades dindmicas de um membro da familia OmIA/SmpA de
lipoproteinas, que se assemelha a proteina BLIP envolvida em intera¢des proteina-proteina. Os
resultados estdo em consisténcia com recentes dados funcionais da literatura referentes a
outros membros desta familia de proteinas. Adicionalmente, mostramos a ativagdo do locus
omlA-fur durante a infec¢do de Xac em citrus, discutindo a associacdo entre os dados

funcionais e estruturais obtidos.
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Letter to the Editor

NMR assignment of the outer membrane lipoprotein (OmlA) from Xanthomonas axonopodis pv citri
DOI 10.1007/s10858-006-0022-x

An outer membrane lipoprotein (OmlA) belonging to the small membrane protein A (SmpA) family was
identified in Xanthomonas citri (Da Silva et al., 2002). Although many functions have been assigned to
bacterial lipoproteins, the role of OmIA/SmpA remains unknown. To gain insights into OmlA function, we
have been prompted to determine its 3D solution structure by NMR using a recombinant '°N and '*C
double-labelled protein. All 'H, >N and '*C backbone resonances have been completely assigned. Side-
chain assignments are almost complete, with the exception of Proll, Lys32 and Lys70, and the aromatic
rings of Phe72, Phe89 and Phel01. Chemical shift index analysis indicates that the protein has o-helical and
p-sheet elements with an unfolded C-terminus. Besides helping to understand the function of this family of
membrane proteins, the 3D structure of X. citri OmlA may eventually unveil a new protein fold. Resonance
assignments have been deposited in the BioMagResBank under the accession number 6797.
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Biological context

Xanthomonas axonopodis pv. citri (X. citri) is a bacterial pathogen causative of the citrus
canker disease, which affects the citrus culture world-wide (Brunings and Gabriel, 2003).
New strategies are needed to control this disease and the characterization of proteins
potentially involved in host-pathogen interaction is considered of great importance. A gene
encoding a conserved outer membrane lipoprotein (OmlA) belonging to the small membrane
protein A (SmpA) family was identified (Da Silva et al., 2002). The X. citri OmlA is thought
to be associated to the pathogen outer membrane through a hydrophobic anchor present in its
N-terminus. Upon cleavage of the signal peptide, the protein remains attached to the
membrane through a cysteine residue (Hayashi and Wu, 1990). Although many functions
have been assigned to bacterial lipoproteins the role of OmlA/SmpA remains unknown.
Interestingly, OmlA genes are often found adjacent to ferric uptake regulator (Fur) genes
(Lowe et al, 2001), suggesting that OmlA and Fur are co-regulated and that OmlA plays a role
in iron homeostasis. To gain insights into the biological function of X. citri OmlA, we are
determining its 3D-strucutre by NMR. Here, we report the complete sequence-specific
assignments of the 'H, '*C and "N double labelled protein. The 3D structure of X. cirri OmlA
will be the first representative of the OmlA/SmpA family, it will contribute to increase the
number of membrane proteins solved and it might unveil a new protein fold.

Methods and experiments

The OmlA gene was amplified in order to produce a recombinant protein lacking the N-
terminal pro-lipoprotein signal. In addition, Cys17, responsible for anchoring the protein to
the membrane, was replaced by Ser. The gene was cloned in pET28a as a hexa-histidine tag
fusion and expressed in E. coli BL21(DE3)pLysE grown in M9 minimal medium containing
15NH4C1 and l3C6H1206, at 30°C. The protein was purified by nickel affinity chromatography
followed by removal of the histidine-tag with thrombin. Cleaved protein was further purified
by ion exchange chromatography followed by a final nickel affinity step to produce fractions
of pure double labelled OmlA. For the NMR measurements, protein samples (~0.3 mM) were
prepared in 100 mM NaH,PO, pH 5.8 containing 0.05% of NaN3; and 5% or 100% of D,0.
NMR spectra were collected at 298K on either a Varian Inova® 500AS or 600AS
spectrometers at the LNLS. The 5N edited HSQC spectrum and the HNCA, HN(CO)CA,
HNCO, HNCACB and CBCACONH 3D triple resonance experiments recorded using the 5%
D,0 sample were combined to obtain the backbone resonance assignments. For side-chain
assignments we carried out TOCSY-NHSQC experiment with the 5% D,0O sample and Be
edited HSQC, HCCH-TOCSY and HCCH-COSY experiments with the 100% D,0O sample.
The spectra were processed and analyzed using NMRPipe/NMRView (Delaglio et al., 1995;
Johnson and Blevins, 1994).

Extent of assignments and data deposition
All 'H, N and "C backbone resonances have been completely assigned. Side-chain
assignments are almost complete, with the exception of residues Prol1, Lys32 and Lys70, and



the aromatic ring of residues Phe72, Phe89 and PhelOl. Chemical Shift Index analysis
(Wishart et al, 1992) indicates that the protein has a-helical and B-sheet elements with a C-
terminal region unfolded (data not shown). Resonance assignments have been deposited in the
BioMagResBank under the accession number 6797.
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a protein fold implicated in
protein-protein interaction

Marina Marques Teixeira Vanini,' Alberto Spisni,2 Mauricio Luis Sforqa,1
Thelma Aguiar Pertinhez,>* and Celso Eduardo Benedetti'*

1 Center for Molecular and Structural Biology, Brazilian Synchrotron Light Laboratory,

Campinas, Sao Paulo, Campinas 6192, Brazil

2 Department of Experimental Medicine, University of Parma, Parma 43100, Italy

ABSTRACT

The outer membrane lipoprotein A (OmlA)
belongs to a family of bacterial small lipo-
proteins widely distributed across the beta
and gamma proteobacteria. Although the
role of numerous bacterial lipoproteins is
known, the biological function of OmlA
remains elusive. We found that in the citrus
canker pathogen, Xanthomonas axonopodis
pv. citri (X. citri), OmlA is coregulated with
the ferric uptake regulator (Fur) and their
expression is enhanced when X. citri is
grown on citrus leaves, suggesting that these
proteins are involved in plant-pathogen
interaction. To gain insights into the func-
tion of OmlA, its conformational and dy-
namic features were determined by nuclear
magnetic resonance. The protein has highly
flexible N- and C- termini and a structurally
well defined core composed of three [i-
strands and two small a-helices, which pack
against each other forming a two-layer
alpha/beta scaffold. This protein fold resem-
bles the domains of the B-lactamase inhibi-
tory protein BLIP, involved in protein—pro-
tein binding. In conclusion, the structure of
OmlA does suggest that this protein may be
implicated in protein—protein interactions
required during X. citri infection.

Proteins 2007; 00:000-000.
© 2007 Wiley-Liss, Inc.

Key words: outer ~membrane lipoprotein;
OmlA; Xanthomonas citri; protein structure;
BLIP fold; NMR.

© 2007 WILEY-LISS, INC.

INTRODUCTION

Xanthomonas axonopodis pv. citri (X. citri) is the bacterial pathogen re-
sponsible for the citrus canker disease, which affects all citrus varieties
worldwide. The disease is characterized by an intense growth and divi-
sion of the host cells leading to pustule-like lesions on the surface of
leaves, stems and fruits. 1 Although some studies have shown that translo-
cation of X. citri effector proteins into the host cell is required for plant
cell hypertrophy?, the role of X. citri membrane lipoproteins in canker
development and bacterial survival in the host is not known.

Bacterial lipoproteins represent a large group of specialized membrane
proteins that perform a variety of functions including maintenance and
stabilization of the cell envelope,>% protein targeting and transit to the
outer membrane,>® membrane biogenesis’, and cell adherence.® The
principal feature of bacterial lipoproteins is the presence of a predomi-
nantly hydrophobic signal peptide located at the N-terminus.9~11 Cleav-
age of the signal peptide occurs at a conserved cysteine residue required
for the covalent binding to a lipid, a step necessary to anchor the protein
to the membrane.>12

Though a number of lipid-modified outer membrane proteins have
been functionally!3:14 and structurally!5-19 studied, a group of small
lipoproteins belonging to the SmpA/OmlA family remains largely
uncharacterized. Members of this family have recently been shown to be
involved in the assembly of outer membrane proteins and to be necessary
for preserving the structural integrity of the cell envelope.20 For instance,
an omlA mutant of Pseudomonas aeruginosa turned out to be hyper-sus-
ceptible to detergents and antibiotics,2! whereas in Pseudomonas putida,
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OmlA was essential to provide protection against benzoic
acid,22 a plant defense molecule that accumulates during
pathogen attack.23-24 In none of these cases, however,
the precise mechanism of action of OmlA has been deter-
mined.

Interestingly, in several gram-negative bacteria, the
omlA gene has been found adjacent to the gene that enc-
odes the ferric uptake regulator Fur,21,25 the principal
regulatory protein of iron homeostasis and stress
response in bacteria.26~28 Nonetheless, though omlA and
fur are divergently transcribed from an overlapping bidir-
ectional promoter,m’25 a fact that would suggest some
functional correlation, a possible link between Fur-de-
pendent responses and OmlA function has not been
found so far.

Here, we show that OmlA and Fur are coregulated and
their expression is particularly enhanced when X. citri is
grown on citrus leaves. We also report the solution struc-
ture of OmlA; the first one of a member of this protein
family. While the structure does not unveil any associa-
tion with iron homeostasis, it is consistent with the hy-
pothesis that OmlA may be involved in protein—protein
interactions, as recently shown to be the case for the
E. coli OmIA homolog.20

MATERIALS AND VIETHODS
Bacterial growth conditions

E. coli cells were grown in LB medium,2® under agita-
tion (200 rpm) at 30°C with the appropriate antibiotics,
whereas X. citri, strain 306,V was grown in LB medium
without NaCl (LBON), supplemented with ampicillin
(100 mg/L) at 28°C with shaking (200 rpm).

Cloning, expression, and purification
of X. citri OmIA

The gene encoding the OmIA (NP 641849) was ampli-
fied from CTAB-extracted2? genomic DNA with forward
(5'-CATATGCGTAATCTCCTGCTG-3") and reverse (5'-
CTCGAGTCAACGGCCGCGTTG-3') primers. PCR prod-
ucts were cloned into pGemT (Promega), sequenced and
subcloned into the Ndel/Xhol sites of pET28a (Novagen)
for the expression of OmlA with a six-histidine tag at the
N-terminal. E. coli BL21(DE3) pLysE cells transformed
with the pET-omlA plasmid were grown at 30°C under
agitation and the protein was expressed by addition of
0.4 mM IPTG (isopropyl-b-D-thiogalactopyranoside) after
the optical density of the culture reached 0.6 at 600 nm.
After 3 h of induction, cells were disrupted by sonication
and the protein was purified by standard Ni-affinity
chromatography. After elution in 20 mM Tris-HCI, pH
8.0, containing 300 mM NaCl and 120 mM imidazol,
OmlA was cleaved overnight with thrombin in the pres-
ence of 2.5 mM CaCl,31 at 25°C and further purified in
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a Hi-Trap SP Sepharose column (Amersham Biosciences)
equilibrated with 50 mM Tris-HCL, pH 8.5, 25 mM
NaCl. OmlA was eluted with a 0-1M NaCl gradient and
subjected to a final Ni-affinity purification step. The pro-
tein was dialyzed against 100 mM sodium phosphate
buffer, pH 5.8 and concentrated with Centricon (Milli-
pore) filters. The purity of OmlA was estimated to be
>98% by SDS-PAGE.

For isotopic labelling of OmlA, the protein was
expressed and purified as described.32

Antiserum production and western blot

Purified OmlA without the 6xHis tag was used to
immunize white rabbits according to standard proce-
dures.31 Proteins were separated by 12% SDS-PAGE gels
and transferred onto PVDF (Millipore) membranes,
which were incubated with the anti-OmlA at 1:5000 dilu-
tion at room temperature for 1 h, and subsequently
washed with TBS.2Y Membranes were incubated with a
secondary anti-rabbit IgG-peroxidase conjugate and
developed with the ECL reagent (Amersham Biosciences).

Reporter gene constructs
and expression analysis

The bidirectional omlA/fur promoter was cloned in
both orientations to drive the expression of an EGFP re-
porter gene. The omlA promoter was amplified with pri-
mers 5'-CCATGGGGGATTAAGTGCTG-3' and 5-GGG
CCCGCACGCGGTAGACC-3’ to obtain a DNA fragment
encompassing the entire intergenic region plus 170 bp of
the fur coding region. Similarly, the fur promoter was
amplified with primers 5'-CCATGGGTTCTCCGTTCATT-
3’ and 5-GGGCCCAGCAACGCGCTGAC-5' to obtain the
intergenic region plus 156 bp of the omlA coding region.
PCR products were cloned into the Apal/Ncol sites of a
pGem-T vector carrying an Ncol/Nofl EGFP gene. The
constructs were subcloned into the Apal/Nofl sites of
pBlueScript (Stratagene) and subsequently moved into the
pKX3333 with Kpnl/Sad. All constructs were verified by
sequencing and used to transform competent X. citri cells.
The reporter cells were infiltrated into Citrus sinensis leaves
at a density of 10% cells per mL. After 5-10 days, leaf sec-
tors with canker lesions were sliced and placed in sterile
water for 10 min. Bacterial cells were recovered by centrif-
ugation and visualized by fluorescence microscopy.

Circular dichroism spectroscopy

Circular dichroism (CD) measurements were carried
out on a JASCO J-810 spectropolarimeter at 25°C with
OmlA 15 pM in 100 mM sodium phosphate buffer, pH
5.8. The far-UV spectra were recorded in a 1-mm optical
path length cell in the wavelength range 190-260 nm
with a bandwidth of 0.5 nm and scan speed of 100 nm
min~'. The near-UV spectra were recorded in a 10-mm
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NMR Solution Structure of OmIA

optical path length cell in the wavelength range 250-350 nm.
For each measurement, the average of 10 (far-UV) or
100 (near-UV) spectra were taken to improve the signal
to noise ratio and each spectrum was corrected by sub-
tracting its blank.

NMR sample preparation
and data acquisition

>N-OmlA or double-labelled '*N/°C-OmlA at 0.3 mM
were prepared in 100 mM sodium phosphate, pH 5.8,
containing 0.05% NaNj and 5 or 100% D,0O. 2D and 3D
NMR spectra were collected at 25°C on spectrometers
Varian Inova AS 500 MHz or 600 MHz at the CeBiME-
LNLS, Brazil, or on a Varian Inova AS 600 MHz at the
CIM, University of Parma, Italy. All NMR spectrometers
were equipped with a z pulsed-field gradient unit and a
triple resonance probe.

NIMR structure calculation

NOE-derived distance restraints were obtained from
3D 'H—'""N—NOESY?* and 3D 'H—"C—NOESY
(separately optimized for aliphatics and aromatics)3° col-
lected with 100-ms mixing times. All spectra were proc-
essed and analyzed using NMRView/NMRPipe soft-
wares.30:37 After manual assignment, 3D NOESY cross-
peaks volumes were converted in distance constraints
using the NMRView automatic integration function.36

Structure calculation and refinement were performed
using DYANA 1.5 program package.38 The final round
of refinement started with 180 randomized structures,
and the 40 best DYANA conformers selected on the basis
of their minimum target function were further energy-
minimized with the DISCOVER module. After minimiza-
tion, 20 structures, selected on the basis of their lower
energy and of systematic violations less than 0.2 A for re-
sidual NOE and less than 5° for dihedral angles were
chosen to represent the NMR structure.

The quality of the structures was evaluated with the
program PROCHECK-NMR.39 The structural coordi-
nates of the ensemble of the 20 conformers that represent
the solution structure of OmlA have been deposited in
the Protein Data Bank under accession number: 2PXG.

Hydrogen exchange measurements

Proton—deuterium (H/D) exchange measurements were
performed with a lyophilized '°N-labeled sample dis-
solved in 100% D,O (Cambridge Isotope Laboratories).
The loss of intensity of labile protons was monitored by
recording a series of "H—'""N—HSQC spectra at 500 MHz.
The elapsed time between dissolving the lyophilized pro-
tein and starting the first '"H—""N—HSQC experiment
was 8 min and a series of '"H—'""N—HSQC spectra were
recorded every 20 min for 24 h.

DOI 10.1002/prot

Exchangeable amide protons were also identified by
the 2D (CLEANEX-PM)-FHSQC experiment.40 'H—
""N—HSQC and CLEANEX-PM spectra were performed
at 600 MHz with a "N labeled sample using a mixing
time of 150 ms. The amide protons accessibility was meas-
ured as the ratio of the peak volumes of the 'H—
"N—HSQC and the CLEANEX-PM spectra and also by
the permanence of amide signals in the '"H—""N—HSQC
collected after D,O addition.

Backbone "®N relaxation
measurements and analysis

Longitudinal (T;) and transverse (75) relaxation times
as well as '"H—""N NOEs of backbone amides were
determined using experiments acquired at 500 MHz with
a ®N-OmlA sample.4! The 'H—'"N NOE values were
taken as the ratio of the peak volumes of the experiments
recorded with and without 'H saturation using a satura-
tion time of 3 s and a recycle delay of 6 s. Relaxation
delays of 100, 200, 300, 400, 600, 800, and 900 ms were
employed for T} measurements, and 1, 5, 9, 13, 19, 27,
33, and 39 ms for T, measurements. T; and T, values
were extracted by fitting the peak intensities to a single
exponential decay function in NMRView.30

Reduced spectral density mapping analysis was per-
formed according to the equations described42:

oxu = Ri(NOE — 1)(yn/Vn)

4oNH
0.87 = —
J0870n) = =5
- 4R1 — SGNH
Jlon) = =5 +4c2

= 6R2 i 3R1 o 2-720NH

7(0) 3d% +4c2

where d = (Hohynyn/8m*)(rwu °) and ¢ = CONAG/\/?). Ho
is the permeability of free space, h is Planck’s constant, yy
and vy are the gyromagnetic ratios of the 'H and "N
nuclei, respectively, nqg = 1.02 A is the average amide
bond length, wy is the "N Larmor frequency and Ac =
—160 ppm is the chemical shift anisotropy for '°N.

RESULTS
The X. citri OmIA

The XAC1516 locus from X. citri encodes a predicted
15 kDa OmlA protein with a typical lipoprotein signal
peptide at N-terminus and a central SmpA OmlA do-
main common to several beta and gamma proteobacteria
lipoproteins (see Fig. 1). The signal peptide carries the
lipobox motif*3 with the conserved cysteine residue
required for lipid attachment (see Fig. 1). In addition,
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Signal Peptide (00.0) LI 10.00) &
Recombinant OmlA MAGSGII-----=-=---=-~-~ YKOPIYQGNLIKONAVEQLQVGQSKOQVSALLGTRSIFDP 47
X.citri MRNLLL—VAAVA- - LETAGEGII------------- YKOPIYQGNLIKQNAVEQLOVGQSKQQVSALLGTESIFDP 60
X.fastidiosa MRNLLL- - ARALPLLETAGESII- - ----------- YKOPIYQGNLIKKEAVDOLKVGMNKQEVALLLGTRSISDI
P.fluorescens NTKLLLTSFTFVGLLALAGES----------- FPGVYKIDIQQGNVVTODMIDQLREGMTRROVRF IMGNALLTDT
A.vinelandii NTKLMLTSLPLVGLLALAGET - - -~ ==~ =~~~ TPGVYKIDIQQGNVVTQDMIDQLRPGMTRRQVR FVMGSPLITDT
C.litoralis MRVTLLT--AA- - LLGLGACGFVG- - - - FPGVYKIDIEQGNLVTQDMI EQLQPGMSRRQVRF IMGSPLVEDT
A.ehrlichei MGKRRLFALY ITTTLFLTGCAQVDR - - - - - - -  PFTYQRDACQGN IMTQEMVDELRVGMSQUQVRT IMGPPAVVDP
M.capsulatus MPPHRTI - LSLIATLELAACTYVDR- - - - - - - I PFLYHLDIHQGNIVSQEMVDQLK PGMNRRQVTF IMGSPLTVS P
N.oceani MFKLLIF-IVGCASIALTGES- IER--~---- LPGVYRIDVQQGNVITQEMLEXLSPGMSKQQVSFVLGSBLLIDS
N.gonorrhoeae MNKTLIL-ALSALFS - LTACS - VER - - - - VSLFP - SYKLKI IQGNELEPRAVAALRPGMTKDQVLLLLGSPTLRDA
B.pertussis LRPLKGLAVAVLAASALTACSSGK- - - - - - WGFP - - YKAGVQQGNWI TKEQVALLOQGMSREQVRFALGSPTLTSY
§.degradans MQKVVKTIVILFAIGSLVACSSFR - ===~~~ FPGVYKVRVQQGNYIEXKMVDQLEVGMTRRQVQYVMGSPLLEDT
R.metallidurans MRPALVSSLLAAA-LLAGACSAYDSTSRKVADAITPYRINIVQGNFVSREAVSQLREGMTRDQVRFLLGTPLLTEV
B.cenocepacia MRSAITAARAVVA- - - LAGCSSYDSVTQRIAQS ITPYRITVVQGNFVSQEKAAQLOAGMTREQVRALLGTPLLADM
V.eiseniae RARPGLVVLIGASIAALTACSSLDSASSRIAGIVKPYRVDVVQGNFVAREQVQALQPGMSROQVREILGSPLLTSL

ARSRAGLALTLAIAAALAGCNS IDGAAHRVANAVTPYKVDVVQGNFVSKEQVEALQEGMSRQQIRDILGTPLVTSV
MGLIFARSASLVACGSLNGASTSIASIVTPYKIDIVQGNFVSQEQAAAVTPGMSRVOVRDILGTPLLSSI
MRALIFAAVIAVAGESS~ - - - - - - MNPLDWSHRVEVQQGNYVTQDAVAKLKPGMTRAQVRFLLGTELLTDP

MRHIILLTALLCARCSS-- - -TLPSFKPYKMDIQQGNVVTSKMMLOLRPGMTKSQVRFIMGSPLIQDS
MHAFFPRLLLLLLFLPLTHCT-Y~ - - -LPSL-PYKIDIQQGNVVTDEMVAKLKPGMTRSQVRFTLGTPLVMDI
MPRLLI-S--VLLVALVAGESI-~~-~=~~~ PKLGPHRIDVCQGNALDQENVSRLKPGLNRSQVRFLLGTPLVVDP
MRRSRLLLVAAS-CALITACSYK---~-~~ PSFINEYKIDIQQGNVLSQEMVSQLKPGOQTKDOQVRFLLGTPLVADI
KKKSLTLLGAAALSLSMTGEGVFD~~~~-~--~ WLIYKPDIFQGNYMETQQVEKLRVEMTKEQVEYILGRPVLRDS

MKFRNIL-AVIAASLMLSACADW
MYFRV---AIVITALTLSACSSW- -

I¥YRIDVPQGNFLDERDVSKLRINMTKEQVEYVLGKPVVEDS
- - -VFRYDVPQGNYLEQKSIDKLQVGMTKEQVKF ILGSPVVVDA

LKTFSLWLIVALTLSSAAGES -----------~ SWVYRINIPQGNFLEQSDVDKLRVNMTREQVI YVLGKPIAENA
KOQIGKTLAAVAVVAG-LSGCSVLN--------- DWVYRIDIPQENYLEQRDVDKLRVGMSQEQVAYVLGRPVAENS
MRMKHLI -AAALTALTLSGCSLV---~---------~ YRIDIPQGNYVEQKCOVDKLROGMTREQVEFVLGSAMLRDG
MOVKTLLGATFLALSLAS-CSTVE--------- KVVYRIDVPQGNYLEATTVAQVKEGMTAQOVQYLLGTPVLVDE
MRCKTLTAAAAVLLMLTAGESTLE--------- RVVYRPDINQGNYLTANDVSKIRVGMTQOQVAYALGTELMSDE
- od . 3 s EE1 £% .
SpmA_OmlIA domain
1 2 3
LS = : >i:p(>
—

FHAQRWDYTSTQRVDRLA-RTEIKN-FTVFFE - NEQVVRWE -GDYFPSQDEQLAKAAPKQFGRNLARDKKKQRGR 118
FHAQRWDYTSTQRVDRLA-RTEIKN-FTVFFE-NEQVVRWE -GDYFPSQDEQLAKAAPKQFGRNLARDKKKQRGR 131
FHTDRWDYTSAQRIDRIA-HTEIKN-LTIYFQ-NDLVTRWE-GDYFPNQDEKLAESARKQFGPNLSR-KEH-GNR
FHADRWDYLYSLQPGG-G-ERQQER-VSVIPNGNDQLVSLS - GDFMPGVSRDEAL - LGKDSGTNVTAPAQEAEKPK
FHPDRWDYLYSIKPGG-G-QRLQER-VSLVFDTNDLLIGLA-GDFLPGTTREEEIM-GGSGGTVIRKAPTEEAEEP
FQPDRWDYPYVIRNGQ- - -DITREAQV-RIFFESDRLVNIT-GDYLPDWANPDAGTDTDSDTDTDTDTDTDTDTDT
FRTDRWDYVYTMRPGG -G - SMEKKR - MTLRFEDG - RLVDIS - GDLRPSHWEES
FHDDRWDYVYSNQPGG-E-ERVQRR - ISLLFDH - DELVGLQ -@DFKPGELPSLDASKDVNVDI PKIERDQSLWGHI
FHPDRWYYIYSFKPGN-E-RRKQRT - ITMWFEEG- KLSYVG-GDVEIGIQRGLOQERREGPVSISVPPRQEDEGLL
FHTDRWDYTFNTSRNGII-K-ERSN-LTVYFENG-VLVRTE-GDALQNAAEALRAKQNADKQ
LHADRWDYPYYFK- PGYG - KAQERQ - FTVWFE - NDHLVRWS ~GDEQPDLQPFQIEKVNAKQEEKADAQVDTAEKRQ
FNTDRWDYLFMVK - RGGE - VLVDRR - FTVYPDG - DSLAKWET - DI EFKDDETPQSSAEKEEVPDPKMK
FHADRWDYYFSFRRGSRP - VVQSRQ - FTVYFEG - DKLVRWVGNELPSEYELIAEIDGMKAAQKNQTPGKIVFGGEP
FHADRWDYLFYFKRGSTS - IVQQRD - LVVNFSG - DRVTSWTGADNLPSELDLLADIDGDRGGKKAKAAAAAKKASE
FHADRWEYVFTLKRPGE- - ELQARK - LTVFPFKG-D-VLDRSEGDAMPGETEFVATLSARAGOERAGQDPAPVLEAT
FHGDRWEYVFTINRPGV- -ESQIRK-LTVFPNG-D-VFARAEGDEMPSESDFVASLKGMKGTPKVPCQLEASEAQLA
FHADRWDYVFTFKRQGL - - APQARK-VTVFPKD-DALERIEA-DALPTEAEFVASLDSGROAGKVPVLEMPPESLT
FHADRWDYKYSDAKGGKV - DPSTDKLLT IHFKG - DALDRVE -GNAQPAPPAKQLDASAPAQEAKKP
FHRDRWDYFYQMRKGGK - -VIEQRR -1 IMEFE-NDALKRVR-GDI IPASPEDLAVTAPTPATPVVVEPKPPQKKSL
FHGDRWDYIYRTAPGGR - -VAEEKK-LTVFPFQD-DRLSHIQ-GDFPQPPAFSESEPAQNFFSPEQTFTPAPDTDSN
FRGDRWDYVYVYYKAGK - - LAEQKR - ITLHFDG-DTLARIE-GDVPQEVAEAQAQQAPPAP
FHOQRWDYVYRYQNGOTG -VVESRK - FAVFFDTEGRLERVD -GDVAVADTSELTTPVAKSRLVDLGTLSGEAADKP
FADDTWYYVYHYKSGRD- -ASITHKELIIHFD-NDQLTKVV-GDYELSEEFNTPLEQSRLPDAPLIEEVEQIDPLI
FDHDTWYYLYOMKRGMAKRGKDFRKELTLHFVDN -RVSEVT -GDFELSEDFNTPLDE
FNNDTWNYVYKLKSGRSK-DFDMKKQF I INFS - NDKLVSAS -GDFEVSDNFNTPFNAPVVETEAANDTELNEEAKA
FDNNTWRYVYSFNKGRS - - -NEQYKSLVINFE-NEKLASIS-GDYEQPENFTTPLEQ

FNSERWVYVYDMNPNEG- - - EPFHKELILDFEDG-QLARLS -GDFDKPENFDTPLEP

FDPNTWYYLYEFQPGRG- - - EKERKELTLTFA-NDRLATVT -GDFPLPAAFHTPL

YNSQTWYYVFLQQRAYE- - - TPVQHTFTVKFDQRGIVTETHL - DKPLPQVSQQGENNTI IETGEKPKSSWWKFWK
FGTNTWFYVFRQQPGHE - - -GVTQQTLTLTFNSSGVLTNI - - -DNKPALSGN

* * .

Sequence alignment of OmlA proteins, carrying the SmpA OmlA domain from various beta and gamma proteobacteria, generated by ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/
clustalW). The signal peptide for lipid attachment is located at the N-terminus and the lipobox with the conserved cysteine is indicated by bold-underline residues. The
recombinant OmlA lacks the signal peptide and the lipobox. Invariable residues are bold-shaded and indicated by asterisks, whereas less conserved residues are shaded
only. The N- and C- termini of some OmlA homologues were trimmed and gaps were introduced to optimize the alignment of Xanthomonas citri NP 641849 with
Xylella fastidiosa NP 299624, Pseudomonas fluorescens YP 257958, Azotobacter vinelandii ZP 00419560, Congregibacter litoralis ZP 01101924, Alkalilimnicola ehrlichei
YP 742740, Methylococcus capsulatus YP 115026, Nitrosococcus oceani YP 343227, Neisseria gonorrhoeae YP 208811, Bordetella pertussis NP 881135, Saccharophagus
degradans YP 528209, Ralstonia metallidurans YP 585117, Burkholderia cenocepacia AF317836 1, Verminephrobacter eiseniae ZP 01402502, Comamonas testosteroni
ZP 01520096, Rhodoferax ferrireducens YP 522035, Chromobacterium violaceum NP 901466, Methylobacillus flagellatus YP 544885, Nitrosomonas europaea

NP 840699, Thiobacillus denitrificans YP 314882, Dechloromonas aromatica YP 284161, Shewanella woodyi ZP 01539876, Pseudoalteromonas atlantica YP 661288,

Colwellia psychrerythraea YP 270489, P:

T, Litarill
i<

ktis YP 339368, Idiomarina baltica ZP 01043971, Aeromonas hydrophila YP 855985, Haemophilus

influenzae NP 438998 and Escherichia coli NP 755021. The secondary structure elements and loops (L) determined in the X. citri OmlA 3D structure are indicated.
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Figure 2

Purification and detection of X. citri OmlA. (A) SDS-PAGE electrophoresis of
increased amounts of recombinant 6xHis-OmlA (~15.7 kDa) after purification
by Ni-affinity followed by ion exchange chromatography and cleavage “C” of
the 6xHis tag with thrombin resulting in a ~13.5 kDa polypeptide (arrow); a
non cleaved “NC” control and the molecular marker “M” are shown. (B)
Western blot of decreased amounts of recombinant OmlA without the 6xHis tag
and samples of whole cell extracts of X. citri grown in LBON medium “M” or
from infected citrus leaves with canker lesions “L". (C) Fluorescence micrographs
showing the transcriptional activation of the omlA/fur promoters in X. citri
isolated from infected citrus leaves, compared with cells grown in culture
medium.

protein sequence alignment revealed a number of other
conserved residues within the SmpA OmlA domain,
such as the QGN motif (residues 14—16) at N-terminus
and a group of aromatic residues in the core of the pro-
tein (see Fig. 1). Interestingly, these residues are con-

DOI 10.1002/prot

served in more than seventy OmlA sequences found in

the databank.

OmlA and fur are coregulated
during citrus infection

To verify that OmlA was produced by X. citri, the
omlA gene was amplified and expressed in E. coli cells
without the signal peptide. Additionally, the cysteine resi-
due of the lipobox was replaced by a serine (see Fig. 1).
The recombinant OmlA, a protein of 118 amino acids
and a predicted molecular mass of 13.6 kDa was purified
by affinity and ion exchange chromatography [Fig. 2(A)]
and used for antibody production. The OmlA antiserum
recognized the purified recombinant OmlA as well as a
single protein of similar molecular mass present in the
cell extracts of X. citri grown in culture media or isolated
from citrus canker lesions [Fig. 2(B)]. These findings
confirm the production of OmlA by X. citri.

Because the omlA and fur genes are located opposite to
each other and share a divergent promoter in the X. citri
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Figure 3

Circular dichroism spectra of recombinant OmlA (15 nM) in 100 mM sodium
phosphate buffer, pH 5.8. (A) Far-UV CD spectrum recorded in a 1-mm optical
path length cell in the wavelength range 190260 nm. (B) Near-UV CD
spectrum recorded in a 10-mm optical path length cell in the wavelength range
250-350 nm.

PROTEINS §

F2

ID: vijayk Date: 27/11/07 Time: 13:45

Path: J:/Production/PROT/Vol00000/070605/3B2/C2PROT070605




J ID: ZTE Customer A ID: 21886 Cadmus Art: PROT21886

Date: 27-NOVEMBER-07 Stage: | Page: 6

M.M.T. Vanini et al.

107 ————————
e =4
%1
G8s
109 @ o a15 RB3NE GUNE. |
< - @
RE3NE
111 61176105 RL'WIENE P o
® QIMNE.
113 R52NE
. 0 0
115 )
G29
o
117
—
g_ s
a2 119
=
& 10
2 11
Q59 g(
— o 10 wm
123 Vg ol g_ - 002 NNt
Q20
s) O Oux
Q10
125 Z V61 89
[ o A%
nusp 773 F75 K9
s A109
127 ° D w A%
1253 Y13 e
W53NE W53 K70Q) e @ A0
© L] ~ nssf E68 "
2 e S
S 1263} Y8
WB4NE T K19
BLe W w W W w  w w W
9.9 94 89 84 79 74 6.9 64
1 )
H (ppm) H (ppm)
) & wt 23 min ) 285 min
m P . R
3l w,‘ ..*. )
P ¢ "g 113} L39
G29 ° * R83
g_m ° - -* . | - Sss ° 144 [
(<X * . ° n21 @ 83 ’ L38
= . - . o vt o
pd % .
0 .. . Q30 E77 F76
e 2. = o o ° °
&5 ° ¢ V81
123} < & 123} v55 126 V82
4 Va8 °
._.' "" ° e o o e 55* nar ° ® s
125} o, 125] 773 ° o
o
.
I s . ”
WSINE W53 K70
129) [ ° o ¢
w0 57 32 7 iz 77 7z G2z 37 7 W7 B 77 7z %0z 7 37 37 ) 77 7T 4
1 1
H (ppm) H (ppm)

Figure 4

(A) "H—""N HSQC spectrum of OmlA. Crosspeaks are labeled with the residues assignment. The spectrum was acquired at 500 MHz using the protein 0.3 mM in 0.1M
sodium phosphate buffer, pH 5.8, at 25°C. Resonances corresponding to F72 and A22 are weak and are not shown. Side chain correlations are represented by horizontal
lines, some were omitted for clarity. Boxes correspond to the expanded areas shown aside. (B) CLEANEX-PM spectrum showing the amides that are solvent exposed. (C)
'"H—""N HSQC of OmlA displaying the assignments of the remaining amides signals after the addition of D,O. For clarity, peaks that are still visible after 285 min are

not labeled in the 23-min spectrum.

genome,30 we investigated whether they were coregu-
lated. Interestingly, in agreement with the higher
amounts of OmlA detected in bacterial cells recovered
from canker lesions [Fig. 2(B)], both omlA and fur pro-
moters showed much higher activities in X. citri grown
in orange leaves than in culture medium [Fig. 2(C)].

Protein characterization

To optimize the NMR experimental conditions, the
OmlA protein was first characterized by CD. The far-UV

6 PROTEINS

CD spectrum of OmlA in sodium phosphate buffer [Fig.
3(A)] is suggestive of a protein presenting random coil
components together with a mixture of 3-sheet and a-hel-
ical secondary structure elements. The near-UV spectrum
[Fig. 3(B)] reveals several bands in the region of 260-300
nm, suggesting the presence of aromatic clusters.

Solution structure of OmIA

Consistent with the CD data, the 'H—"N HSQC
spectrum of OmlA showed good signal dispersion [Fig.
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NMR Solution Structure of OmIA

Table |

Experimental Restraints and Structural Statistics of the 20 Lowest Energy
Structures of OmlA

Distance restraints

Total 1115
Intra-residue (J, i) 588
Sequential (j, i + 1) 306
Medium range (2 < Ii — jl < 4) 90
Long range (li — jl > 5) 131
Distance restraints violations (>0.2 A) 7
Highest distance violation value (A) 0.23
Angle restraints violations (>5°) 0
Average target function value 0.92 + 0.11
Overall RMSD residues (A) Backbone Heavy-atoms
22-88 . 248 + 072 3.45 £+ 0.70
RMSD for structured regions: residues (A)
23-26 0.16 4+ 0.05 1.01 £ 0.20
34-39 0.09 £+ 0.03 0.56 + 0.20
53-57 0.66 + 0.43 1.47 + 0.67
70-76 0.41 +0.10 0.85 £ 0.21
80-86 0.37 £ 0.12 1.25 4+ 0.28
RMSD for loops: residues (A)
27-33 0.39 +0.16 1.48 + 0.21
40-52 0.76 4+ 0.17 1.34 £+ 0.21
58-69 219 + 055 4.38 + 0.56
77-19 0.14 4+ 0.05 1.40 + 0.43
Ramachandran Analysis (residues 22-88)
Residues in most favored regions (%) 64.8

Residues in additionally allowed regions (%)  34.1
Residues in generously allowed regions (%) 1.1
Residues in disallowed regions (%) 0

4(A)] indicating that the protein is folded. All 'H, "N,
and "°C backbone resonances were completely assigned
(BMRB 6797),32 and the resonances of all amides are
indicated in the "H—""N HSQC spectrum [Fig. 4(A)].

The OmlA structure was resolved with the program
DYANA using 1115 distance constraints derived from 3D
'"H—""N—NOESY and 'H—"’C—NOESY. The struc-
tural statistics of the ensemble of the 20 lower energy
structures are shown in Table I and the backbone super-
position is illustrated in Figure 5(A). The analysis of the
data in Table I highlights the good stereochemical fea-
tures of the models. In fact, there are no residues in the
disallowed regions of the Ramachandran plot and the
residues in the generously allowed regions (only 1.1%)
belong to the flexible loops.

The good quality of the structural definition is high-
lighted by the RMSD measured for the 20 selected mod-
els in the folded region. Significantly, if we do not con-
sider the long loop 3 (residues T58-169), the RMSD falls
to 1.01 £+ 0.28 for backbone and 1.84 £ 0.23 for the
heavy atoms.

The structure of OmlA shows the N- and C- termini
unfolded [Fig. 5(A)], with a well structured core charac-
terized by two small a-helices (al: V23-L26; a2: Q34-
L39) and three anti-parallel B-strands (B1: W53-S57; B2:
K70-F76, and B3: Q80-G86) [Fig. 5(B)]. The two a-heli-
ces, that exhibit an antiparallel orientation with respect
to each other, pack against the B-sheet, forming a two-
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layer sandwich architecture [Fig. 5(B)]. It is worth noting
that loop 2, connecting a, with B, contains three pro-
lines, one of which is conserved in the OmlA family (see
Fig. 1), whereas loop 3 is quite long and flexible [Fig.
5(B)], as evidenced by the very high RMSD (Table I).
The analysis of the protein surface [Fig. 5(C)] shows
hydrophilic patches mainly in the region of the B-sheet
and in loop 3, whereas hydrophobic areas are located
particularly at the interfaces between the two a-helices.
Interestingly, the hydrophobic side chains of residues
conserved in the OmlA family (see Fig. 1) face the inte-
rior of the protein forming the hydrophobic core. More-
over, the detection of a network of NOEs involving some
of these residues (F72, F76, Y55, Y88, W53, and W84) is
consistent with the formation of an aromatic cluster that
contributes to the stabilization of the protein (see Fig. 6).

Amide exchange analysis

H/D exchange and CLEANEX experiments were per-
formed using the '>N labeled OmlA to evaluate the com-
pactness of the protein. The CLEANEX-type
"H—""N—HSQC spectrum of OmlA shows numerous
water-NOE correlations [Fig. 4(B)], indicating that a
good number of the amide protons are highly accessible
to water. In particular, they refer to the amide protons
belonging to the loops and to the unfolded regions.

Consistent with the CLEANEX experiments, the H/D
exchange measurements show high exchange rates for
most of the amide protons. The ones protected for lon-
ger than 285 min [Fig. 4(C)] are associated with the re-
sidual globular structure of the folded hydrophobic core.

Taken together, the data suggest a protein structure
characterized by a rather solvent protected hydrophobic
core, while both the loops and the N- and C- termini are
fairly solvent accessible. The comparison of the ratio
between the 'H—'°N—HSQC and the CLEANEX-PM
peak intensities with both the secondary structure pattern
and the plot of the persistence of the amide signals in H/
D experiments (see Fig. 7) shows that the residues
involved in secondary structure are characterized by a
stronger solvent-protection and higher "H—""N—HSQC/
CLEANEX peak intensity ratios, thus confirming the
structural model proposed.

Backbone relaxation data and reduced
spectral density analysis

As expected, the patterns of the '"H—'>N—NOEs [Fig.
8(A), upper panel] and T, [Fig. 8(A), middle panel] val-
ues confirm that the unstructured N- and C- termini are
highly flexible. In particular, residues 2-7, 19, 20, and
97-118 generate negative NOEs, indicating fast backbone
mobility in the pico to nanosecond time scale. Interest-
ingly, residues 10-19, which span the conserved QGN
motif, and residues 61-68 of loop 3 exhibit small (<0.5),
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Figure 5

The 3D structure of OmlA. (A) Superimposition of the backbone atoms of the 20 lower energy structures of OmlA and aside the ribbon representation of the minimum
energy model. (B) Ribbon diagrams of the core domain (residues 16-90) of the minimum energy model. (C) Surface of OmlA. Hydrophilic and hydrophobic areas are
shown in blue and red, respectively. The surface models shown in (C) are in the same orientation as the cartoons shown in (B). The N- and C- termini are indicated.
Figures were produced with PyMol.44
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Figure 6

The hydrophobic core of OmlIA. Ribbon diagram of the minimum energy model
of OmlA core (residues 16-90) colored according to residue hydrophobicity
showing the side chains for which long range NOEs were observed. Hydrophobic
residues are colored in red, hydrophilic residues are in blue and the neutral ones
are in white. The N- and C- termini are indicated. Figures were produced with
PyMol.

though positive NOEs, suggesting that those portion of
the protein are disordered but not as flexible as the N-
and C- termini. Overall, the data point towards a protein
architecture characterized by regions with diverse dynam-
ics.

N relaxation measurements were further analyzed by
reduced spectral density mapping.42 The low values of
J(0), which is sensitive to slow internal motions on the
milli to microsecond time scale, confirm that OmlA is
characterized by flexible termini and by a more rigid
core [Fig. 8(B), upper panel]. This is consistent with the
pattern of J(0.87wy) [Fig. 8(B), middle panel], a parame-
ter sensitive to fast internal motions. In particular, values
of J(0.87wy) higher than the average for the structured
core were found for the residues of loop 3, confirming
its pronounced flexibility. Interestingly, however, the ma-
jority of the residues of loop 3 show unusually large J(0)
values, which may reflect contributions from conforma-
tional exchange,4> a feature that has been suggested to
be important for biological function.46:47

OImA display a BLIP fold

Surprisingly, using the CATH server,48 we found that
the OmlA core has a fold similar to the two 76-residue
domains of the B-lactamase inhibitory protein BLIP (see
Fig. 9), involved in protein binding and inhibition of -
lactamase activity.49>1 The OmlA models could be well
superposed to both BLIP domains [Fig. 9(A)]. In addi-
tion, primary sequence alignments of OmlA with the two
BLIP domains revealed significant sequence similarities
within the OmlA structured core, particularly in the
region comprising the helix—loop-helix [Fig. 9(B)], which
is also the region with the highest degree of identity
shared by the two BLIP domains.49 Moreover, five of the
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residues that are common to OmlA and BLIP not only
are conserved in the OmlA family [Figs. 1 and 9(B)] but
they are also found in similar spatial locations in the 3D
structures of the proteins [Fig. 9(C)]. In addition, it is
worth noting that residue D62 of loop 3 in OmlA
presents a spatial location similar to BLIP D49 [Fig.
9(D)], which forms hydrogen bonds with the B-lacta-
mase catalytic site and blocks the enzyme activity.”0

DISCUSSION

To date, only a few structures of bacterial lipid-modi-
fied proteins have been determined,lS_19 and none of
them are related to OmlA. Here, we present the first
structure of a member of the SpmA/OmlA family from a
bacterial plant pathogen.

OmlA possesses two highly flexible tails and a central
structured region stabilized by a hydrophobic cluster
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Figure 7

Solvent accessibility of backbone amide protons compared with the protein
secondary structure. (A) Secondary structure representation generated by
Procheck™ for one of the lowest energy model of OmlA. (B) Plot of the ratio
between the peak intensities of the 'H—"°>N—HSQC and the CLEANEX-PM
spectra, for each residue. (C) Plot of the persistence time of the amides signals in
the H/D exchange experiment, for each residue.
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Figure 8

Backbone relaxation analysis of OmlA. (A) Plots of 'H-">N NOE (upper panel), T, (middle panel) and T, (lower panel) vs. the protein residues. Values that did not fit
well to the decay function as well as those of residues A22 and F72, which presented weak amide resonance signals, were excluded from the plots. (B) Spectral densities of
backbone motions in nanoseconds/radians calculated from the relaxation data vs. the protein residues. J(0) (upper panel), J(0.870wy) (middle panel) and J(wy) (lower
panel). Measurements have been carried out at 500 MHz, 25°C in 0.1 mM sodium phosphate buffer, pH 5.8.

involving conserved aromatic residues (F72, F76, Y55,
Y88, W53, and W84). Interestingly, this structured core
nearly matches the assigned SmpA OmlA domain, sug-
gesting that, in the OmlA family, the region with the
highest degree of conservation is the folded one. Accord-
ingly, most of the conserved residues in the OmlA struc-
ture are located in or adjacent to regions of secondary
structure.

Backbone dynamics and amide exchange experiments
reveal that residues involved in secondary structure ele-
ments are relatively rigid and solvent protected, whereas
those in the loops as well as in the N- and C- termini ex-

10 ProTEINS

perience a high degree of flexibility and are solvent
exposed. In addition, the '°N relaxation rates and the
reduced spectral density analysis indicate that the protein
exhibits regions characterized by variable internal dynam-
ics and conformational plasticity. Though we recognize
that the protein in its native form is bound to the bacte-
rial membrane, a situation certainly different from our
experimental conditions, we believe that the dynamic fea-
tures of the protein core as well as of the loops may
indeed provide a realistic description of the protein flexi-
bility. In fact, we envisage the protein internal motions as
an essential property to allow the onset of the conforma-
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Figure 9

Superposition of OmlIA (2PXG) and BLIP (2G2U) structures. (A) Two different conformers of OmlA (red and magenta) are superposed to the BLIP domains (light blue).
The N- and C- termini of the proteins are indicated. (B) Protein sequence alignment of OmlA with the two BLIP domains, BLIP-N (residues 1-81) and BLIP-C (residues
82-165 ).49 Identical residues between OmlA and BLIP are denoted by asterisks whereas residues that are conserved in BLIP and are also found among the OmlA
homologs are bold-shaded; the first f-strand of the BLIP-C domain is missing in the OmlA structure and it is bold-underlined. (C) Structural overlay of OmlIA and BLIP
residues that are conserved in the OmlA protein family as shown in (B). (D) Superposition of OmlA with the first BLIP domain showing the position of the side chains of
the OmlA D62 and BLIP D49, both located at the tip of the loops. Figures were produced with PyMol

tional reorientations required during protein—protein
interaction.

Notably, OmlA has a fold similar to the BLIP domains,
which bind tightly to class A B-lactamases. These
domains form a concave polar surface that docks onto a
convex protrusion on the enzyme, while the B-hairpin
loop in domain 1 blocks the active site of the B-lacta-
mase through the action of residue D49.50:51 Remark-
ably, we found that OmlA and BLIP share a number of
structural similarities such as their amino acid sequences
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and fold. In addition, some of the residues that are con-
served in the OmlA family are found in equivalent spatial
positions in the two BLIP domains. The external face of
the OmlA B-sheet is relatively polar and residue D62,
found at the tip of loop 3, appears to correspond to
BLIP D49, which also sits at the tip of a flexible loop.
Thus, on the basis of these results, we hypothesize that
OmlA could interact with one or more proteins of the
cell envelope to stabilize or modulate their activity. How-
ever, since X. citri produces B-lactamases and is resistant
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to B-lactams, it seems unlikely that OmlA may function
as a B-lactamase inhibitor. In fact, the growth of a B-lac-
tamase-producing strain of E. coli was unaffected by the
over-expression of X. cifri OmlA (data not shown).

Gene knock-out studies have indicated a role for BLIP
in cell morphology and sporulation and a hypothesis has
been put forward suggesting that penicillin-binding pro-
teins, which controls cells wall synthesis, could be targets
of BLIPs.>2:53 Notably, the omIA mutants described to
date exhibit alterations in cell wall stability and perme-
ability.20-22 Such a phenotype is observed also in the
oprL mutant, which presents an altered peptidoglycan-
associated lipoprotein (Pal), required for outer mem-
brane integrity and nutrient transport.”* Pal interacts
with the periplasmic protein TolB and the outer mem-
brane OmpA.%> Interestingly, a search in the protein
family databank revealed that proteins of the SmpA/
OmlA family present two types of domain architectures;
one in which the domain is found alone (OmlA) and
another where it is fused to the OmpA domain. Thus,
the SmpA OmlA domain may function as a protein
module involved in protein—protein interaction. As it is
for TolB, Pal, and OmpA, OmlA could interact with a
multi-protein complex that links the peptidoglycan to
the outer membrane. Consistent with this idea is the
recent finding that the SmpA lipoprotein from E. coli
(35% of identity with OmlA) interacts with the YaeT
complex, required for the assembly of outer membrane
proteins.20 This complex, however, does not appear to
be conserved in X. citri, since one of its components,
NIpB,56 is not found in the X. citri genome. Interest-
ingly, only the SmpA OmlA domain is conserved
between the E. coli and X. citri proteins (see Fig. 1), thus
supporting the notion that the SmpA OmlA domain
functions as a module for protein—protein interaction.

The observation that OmlA and Fur are coregulated
from a divergent promoter in X. citri during citrus infec-
tion, suggests that they are required for host colonization
and may be functionally related. In most bacteria, Fur
controls transcription of genes associated to iron uptake
and stress responses.26_28 In Xanthomonas oryzae pv.
oryzae, iron availability is a limiting factor for pathogen
growth,”” nonetheless, a X. oryzae pv. oryzae fur mutant,
which produces siderophores in a constitutive manner,
shows growth deficiency in rice leaves and compromised
antioxidant functions,”8 suggesting that Fur-regulated
genes, not associated to iron uptake, are required during
infection. Accordingly, in X. citri we did not observe sig-
nificant changes in omlA/fur transcription or in OmlA
protein levels in response to iron supplementation or
depletion (data not shown).

In conclusion, the role of OmlA during citrus infection
remains unknown and it is not clear, at this stage,
whether a functional connection between OmlA and Fur
exists. However, as Fur influences transcription of mem-
brane and peptidoglycan proteins such as TolB and Pal>?
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and OmlA may interact with protein complexes like
YaeT,20 it is reasonable to hypothesize that expression of
both OmlA and Fur need to be coupled to allow the as-
sembly of cell wall components required for pathogen
growth during X. citri infection.
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CAPITULOII :
ANALISE FUNCIONAL DO LOCUS omlA-fur E DA PROTEINA OMLA
DE Xac

INTRODUCAO

Paralelamente aos estudos estruturais da proteina OmlA, buscou-se realizar a sua
caracterizagdo funcional no contexto do 16cus omlA-fur (XAC1516-1517). A co-localizagdo
dos genes omlA e fur no genoma de Xac, sendo divergentemente transcritos a partir de
promotores presumidamente sobrepostos, sugeria uma possivel associagdo funcional e/ou
regulatéria entre estes genes. Consequentemente, uma vez que fur codifica o principal
regulador transcricional de genes envolvidos na captag@o de ferro, a proteina OmlA poderia
estar relacionada a homeostase do metal na célula. O fato da proteina Fur exercer sua
autoregulacdo em muitas bactérias (Van Vliet et al., 2000; Delany et al., 2003) também
fornecia outros indicios de que, de alguma forma, a expressdo de fur e os niveis intracelulares
de ferro poderiam afetar a expressao de omlA.

Neste contexto, foram realizados experimentos para obtencdo de mutantes omlA4 e fur
em Xac a partir de estratégias semelhantes a dos mutantes obtidos ja descritos na literatura
para estes genes. Também foram confeccionadas construcdes reporteres fusionando os
promotores as proteinas fluorescentes. As bactérias transformadas foram submetidas a
diversos tratamentos para avaliacio da expressdo génica através da observagdo em
microscopio de fluorescéncia. Buscando-se obter informag¢des adicionais sobre a regulacdo da
expressdo de omlA, realizou-se o ensaio de monohibrido, usando o promotor oml4 como isca.

Uma vez finalizada a estrutura tridimensional em solug¢do, revelou-se que o
enovelamento da proteina OmlA assemelha-se ao da proteina BLIP, um inibidor de [-
lactamases considerado modelo de estudo de interagdes proteina-proteina. Com isso, foram
realizados ensaios in vivo para testar a atividade inibitoria de f-lactamase da proteina OmlA e,
posteriormente, experimentos de pulldown e co-imunoprecipitagdo para buscar um possivel
parceiro de interagdo com OmlA. Apresentamos a seguir estes experimentos complementares
e os seus resultados, discutidos no ambito dos dados disponiveis na literatura e das

informagdes obtidas a partir da analise estrutural.
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MATERIAL E METODOS

Confeccio de Mutantes omliA e fur

A partir do sucesso de Ochsner e colaboradores (1999) na obteng¢do dos unicos
mutantes para o ldcus omlA até entdo relatados no momento de planejamento desse trabalho,
foi utilizada uma estratégia similar para o knockout dos genes omlA e fur em Xanthomonas
citri, baseada na recombina¢do homodloga simples. Os primers utilizados na obtengdo dos
mutantes e genes repdrteres encontram-se descritos na Tabela 1, assim como os vetores

confeccionados nestas etapas estdo listados na tabela 2.

- Mutante omliA

Foi amplificado um fragmento de 258 pb (OmlaANAC) correspondente a uma por¢ao
interna do gene omlA usando-se os primers Xacl1516N2 e OmlaAC, que inclui as bases para
um stop-codon prematuro, conforme o esquema representado na Figura 4. Como template foi
utilizado o vetor pGEM-OmIA. O fragmento foi clonado em vetor pGEM-t para gerar o
plasmidio pGEM-OmlaANAC e confirmado por sequenciamento. Apds digestdo com Sall e
Ndel, o fragmento OmlaANAC foi clonado em pET28a (Novagen), gerando o clone pET28a-
OmlaANAC. O plasmideo pET28a-OmlaANAC foi utilizado em diferentes concentragdes para
transformar aliquotas de 40 puL de células de Xac 306 previamente preparadas para
eletroporacdo de acordo com protocolo convencional, sendo adicionadas mais etapas de
lavagem (Ausubel et al., 1998). Também foi utilizado o vetor suicida linearizado através de
digestdo com Ps/l. Imediatamente apds pulso de 2.48 kV e 50 uF de capacitincia e 100 Q de
resistividade em cubeta de 0.2 cm, as células foram diluidas em 1 mL de LB sem sal e
transferidas para tubo de vidro de 5 mL. As culturas foram mantidas a 28 °C sob agitagio a
200 rpm de 2 h a 3 h e 30 min e plaqueadas em diferentes densidades em meio LB sem sal
contendo 100 pg/mL de ampicilina e 50 pug/mL de kanamicina. Como controle negativo para
possivel integragdo do vetor sem regides homologas no cromossomo bacteriano, as células

foram transformadas com plasmideo pET28a sem insertos.
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Tabela 1: Primers para as constru¢des da Analise Funcional

5’- CCATGGAAACCCACGACCTG-3’

CONSTRUCOES PRIMER FORWARD PRIMER REVERSO
Mutante OmlA” Xacl516N2 OmIAAC
5’-CATATGGCTGGCTCCGGCATCATC-3’ 5"-GTCGACTTCTCAGCGCACGAC -3’
Mutante Fur ~ Xacl517N FurAC

5'CATATGGTTCAGGTGACCG-3’

5’- GAATTCATGGTGCGCTCCTCCAA-3’

Reporter omlA: OmlA-Ncol: Fur-ApalC:
PomlA-EGFP 5’-CCATGGGGGATTAAGTGCTG-3’ 5’-GGGCCCGCACGCGGTAGACC3’
Reporter fur: OmlA-ApalC: Fur-Ncol:
Pfur-EGFP 5’-GGGCCCAGCAACGCGCTGAC-3" 5’-CCATGGGTTCTCCGTTCATT-3"
Reporter oml-/fur: OmlA-Ncol Fur-EcoRI:
EGFP-Pomla-fur- 5’-CCATGGGGGATTAAGTGCTG-3’ 5'-GAATTCTCCGTTCATTGG-3"
DsRed
Gene DsRed Red-EcoRI Red-Hindlll

5-GAAGCTTAAGCTCGAGATC-3’

Tabela 2: Vetores confeccionados para a Analise Funcional

pGEM-OmlIA vetor pGEM com seqiiéncia mutada da orf XAC1516 para expressdo de proteina
OmlA sem peptidio sinal

vetor pGEM contendo seqiiéncia de 258 pb da orf XAC1516 truncada nas por¢des N e
C terminal e incluindo um stop-cddon prematuro

vetor pET28a contendo seqiiéncia OmlaANAC

vetor pGEM contendo sequéncia de 260 pb da orf XAC1517 truncada na porgdo C
terminal incluindo um sfop cddon prematuro

vetor pET28a contendo seqiiéncia FurAC

vetor pGEM contendo o gene da EGFP sob controle do promotor XF0767 da bactéria
Xylella fastidiosa (Barbosa & Benedetti, 2007)

vetor pKX33 contendo o gene da EGFP sob controle do promotor omlA extendido que
inclui sequéncia codante do gene fur

vetor pKX33 contendo o gene da EGFP sob controle do promotor fur extendido que
inclui sequéncia codante do gene omiA

vetor pKX33 contendo o gene da EGFP e da DsRed sob controle da sequéncia
intergénica omlA-fur na direcdo omlA e fur, respectivamente

pGEM-OmlaANAC

pET28a-OmlaANAC
pGEM-FurAC

pET28a-FurAC
pGEMpxf115GFP

pKX33-Pomla-EGFP

pKX33-Pfur-EGFP

pKX33-EGFP-
Pomla-fur-DsREd

OmIAAC
OmlA-ApalC Xacl517N  BamHI
< —>: OmlA-Ncol Nelel
< ‘omlA GTal [A1G fur >
F Xacl516N2 et | FurApaC Furac
ac 4+— :
Bell Fur-Neol

Figura 4: Representagdo do cromossomo de Xac na regido correspondente as orfs XAC1516-
XAC1517 (omlA-fur) com posigdo dos primers a serem utilizados nas constru¢des da analise funcional,
além de alguns sitios de restricdo da seqiiéncia.
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- Mutante fur

Para obtenc¢do do mutante fur a estratégia adotada foi a mesma seguida para confecc¢ao
de mutantes oml4. Amplificou-se um fragmento (FurAC) do gene XAC1517 com os primers
Xacl517N e FurAC, que inclui as bases para um stop-codon prematuro. O fragmento de 260pb
foi clonado em vetor pGEM-t (pGEM-FurAC). O vetor pGEM-FurAC foi digerido com as
enzimas BamHI e Ndel e o fragmento FurAC foi inserido no vetor pET28a previamente
digerido com BamHI e Ndel. Células de X. citri foram transformadas com o plasmidio
pET28a-FurAC para producdo de mutantes fur através de recombinacdo homoéloga, conforme

descrito previamente.

Confeccio e Ensaios com Genes Reporteres para os Promotores PomlA e Pfur

Além da infeccdo em Citrus sinensis descrita no artigo cientifico (Capitulo I, Artigo
IT), as construgdes reporteres dos genes omlA e fur foram submetidas a diversos outros
tratamentos para andlise da atividade dos promotores. Apds os tratamentos, as células de Xac
contendo os vetores pKX33-Pomla-EGFP e pKX33-Pfur-EGFP foram observadas em
microscopio de fluorescéncia Eclipse E600 (Nikon) utilizando filtro B-2E/C FITC. Como
controle negativo da fluorescéncia foram utilizadas células de X. citri selvagens e como
controle positivo foram utilizadas células BL21pLysS transformadas com o vetor
pGEMpxf115GFP, contendo a EGFP sob controle do promotor XF0767 da bactéria Xylella
fastidiosa, constitutivo em E. coli (Barbosa & Benedetti, 2007).

Foram feitos ensaios na presenca de Fe(NH4)2(SO4), € com culturas em meio LB ON
contendo, separadamente, mesilato de desferroxamina, peroxido de hidrogénio, acido
benzodico, diferentes pHs e diferentes antibidticos. Também foram realizados ensaios com
culturas submetidas a crescimento em meio XMV2 (Astua-Monge et al., 1995). Estes

tratamentos foram preparados conforme descrito a seguir.

- Fe(NH4)2(SO4)2
Foram feitos ensaios com Fe(NH)2(SO,), para tentar avaliar efeito da presenca de Fe™
na atividade dos genes omlA e fur. Uma vez que o Fe™” oxida-se rapidamente a Fe™ ¢ o metal

neste estado provoca o quenching da fluorescéncia da EGFP, a solu¢do de Fe(NH4)2(SO4), foi
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diretamente adicionada a suspensdo de células oriundas das diferentes culturas com DOgoonm
igual a 0,6 no momento anterior ao preparo das laminas. As concentragdes utilizadas de
Fe(NH4)2(SO4), foram de 0 mM, 0.5 mM, 1 mM, 2 mM, 5 mM, 10 mM e 20 mM. As células

contendo as diferentes construgdes foram entdo observadas no microscdpio de fluorescéncia.

- Mesilato de Desferroxamina

Foram realizados experimentos na presenca droga Desferal (mesilato de
desferroxamina- Novartis), quelante especifico de Fe™, como estratégia para avaliar o efeito
da auséncia deste metal na atividade dos genes em estudo. As células repdrteres provenientes
de culturas saturadas foram inoculadas numa DOgynm inicial igual 0,6 em meio liquido
contendo kanamicina e aproximadamente 0 mM, 0.4 mM, 2 mM, 9 mM e 18 mM de Desferal
(Pericone et al., 2003). Apds diferentes tempos de incubagdo, aliquotas foram coletadas e

observadas no microscopio, como descrito no item anterior.

- Peroxido de Hidrogénio

As construgdes reporteres também foram submetidas a crescimento na presenca de
H,0,. As culturas saturadas foram inoculadas numa DOgynm inicial igual a 0,6 em meio
liquido contendo kanamicina e 10mM de H,0O, (Pericone et al., 2003; Subramoni & Sonti,
2005) e apds os diferentes periodos de incubagdo, aliquotas foram coletadas para a observagao

em microscopio, como descrito.

- Acido Benzoico

Células de Xac contendo as diferentes construgdes reporteres foram pré-inoculadas a
28°C até a fase de saturagdo. O pré-indculo foi transferido para meio liquido contendo 50
pg/mL de kanamicina e 0 mM, 5 mM, 10mM e 15mM de acido benzdico, numa ODgoonm
inicial igual 0,6 (Reva et al., 2006). Apos 1 h, 2h e 3 h, aliquotas das células foram coletadas,
centrifugadas, lavadas com TBS (20mM Tris-HCl pH 7.5 e 150mM NaCl) (Sambrook &
Russel, 2001) e ressuspensas em agua estéril para observacdo em microscopio de

fluorescéncia.
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- Meio LB ON em diferentes pHs

Para testar o efeito do pH na regula¢do do 16cus omlA-fur utilizando as construgdes
reporteres, previamente foi testado o efeito do pH sobre a fluorescéncia da EGFP. Aliquotas
de EGFP purificada e concentrada foram transferidas a solugdes tampao em diferentes pHs e
os eppendorfs contendo as misturas foram observados sob luz UV a 365 nm. Posteriormente,
as construcdes repodrteres foram crescidos em 5 ml de meio de cultura LB ON a 28°C por 24 h
na presenca dos antibidticos kanamicina e ampicilina. Um ml de cada pré-inoculo foi
transferido para 25 ml de LB ON contendo os antibioticos e preparados nos pHs 7.0, 6.5, 6.0
(equilibrados com tampao fosfato de sodio 0.1 M pH 5.8) e 5.5 e 5.0 (equilibrados com
tampao acetato de sodio 0.1 M pH 5.0). Aliquotas das diferentes culturas foram retiradas em
diferentes tempos e tratadas para observacdo em microscopio de fluorescéncia, como

procedido para os outros experimentos.

- Crescimento em meio XMV2

As células reporteres também foram submetidas a crescimento em meio rico conhecido
como XMV2, considerado mimético do ambiente dos espacos intercelulares das plantas
(Astua-Monge ef al., 2005). Pré-indculos das Xac reporteres foram submetidos a crescimento
no meio descrito em diferentes tempos, assim como foi feito o pré-inoculo diretamente neste
meio. Aliquotas das culturas foram coletadas e as células foram observadas em microscdpio de

fluorescéncia.

- Antibiograma

Discos contendo diferentes antibidticos (Cefar Diagnostica e Oxoid) foram utilizados
na realizagdo de antibiogramas para estudar a possivel ativagdo dos genes omla e fur na
presenca de compostos de diferentes classes através da observagdo em microscopio de
fluorescéncia.

Foram utilizados ao todo 24 antibidticos. Placas foram preparadas com meio LB ON
com volume de 60 mL. Indculos de Xac contendo as construgdes repdrteres com DOgoonm igual
a 0.05 foram plaqueados de forma homogénea no meio solido e os discos de antibidtico
foram dispostos a uma distdncia minima de 4 cm. Apds 48 horas de crescimento em estufa a

30°C, as placas foram fotografadas em captador de imagem sob luz UV a 365 nm para
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observagdo da fluorescéncia e selecdo prévia das células a serem observadas no microscopio.
Posteriormente, células proximas aos alos de inibicdo dos antibidticos selecionados foram
coletadas, lavadas com TBS e ressuspendidas em agua para observacdo da fluorescéncia em
microscopio. A Tabela 3 mostra a relagdo de todos os antibidticos utilizados com a sigla e

concentragdo de cada um.

Tabela 3. Lista dos antibidticos utilizados para ensaios com 0s genes reporteres

Sigla Nome Sigla | Nome

AMI30 | Amicacina 30mg IPM10 |Imipeno 10mg
AMP10 | Ampicilina 10mg MER10 | Meropeno 10mg
SBA20 | Ampicilina + Sulbactano 20mg NET30 |Netilmicina 30mg
AMC30 | Amoxacilina + Ac. Clavulamico 30mg | PPT110 | Piperacilina + Tazobactano 110mg
ATM30 | Aztreonam 30mg TOB Tobramicina 10 mg
CFL30 | Cefalotina 30mg CPM30 | Cefepime 30mg
CFO30 | Cefoxitina 30mg AMOI10 | Amoxacilina 10mg
CRO30 | Ceftriaxona 30mg GEN10 | Gentamicina 10mg
CTX30 |Cefotaxima 30mg CFC30 | Ceflacor 30mg

CIP5 Ciprofloxacina Smg NEO30 |Neomicina 30mg
CLO30 | Cloranfenicol 30mg NIT300 | Nitrofurantaina 300mg
CAZ30 | Ceftazidina 30mg TET30 | Tetraciclina 30mg

Confeccao e Ensaios com Gene Reporter Bidirecional para o Promotor PomlA-fur

Além das construcdes reporteres descritas, foi confeccionado um repdrter bidirecional
duplo, contendo o gene EGFP sob o controle da seqiiéncia promotora de omlA e o gene DsRed
(red fluorescent protein) sob o controle da seqiiéncia promotora de Fur. A seqiiéncia
intergénica de fur/omlA foi fusionada aos genes EGFP e DsRed, conforme etapas a seguir.

O gene EGFP do plasmideo pGEMpxfl15GFP (Barbosa & Benedetti, 2007) foi
removido com as enzimas Ncol e Notl e subclonado no vetor pET28a. Esta construgdo foi
digerida com Xbal e Notfl e o gene EGFP subclonado no vetor pBlueScript. O promotor
furlomlA, amplificado a partir do DNA gendmico de Xac com os primers OmlA-Ncol e Fur-

EcoRl, foi clonado em vetor pGEM-t (pGEM-Pomla-fur). O plasmidio pGEM-Pomla/fur foi
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digerido com Ncol e EcoRI para subclonar o fragmento Pomla-fur no pBlueScript-EGFP,
obtendo-se o promotor Pomla/fur fusionado ao gene da EGFP na direcdo om/A (pBlueScript-
EGFP-Pomla-fur). Para inser¢do do gene da DsRed na dire¢do fur, o gene DsRed foi
amplificado do vetor pDsRed1-C1 (Clontech) com os primers Red-EcoRI e Red-Hindlll. O
fragmento clonado em pGEM (pGEM-DsRed) foi digerido com as enzimas EcoRI e Hindlll e
subclonado no plasmidio pBlueScript-EGFP-pomla/fur, gerando pBlueScript-EGFP-
Pomla/fur-DsRed. O cassete EGFP-Pomla/fur-DsREd foi removido do vetor pBlueScript e
inserido no vetor pKX33, usando-se os sitios Sacl e Kpnl. Células competentes Xac selvagens
foram transformadas com a constru¢do pKX33-EGFP-Pomla/fur-DsRed. Os transformantes
foram crescidos em meio LB ON com os antibioticos apropriados e utilizados para infectar
folhas de Citrus senensis, conforme descrito. Apos 5 a 10 dias, folhas com sintomas do cancro
foram coletadas, seccionadas e incubadas em agua estéril para recuperagdo das bactérias e

observagao em microscopio, utilizando células cultivadas em meio de cultura como controle .

Deteccio da Proteina OmlA em Xac submetida a diferentes tratamentos

- Crescimento na presenca de Acido Benzéico, Desferal e FeCls

Uma cultura saturada de Xac 306 foi inoculada em LB ON acrescido de 15mM de
acido benzoico, 17.8 mM desferal (concentragdo final de 10 mg/mL) e 200 uM FeCls,
separadamente. A DOggonm das culturas foi ajustada para 0,6 e apés 1 h,2 h,3 h,6 he 14 h de
crescimento, aliquotas referentes aos diferentes tratamentos foram coletadas. As células foram
lavadas com TBS e centrifugadas para estocagem a -20°C. As amostras foram ressuspendidas
em tampdo de corrida SDS-PAGE, fervidas a 95°C e aplicadas em gel SDS-PAGE 13%. As
amostras foram primeiramente separadas e visualizadas em gel corado com coomassie-blue
para adicdo de quantidades semelhantes de extratos protéicos dos tratamentos. Posteriormente,
as aliquotas ajustadas foram aplicadas em gel SDS-PAGE 11% para detec¢do da proteina
OmlA nos diferentes tempos e tratamentos por western blot. Os géis foram foram submetidos
a transferéncia para membranas PVDF (Millipore) com tampado de transferéncia (48mM
Tris.base, 39mM Glicina, 0.037% SDS e 20% metanol) por 1 hora a 80 mA. As membranas
previamente bloqueadas em TBS com 5% de leite em p6 foram incubadas com soro anti-

OmlA (1:5000) a temperatura ambiente por 1 h e lavadas com tampao. Apds 3 lavagens de 10
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min as membranas foram incubadas com anticorpo secundario anti-rabbit IgG-peroxidase
(Amersham Biosciences) em diluicdo 1:3000 por mais 1 hora, seguida de lavagens com TBS.
A detec¢do foi realizada utilizando o kit ECL, de acordo com as instrugdes do fabricante

(Amersham Biosciences).

Ensaio de Mono-hibrido

No ensaio de mono-hibrido realizado buscou-se identificar fatores que se ligassem a
sequéncia promotora extendida do gene omlA (PomlA), ou seja, que compreende a regido
intergénica entre as ORFs oml4 e fur mais trecho que compreende a regido codante de fur
(correspondente 2 mesma sequéncia fusionada ao gene EGFP, utilizada nos experimentos
anteriores, vide figura 4). Para tanto, utilizamos a biblioteca genomica de Xac gentilemente
cedida pelo Prof. Dr. Chuck Farah e o kit para ensaio de mono-hibrido da Clontech
(MACHTMAKER One Hybrid System). Para execu¢do deste ensaio, contamos com a
colabora¢do do graduando da UFRJ Guilherme de Oliveira, bolsista do “Programa de Verao”
do LNLS.

A biblioteca gendmica de Xac dispde os fragmentos do genoma da bactéria fusionados
ao dominio de ativagdo GAL4 no vetor pOAD, e o kit baseia-se no gene repdrter HIS3 do
vetor pHISi, que pode ser ativado pelo dominio GAL4. Assim, colonias plaqueadas em meio
sem histidina sd crescerdo se o gene HIS3 for ativado. Para reduzir o efeito da ativagdo do
HIS3 a partir do promotor minimo presente na sequéncia, certas quantidades de 3-AT (3-
amino-1,2,3-triazol), um inibidor do HIS3, devem ser usadas. As colonias que crescerem na
presenga do 3-AT deverdo ter uma expressdo significativa do HIS3 e mais dificilmente se
tratardo de falsos positivos.

Para realizag¢ao do ensaio, foram seguidas as seguintes etapas descritas a seguir.

- Preparacio do vetor pHISi contendo a sequéncia alvo PomiA

Primeiramente, a sequéncia PomlA foi inserida no vetor pHISi nos sitios Sacl e Sacll
para direcionar a expressdo do reporter sob controle do PomlA. Insertos PomlA foram ligados
em vetor pPGEM-t para selecdo da direcdo apropriada do inserto. Os clones foram selecionados

partir de PCR com os primers FurApalC e T7 e os plasmideos pGEM-Pomi4 e pHISi foram
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submetidos a digestdo dupla Sacl/Sacll. A construcdo pHISi-PomiA (Sacl/Sacll) foi
confirmada por sequenciamento e posteriormente submetida a digestdo com X#ol (Promega)

para linearizag¢do do plasmideo.

- Preparacio de YM4271 competentes para transformacio e integracio do vetor

pHISi-Pomla

As leveduras foram preparadas de acordo com protocolo para transformagdo pelo
método PEG-LiAc (Yeast Protocol Handbook, Clontech). As leveduras competentes foram
transformadas com cerca de 1 pg de vetor pHISi-Pomla seguindo as recomendag¢des do kit e
do protocolo mencionado e plaqueadas em meio YPD (yeast extract, peptone, dextrose) sem
histidina e sem uracila (-his -ura). Apds cerca de 4 a 5 dias, clones recombinantes com o vetor
integrado ao genoma e expressando o HIS3 basalmente foram selecionados através das marcas

de sele¢do nutricional do vetor pHISi.

- Screening de YM4271-pHISi-Pomla com 3-AT

Os clones YM4271-pHISi-Pomla selecionados foram repicados em meio minimo SD
(synthetic defined) -his -ura primeiramente contendo 0, 20, 40 e 60 mM de 3-AT e
posteriormente contendo 0, 60, 80, 90 e 100 mM de 3-AT. O crescimento dos clones foi
avaliado ao longo dos dias e a concentragdo adequada para conter a expressao basal do HIS3

assim como o0s clones mais sensiveis ao 3-AT foram selecionados.

- Transformacao de YM4271-pHISi-PomlA com biblioteca gendomica de Xac

Primeiramente, foram testados protocolos de transformagio de leveduras mais eficientes
para obter um ensaio de mono-hibrido o mais representativo possivel. Utilizando o vetor
pOAD purificado para teste, foi adotado o protocolo High Efficiency (Gietz & Woods, 2002).
O clone YM4271-pHISi-PomiA selecionado foi preparado de acordo com protocolo
mencionado e cerca de 200 ng de DNA da biblioteca gendomica de Xac foram utilizados para
transformar a linhagem recombinante, num total de 10 reagdes. Cada reagdo foi divida em 2
placas e os produtos foram plaqueados em meio SD -leu (sem leucina, marca do pOAD) -his -
ura adicionado de 100 mM de 3-AT, em placa de 60 mL. Apos cerca de 4 a 5 dias as coldnias

mais proeminentes foram selecionadas.
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- Extracio de DNA plasmidial, transformacio em DH10B e sequenciamento

As colonias selecionadas da transformacdo com a biblioteca foram repicadas em meio
SD -leu -his -ura e sem 3-AT. Em seguida foram inoculadas separadamente em meio liquido
SD -leu -his -ura em placa de 96 pogos mantida sob agitacdo a 30°C, 300rpm, por 16h,
seguindo o protocolo de Sambrook & Russel (2001). A placa foi centrifugada a 2700 rpm a
4°C por 5 min. e o sobrenadante descartado. Duzentos pl de rescue buffer foram adicionados e
a placa foi agitada, novamente centrifugada e o sobrenadante descartado. Foram adicionados
0.5 pl de liticase (2mg/ml) e 10 ul de RNAse (0.2 mg/ml), incubando-se por 1 h a 37° C.
Adicionou-se 5 ul de SDS 10%, agitou-se e incubou-se a temperatura ambiente por 5 min.
Foram entdo adicionados 20 pl de acetato de potassio 3M e a placa mantida a -80°C por 15
minutos. Apds descongelar, a placa foi centrifugada nas mesmas condigdes anteriores e 24 pl
do sobrenadante foram transferidos para outra placa de 96 pogos. Foram adicionados 84 pl de
isopropanol, agitou-se e manteve-se por 5 min. a temperatura ambiente. Em seguida
centrifugou-se a 4000 rpm por 30 min. e o pellet foi lavado com etanol 70% e ressuspendido
em 10 pl de tampao TE 1x. A solugdo de DNA plasmidial foi utilizada para transformacao de
células de E. coli DH10B através de choque térmico e os plasmidios foram novamente
purificados através de kit convencional de miniprep (Qiagen) para serem submetidos a
sequenciamento. As seqiiéncias génicas da biblioteca de Xac foram inseridas no vetor pOAD
no sitio da endonuclease Pvull, localizado logo apos o sitio EcoRI. Para nossas analises,
consideramos o sitio da enzima EcoRI como ponto de partida e frame +1. As seqiiéncias dos
clones foram analisadas no programa Chromas Pro e foram langadas no Genebank com o

intuito de encontrarmos ORFs para proteinas regulatdrias do 16cus omlA-fur.

Ensaios de Co-Expressao OmlA e B-Lactamase

- Co-transformacio de BL21pLysE com pGEM e pET28-OmlA

Com o intuito de verificar se a superexpressdo da proteina OmlA afeta a atividade da
B-lactamase na resisténcia ao antibidtico betalactdmico ampicilina, células de E. coli
BL21pLysE foram co-transformados com os vetores pBlueScript, contendo o gene da -

lactamase apenas, e pET28-OmlA, contendo a mesma sequéncia para expressdo da proteina

49



OmlA recombinante estudada. Coldnias BL21pLysE-pBlueScript-pET28-OmlA obtidas foram
pré-inoculadas em meio LB contendo os antibidticos apropriados e o pré-indculo foi
posteriormente diluido para uma densidade 6tica a 600 nm (ODggonm) igual a 0,025. Cem pL
desta cultura foram aplicados em placas com 20 mL de LB so6lido contendo 40 pg/mL de
kanamicina e 10, 20, 40, 80 ¢ 100 pg/mL de ampicilina, na presenga e na auséncia de 0.4 mM
de IPTG para indugdo ou nao da super-expressdo da proteina OmlA. Como controle, células
BL21pLysE foram co-transformadas com os vetores pBlueScript e pET28 ndo dispondo de

nenhuma ORF sob controle do promotor T7.

- Antibiogramas

Discos contendo diferentes antibioticos foram utilizados na realizagdo de
antibiogramas para estudar o efeito da super-expressdo da proteina OmlA na resisténcia a
diferentes antibidticos relacionados, ou ndo, a atividade da B-lactamase. Foram utilizados ao
todo 21 antibidticos divididos em placas por grupos de P-lactamicos 1, B-lactamicos 2 e
inibidores de P-lactamase, e aminoglicosideos, sendo este ultimo grupo utilizado como
controle negativo. As placas foram preparadas com 60 mL de meio LB, na presenga ¢ na
auséncia de 0,2 mM de IPTG para indugdo ou nio da super-expressdo da proteina OmlA.
Indculos de BL21pLysE-pBlueScript-pET28-OmlA com ODgyonm de 0,025 foram plaqueados
de forma homogénea no meio sélido e os discos de antibiotico foram dispostos a uma
distAncia minima de 4 cm. As culturas foram crescidas em estufa a 37°C por 24 h. A tabela 4
mostra a relagdo por grupo de todos os antibidticos utilizados com a sigla e concentragdo de
cada um.

Os testes também foram realizados na presenga de lactose para inducdo da expressdo
da proteina OmlA, utilizando os discos dos grupos betalactamicos 1 e aminoglicosideos.
Culturas de BL21pLysE-pBlueScript-pET28-OmlA e de BL2I1pLysE-pBlueScript-pET28
foram espalhadas nas placas, que desta vez foram preparadas para uma quantidade final de 20
mM de lactose ao invés de IPTG.

Para verificacdo da expressdo da proteina OmlA, amostras das culturas plaqueadas
foram coletadas e ressuspensas em tampao SDS-PAGE para corrida de eletroforese em gel de

acrilamida 13 %.
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Tabela 4. Lista dos antibidticos utilizados para teste de efeito da superexpressio de OmlA na
sensibilidade aos mesmos

Sigla | Nome |Sigla | Nome

BETALACTAMICOS 1

AMP10 | Ampicilina 10mg CFO30 | Cefoxitina 30mg

AMOI10 | Amoxacilina 10mg CRO30 | Ceftriaxona 30mg

CFL30 | Cefalotina 30mg CTX30 | Cefotaxima 30mg

CFC30 | Ceflacor 30mg CAZ30 | Ceftazidina 30mg
BETALACTAMICOS 2 E INIBIDORES

CPM30 | Cefepime 30mg AMC30 | Amoxacilina + Ac. Clavulamico 30mg
IPM10 | Imipeno 10mg SBA20 | Ampicilina + Sulbactano 20mg
MERI0 | Meropeno 10mg PPT110 |Piperacilina + Tazobactano 110mg
ATM30 | Aztreonam 30mg

AMINOGLICOSIDEOS

NEO30 | Neomicina 30mg CLO30 | Cloranfenicol 30mg

GEN10 | Gentamicina 10mg NET30 | Netilmicina 30mg

AMI30 | Amicacina 30mg TOB 10 | Tobramicina 10 mg

Experimentos de PullDown

Os ensaios de pulldown foram realizados como estratégia para buscar um possivel
parceiro de interacdo com a proteina OmlA proveniente do extrato protéico total de
Xanthomonas. A proteina OmlA foi purificada conforme protocolo estabelecido descrito em
artigo cientifico (capitulo I, artigo II), eliminando-se a etapa de clivagem da cauda de
histidina. Cerca de 1,5 mg de proteina OmlA recombinante pura contendo cauda 6XHIS na
sua por¢do N-terminal foram utilizados para saturar 250 pL de resina NiNTA (Qiagen) pré-
equilibrados com tampdo Tris-salina para pulldown com 20 mM de Imidazol. O tampao
contendo 25 mM de Tris-base e 100 mM de sal em pH 7.5 foi utilizado para ao mesmo tempo
evitar a interacdo inespecifica com a resina e a inibi¢do de interagdes proteina-proteina. A
proteina foi incubada com a resina em tubo eppendorf a 4 °C sob agitagao delicada por cerca
de 16 h. A mistura foi entdo aplicada em coluna de gravidade e submetida a lavagem com 10
volumes de coluna com tampao Tris-salina para pulldown com 20 mM de Imidazol. O extrato
protéico total de Xanthomonas foi preparado a partir de uma cultura de 500 mL em meio LB
sem sal contendo 100 pg/mL de ampicilina com DOgponm 0.6. As células foram coletadas por
centrifugacdo, lavadas duas vezes com tampdo TBS pH 7.5 e ressuspensas em 20 mL de

tampao Tris-salina para pulldown com 20 mM de Imidazol. Foram adicionados 100 pg/mL de
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lisozima e 0,5 % de Nonidet P-40 (USB Biochemicals) e apdés 30 min de incubacdo no gelo
adicionou-se 1mM de PMSF. As células foram sonicadas em 20 pulsos de 20 secs e o material
insoluvel ou ndo lisado foi separado por centrifugacdo a 18000 g por 30 min. O extrato solavel
foi filtrado a 0.45 pum e aplicado primeiramente numa coluna de afinidade a niquel contendo 2
mL de resina NiNTA (Qiagen) pré-equilibrada com 10 volumes de coluna de tampao Tris-
salina para pulldown contendo 20 mM de Imidazol. Apos passagem do extrato pela coluna
num fluxo de 0.3 ml/mim, o volume coletado foi aplicado na coluna saturada com a proteina
OmlA-HIS num fluxo de 0.3 ml/mim. Esta 2* coluna foi entdo lavada com 30 volumes de
coluna de tampao Tris-salina para pulldown contendo 20 mM de imidazol, seguida de lavagem
com 15 volumes de coluna com tampao contendo 50 mM de imidazol e eluicdo em 8 volumes
de coluna com tampdo contendo 300 mM de imidazol. As amostras coletados durante as
etapas do procedimento foram submetidas a eletroforose em gel de SDS-PAGE 13 %. As
fragdes correspondentes a co-eluigdo da proteina OmlA com outras proteinas foram
concentradas em speed vac e submetidas a corrrida eletroforética. Apds andlise do gel, as
bandas de interesse foram excisadas e submetidas a tratamento com tripsina, seguindo o
método classico de digestdo em gel (Rosenfeld ef al., 1992) para posterior identificacdo de
peptideos através de espectrometria de massas. Os peptideos foram analisados pelo sistema
MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption and ionization — time of flight) em colaborac¢ao

com o laboratorio de Espectrometria de Massas do LNLS.

Experimentos de coimunoprecipitacio

Ensaios de co-imunoprecipitacdo também foram realizados afim de buscar possiveis
parceiros de interacdo com a proteina OmlA. Foram seguidos diferentes protocolos, descritos
por Sklar et al. (2007), que descreve a co-imunoprecipitacdo do complexo YaeT de E. coli,
Tsai et al. (2002) e Lee et al. (2000), que co-imunoprecipitaram proteinas de membrana de
Xanthomonas, e do fabricante Bethyl Labs, que descreve um protocolo basico do
procedimento (www.bethyl.com). Para cada protocolo foram utilizados 200 mL de cultura de
Xac com DOgonm 1gual a 0.6, cujas células foram centrifugadas e lavadas 3X com PBS pH 7.5.

Num primeiro procedimento (Tsai et a.l, 2002; Lee et al., 2000), as células foram

ressuspendidas em 4 mL de tampdo TBS pH 7.4, incubadas com 100 pug/mL de lisozima e
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mantidas no gelo por 25 min. Apds adicdo de 1 mM de PMSF as células foram rompidas com
10 pulsos de 10 secs em sonicador e o material ndo lisado foi separado por centrifugacdo a
4300 g por 10 min. O sobrenadante foi centrifugado a 20000 g por 1 h para precipitagcdo das
membranas e o pellet foi ressuspenso em 20 mM de tampao fosfato de sédio pH 7.4 contendo
2 % de Triton X-100, 150 mM de NaCl e 20 % de glicerol e incubado por 45 min a 4°C sob
agitacdo delicada. A suspensdo foi centrifugada a 20000 g por 45 min e ao sobrenadante,
divido em 2 aliquotas, foram adicionados soro de coelho anti-OmlA (1:500) e soro de coelho
pré-imune (1:500). A reagdo foi incubada a 4°C por aproximadamente 16 h sob agita¢do
delicada.

Outra aliquota de cultura de Xac foi tratada de acordo com Sklar et al. (2007). As
células foram ressuspendidas em 4 mL de tampao TBS pH 7.4 contendo 1 % de zwitergent
(ZW3-12, Sigma), 100 pg/mL de lisozima, 50 pg/mL de DNAsel e 50 pg/mL de RNAsel e
incubadas no gelo por 25 min. Apds a adi¢do de 1 mM de PMSF, as células foram rompidas
por sonicagdo em 10 pulsos de 10 secs e o lisado centrifugado a 18000 g por 5 min. O
sobrenadante foi divido em 2 aliquotas e incubado com soro de coelho anti-OmlA (1:500) e
soro de coelho pré-imune (1:500) por aproximadamente 16 h a 4°C, sob agita¢do delicada.

De acordo com o terceiro protocolo (Bethyl Labs), as células de Xac foram
ressuspendidas em 4 mL de tampao de lise contendo 50 mM de Tris pH 8.0, 25 mM de NaCl,
SmM de EDTA pH 8.0 e 0,5 % de Nonidet P40 (Sigma) e incubadas no gelo por 25 min apo6s
adi¢do de 100 pg/mL de lisozima. Adicionou-se 1mM de PMSF e as células foram rompidas
por sonicagdo. O material soluvel foi recuperado por 5 min de centrifugacdo a 10000 g e
dividido em duas aliquotas para incubagdo com soro anti-OmlA e soro pré-imune, da mesma
forma que para os outros procedimentos.

As reagdes de imunoprecipitagio foi adicionada proteina A conjugada com resina
(Protein A Sepharose beads, Amershan) previamente lavada, equilibrada e preparada a 20 %
com os respectivos tampdes de lise. A proteina conjugada foi adicionada as reagdes numa
razdo 1:5 entre solug¢do de proteina A e volume de reacdo de imunoprecipitacdo. As reagdes
foram incubadas por cerca de 2 h e 30 min a 4°C sob agita¢do delicada e lavadas 5x com os
respectivos tampdes de lise, sendo que Tsai et al. (2002) e Lee et al. (2000) utilizam um
tampao de lavagem (tampdo fosfato de sodio pH 8.0, 0,5 % de Triton X-100 e 10 % de

glicerol). Apds as lavagens, as amostras foram ressuspendidas em cerca de 50 pL de tampao
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para SDS-PAGE e submetidas a eletroforese em gel de acrilamida 13 %. Foram feitos géis em
duplicata para coloragdo com coomassie-Blue e para confirmacio da precipitagdo da proteina
OmlA através de Western Blot (Sambrook & Russel, 2001). As bandas de interesse foram
excisadas do gel de acrilamida corado com coomassie-blue para tratamento e identificacdo das

proteinas por espectrometria de massas, conforme descrito anteriormente.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Confeccio de Mutantes

As andlises funcionais de um gene em geral requerem o isolamento de mutantes por
knockouts especificos, que sdo empregados na confirmacdo do papel fisiologico dos provaveis
produtos génicos de uma determidada orf. Com as construgdes para promover recombinacao
homologa entre porcdes truncadas das sequéncias omlA e fur e seus respectivos genes
selvagens em Xac, esperava-se obter mutantes com alto potencial informativo para estes
genes. No entanto, apds inumeros experimentos de transformacdo para gerar os knockouts,
nenhum mutante foi selecionado, apesar da disponibilidade de plasmideos suicidas em alta
concentrag@o e de protocolo de eletroporagdo eficiente, ndo havendo dificuldade, por exemplo,

para inserc¢ao dos vetores tipo pKX33 nas células de Xac.

A aplicacdo de técnicas de substituicdo gé€nica em espécies do género Xanthomonas
tem se restringido a poucas linhagens ou patovars, como por exemplo X. campestris e, em
muitos casos, as outras espécies sdo muitas vezes aparentemente refratarias a transformacgao
com DNA plasmidial exdgeno (Atkins et al. 1987, White & Gonzales 1991, Ferreira et al.,
1995). No entanto, em outros laboratorios a obtencdo de mutantes em Xac tem apresentado
sucesso através de estratégias de dupla recombinagio aliadas a sele¢do baseada na sensibiliade
a sacarose por meio da marca sacB (Katzen et al., 1999; Prof. Dr. S. C. Farah, comunicagdo
pessoal). Assim, considerando que a freqliéncia de recombinacdo diminui a medida que a
regido de homologia também diminui, as curtas sequéncias de homologia inseridas nos vetores

suicidas podem ter contribuido para o nosso insucesso na obten¢do dos mutantes.

No entanto, os primeiros mutantes oml/A relatados na literatura foram gerados em
Pseudomonas aeruginosa a partir de uma estratégia semelhante e com o uso de sequéncias de
291 pb (Ochsner et al., 1999). O Gnico mutante fur descrito para o género Xanthomonas
também foi produzido através de recombina¢do homdloga simples em X. oryzae pv. oryzae,
utilizando um fragmento interno a orf compreendendo 268 pb. E recentemente foi relatada a

obtencdo de um mutante para o locus omld em Xanthomonas campestris pv. phaseoli
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utilizando um plasmidio suicida contendo um fragmento de apenas 170 pb como regido de

homologia (Fuangthong et al., 2007).

Até o momento ndo existe uma explicagdo clara para o entendimento da dificuldade de
transformagdo da linhagem de Xac 306, mas a presenca de sistemas de restricdo e modifica¢do
capazes de degradar DNA exdgeno tem sido relatada para o caso de outras espécies de
Xanthomonas (de Feyter & Gabriel, 1991). Além disso, estudos prévios falharam na obtengao
de mutantes para o gene fur em Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus ducreyi e Neisseria
gonorrhoea (Carson et al., 1996; Prince et al., 1993; Thomas & Sparling, 1996), indicando

que para muitas bactérias fur é essencial para a sobrevivéncia.

Devido as dificuldades em se obter os mutantes para o locus omlA-fur, decidiu-se
realizar a andlise funcional deste locus através de outros meios. As estratégias alternativas
basearam-se na utilizagdo de genes repdrteres assim como de anticorpos contra a proteina
OmlA para a avaliar os possiveis sinais desencadeadores da ativacdo da expressdo destes

genes.

Analise da Atividade dos Promotores PomiA e Pfur Através dos Genes Reporteres

A proteina fluorescente verde EGFP (enhanced green fluorescent protein) do
organismo Aequorea victoria ¢ amplamente utilizada como um marcador fluorescente nio
invasivo para expressdo génica, localizagdo celular e direcionamento de proteinas
intracelulares (Chalfie et al., 1994; Gerdes & Kaether, 1996). Uma vez que ndo foram obtidos
mutantes para os genes omlA e fur, a fusdo dos promotores destes genes a proteina EGFP
constituiu-se como uma das principais ferramentas para os estudos funcionais. As células de
Xac transformadas com os vetores pKX33-Pomla-EGFP e pKX33-Pfur-EGFP foram
submetidas a diferentes tratamentos para estudar a atividade dos genes omlA e fur.

Como previamente descrito (capitulo I, artigo II), em condi¢des de crescimento em
meio de cultura estes promotores estdo pouco ativos. Apos a infec¢do nas folhas de Citrus, as
bactérias recuperadas contendo as construgdes repdrteres mostram um aumento significativo
na atividade de ambos os promotores (figura 2C do artigo II no capitulo I). O dado sugere que
os genes sdo co-ativados e que as proteinas Omla e Fur devem ter um papel importante

durante o processo de infecg¢do e estabelecimento do patéogeno na planta. Uma vez que ambos
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genes foram expressos durante a infec¢do na planta, buscou-se estudar que tipo de sinal
presente no tecido hospedeiro induz a expressao de omlA e fur.

A hipdtese inicial sugeria o envolvimento direto do l6cus omla-fur na homeostase de
ferro, uma vez que a proteina Fur ¢ o principal regulador do metabolismo deste metal em
diversas bactérias (Escolar et al., 1999; Ratledge & Dover, 2000; Fuangthong & Helmann,
2003). Considerando que a disponibilidade de ferro em tecidos hospedeiros ¢ considerada
limitada (Neidlands, 1995) e nos locais de interagdo entre plantas e microbios € muito baixa
(Loprasert et al., 1999), a escassez de ferro foi inicialmente testada como o potencial
desencadeador da ativacdo dos genes durante a infec¢cdo na planta. A baixa disponibilidade de
ferro foi mimetizada através do crescimento das bactérias repdrteres em meio de cultura na
presenga de Desferal. A droga contém desferroxamina, um quelante utilizado para remover o
excesso de ferro do organismo, capaz de formar complexos com ions trivalentes do metal. A
presenca de diferentes concentragdes do quelante em meio de cultura, no entanto, ndo resultou
num aumento da fluorescéncia da EGFP em comparacdo com as culturas sem adi¢do de
Desferal, indicando que a escassez de ferro ndo promove a ativacido da expressdo de omlA e
fur em Xac (ndo mostrado).

O paradigma classico de atuacdo do fator Fur descreve que a proteina sob condi¢des de
suficiéncia de ferro associa-se ao metal e na sua forma complexada reprime os promotores que
regula. A insuficiéncia de ferro na célula deve ocasionar a desrepressao destes promotores, em
geral de genes envolvidos na captacdo do metal. Nestas condigdes, portanto, ndo ha
necessariamente um aumento na expressdo da proteina Fur. A proteina OmlA, por sua vez,
deveria apresentar um aumento na sua expressdo caso exercesse algum papel na aquisi¢cdo do
metal, o que néo foi indicado pelos resultados.

Foram entdo realizados ensaios na presenga de excesso de ferro como meio para
avaliar a correspondéncia da regula¢do por Fur em Xac ao panorama classico, no qual altas
concentragdes de ferro induzem a expressdo de Fur para ligagdo aos promotores que reprime.
Os experimentos para simular condi¢des de excesso de ferro estavam condicionados a
limitacdo do repdrter utilizado devido ao fendmeno de quenching da fluorescéncia. Por esta
razdo, foi utilizada solugdo de Fe(NH4)»(SO,), para evitar que o Fe™ “apagasse” a
fluorescéncia. Nestes tratamentos também ndo se observou a ativagdo dos promotores

fusionados a EGFP, indicando que o gene fur em Xac nio parece estar diretamente associado a
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repressao dos sistemas de captacdo de ferro e que o gene omlA tdo pouco parece fazer parte
dos sistemas de estocagem ou efluxo do metal (ndo mostrado).

Em contraste com o paradigma classico que descreve a atividade repressora dos
sistemas de captacdo de ferro, a regulagdo génica mediada pelo fator Fur descrita na literatura
¢ bastante complexa e diversificada. Fur regula a expressdo tanto de promotores reprimidos
quanto ativados pelas concentracdes de ferro (Delany et al., 2001), podendo atuar
positivamente na regulagdo de outros promotores (Niederhoffer ez al., 1990; Hall & Foster,
1996) e promover sua autoregulacdo (Delany et al., 2002; Delany et al., 2003). Além disso,
Fur regula a transcri¢@o ndo apenas de genes associados ao metabolismo de ferro, mas também
de genes de resposta ao estresse oxidativo (Hasset et al., 1996), de fatores de viruléncia
(Litwin & Calderwood, 1993), tolerancia a acidez (Bijlsma ef al., 2002) e expressdo de fatores
sigma alternativos (Ochsner & Vasil, 1996).

O tnico mutante fur descrito no género Xanthomonas foi produzido em X. oryzae pv.
oryzae (Subramoni & Sonti, 2005). Este mutante apresenta baixa viruléncia e
hipersensibilidade a perdxido de hidrogénio. A deficiéncia no processo de infec¢do em folhas
de arroz por parte deste patdgeno parece ocorrer devido a sensibilidade ao estresse oxidativo.
Tratamentos na presenga de mesmas quantidades de H,O, utilizadas em X. oryzae foram
realizados em Xac contendo as construgdes reporteres, mas também ndo resultaram na
ativacdo dos promotores fur e/ou omlA (n2o mostrado).

Outro fator relacionado a complexa regulagdo génica mediada pelo fator Fur € o
estresse acido induzido pelo pH (Bijlsma ef al., 2002). O efeito do pH 4cido na regulacdo do
locus omlA/fur foi avaliado através da exposicdo das culturas reporteres a diferentes pHs e em
diferentes tempos. No entanto, o estresse acido ndo exerceu um efeito na atividade destes
promotores, uma vez que ndo foi detectado um aumento na fluorescéncia da EGFP através da
observagao em microscopio (ndo mostrado).

Em paralelo, foi recentemente identificado através de sensibilidade ao estresse acido-
organico por benzoato, um mutante omla em Pseudomonas putida (Reva et al., 2006). O
benzoato de s6dio é um 4cido organico comumente utilizado na conservag¢do de alimentos.
Acidos organicos controlam a proliferagio de microorganismos pois penetram facilmente no
citoplasma onde liberam protons e acidificam o pH, causando morte celular (Comes &

Beelman, 2002). Curiosamente, a produ¢do de 4cido benzdico pode ser induzida em plantas
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apo6s a infecgdo por patogenos (Chong et al., 2001) e os compostos fendlicos produzidos em
plantas sob condi¢des de infecc¢do podem atuar como defensivos antimicrobianos e sinais
para o desenvolvimento de resisténcia (Dixon, 2001). E interessante notar que Reva e
colaboradores (2006) detectaram outro mutante que apresentava sensibilidade ao acido
benzdico. Trata-se de um mutante fepA. A proteina de membrana FepA (ferric enterobactin
receptor) de E. coli ¢ um transportador de enterobactina - um sideroforo especifico de E. coli
que quela fons Fe™ de forma altamente eficiente (Buchanan et al., 1999). O fato de ambos
mutantes apresentarem o mesmo fendtipo sugeria mais uma vez a possivel associa¢do da
proteina OmlIA com a captag@o ou efluxo de compostos relacionados ao metabolismo de ferro.
Neste contexto, o acido benzoico foi testado em culturas de Xac contendo as células
reporteres, mas o estresse acido-organico também ndo provocou a ativacdo dos promotores
(ndo mostrado).

O primeiro mutante omla descrito na literatura, por sua vez, apresentou maior
susceptibilidade a varios antibidticos, incluindo acido nalidixico, rifampicina, novobiocina e
cloranfenicol (Ochsner et al., 1999). As células reporteres foram entdo crescidas na presenga
de alguns destes antibidticos, dentre varios outros. A figura 9 mostra as placas com as
bactérias reporteres crescidas na presenca dos discos de diferentes antibidticos identificados
por siglas (vide tabela 3, Material e Métodos). As células dos alos referentes aos antibioticos
amicaxina, netilmicina, tobramicina e gentamicina que, no caso de ambos os reporteres,
pareciam apresentar alguma fluorescéncia, foram selecionadas para observagdo no
microscopio. A tetraciclina é um antibidtico que normalmente fluoresce dentro da célula, por
isso, as células crescidas na presenga deste antibiotico ndo foram consideradas. A observagao
no microscopio mostrou que as células submetidas ao tratamento com os antibidticos nado
fluoresceram diferente do controle e que portanto a presenca deste compostos nio esta
relacionada a ativagdo dos genes em estudo.

Uma vez que até entdo a ativagdo dos promotores foi detectada apenas durante o
processo de infeccdo em folhas de citrus, as células reporteres também foram submetidas ao
crescimento no meio de cultura XMV2. Este meio ¢ descrito como sendo mimetizador do
ambiente dos espagos intercelulares da planta (Astua-Monge et al., 2005). As células foram
submetidas a crescimento em XMV2 por um periodo de até 24 a 28 horas, mas tdo pouco

nestas condi¢des se detectou um aumento na fluorescéncia das células repdrteres (ndo
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mostrado). De fato, Astua-Monge e colaboradores (2005) ndo relacionam os genes omlA ou
fur dentre aqueles que sdo superexpressos ou reprimidos na sua andlise por microarray da

cultura de Xac crescida em XMV?2.

Figura 5. Culturas de Xac transformadas com os genes reporteres em placas de LB ON contendo
discos de diferentes antibidticos (para as siglas verificar tabela 3) fotografadas sob luz UV a 365 nm.

Analise da Expressao da Proteina OmlA em Xac

Paralelamente aos experimentos com o0s genes reporteres, realizamos a analise da
expressdo da proteina OmlA através de Western Blot. Uma vez que os niveis de atividade do
promotor omla sdo relativamente baixos e por isso a fluorescéncia do gene repdrter ndo ¢

muito intensa, buscamos facilitar a analise através da deteccdo da proteina OmlA em culturas
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de Xac. Além disso, experimentos envolvendo excesso de ClsFe, inviaveis com os genes
reporteres devido ao fendmeno de quenching da fluorescéncia pelo ferro, foram possibilitados.

A figura 6 mostra os resultados da detec¢do da proteina OmlA em culturas de Xac
submetidas a crescimento na presenga de acido benzdico, desferal e cloreto de ferro. A
expressdo da proteina OmlA por Xac na presenga de acido benzodico e ClsFe aparentemente
ndo difere da expressdo em condi¢cdes de crescimento em meio LB ON. No entanto, a
indisponibilidade de ferro promovida pela presenca do quelante Desferal parece diminuir os
niveis de proteina. O resultado deve estar relacionado a um efeito do Desferal na diminui¢ao
do metabolismo celular como um todo. A andlise mostra que a expressdo da proteina nao ¢
aumentada sob as condi¢des estudadas, reforcando a idéia que a proteina OmlA ndo estd
envolvida nos mecanismos de captago, estocagem ou efluxo de ferro ou de compostos como

0 benzoato.

Figura 6: Western blot contra a proteina OmlA de Xac utilizando extratos protéicos totais de células de
Xac crescidas em diferentes numeros de horas (h). Os tratamentos foram em LB ON (C), e LB ON
adicionado de 15 mM de acido benzdico (AB), 17,8 mM de Desferal (D) e 200 uM de cloreto de ferro
(Fe).

Os resultados obtidos estabelecem que os genes omla e fur sdo expressos em niveis
basais em condi¢des de crescimento em meio de cultura, sendo ambos ativados durante o
processo de infec¢do em Citrus e que, portanto, devem ter papel importante na patogenicidade
de Xac. fur e omla, no entanto, ndo sdo ativados na presenca de elementos relacionados a
homeostase de ferro, nem em condi¢des sob as quais, em alguns organismos, estes genes
parecem estar envolvidos. Assim, ndo foi possivel identificar os fatores que regulam
positivamente o promotor e o tipo de sinal que deve desencadear a ativagdo dos genes em Xac
durante o processo de infecgdo. Por outro lado, os dados parecem sugerir que talvez em Xac

este cluster ndo esteja diretamente envolvido com o metabolismo de ferro.
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Os resultados aparentemente contrastantes sao, na realidade, consistentes com os dados
disponiveis na literatura. As fungdes associadas aos genes omlA e fur até entdo descritas sdo,
na sua maioria, derivadas dos fendtipos observados nas cepas mutantes com delecdes para
estes genes. O mutante oml4 em P. aeruginosa foi submetido a diversos tratamentos e
apresentou maior susceptibilidade a detergentes anidnicos e a antibidticos estruturalmente nao
relacionados (Ochsner et al.,1999). Mas neste estudo também foi utilizada uma construgdo
reporter fusionando o promotor oml4 ao gene lacZ. Esta construcdo foi submetida as varias
condigdes ja& avaliadas através dos mutantes, inclusive a presenga dos detergentes e
antibidticos. Curiosamente, assim como foi observado para o genes reporteres de omlA e fur
em Xac, também ndo foi constatada uma regulagcdo positiva do promotor e tdo pouco foi
detectada uma resposta estresse-especifica que induzisse a ativacio do reporter.

A expressdo de omlA e fur também foi monitorada no nivel transcricional em P.
aeruginosa atraveés de ensaios de RNase protection por Ochsner e colaboradores (1999). Os
resultados obtidos sdo ainda mais relevantes quando comparados com o nosso estudo, pois em
condi¢cdes de excesso ou escassez de ferro os niveis de RNAm de ambos genes em P.
aeruginosa se mostraram inalterados ao longo do tempo. Além disso, Ochsner e colaboradores
(1999) relatam que as concentragdes celulares de ambas proteinas OmlA e Fur permaneceram
constantes ao longo do crescimento bacteriano e ndo responderam as mudangas de
temperatura, tensdo de oxigénio ou concentracdo de ferro. Os genes mostram uma expressao
constitutiva mas, a partir dos dados de uma série de fusdes com /acZ, os autores sugerem que
os mesmos devem estar associados a um sistema de regulacdo positiva, com a atuagdo de
ativadores transcricionais. No caso de Xac, estes ativadores poderiam estar desempenhando
seu papel durante a infec¢do em citrus.

E importante ressaltar, por outro lado, que Fur é descrito como regulador transcricional
em resposta a ferro em P. aeruginosa (Ochsner & Vasil, 1996). Portanto, o fato de um
regulador de transcri¢do ndo apresentar maiores niveis celulares em resposta a determinadas
condi¢des aparentemente ndo exclui a sua participacdo na regulacido deste estresse. Sabe-se
que a concentrag@o intracelular da proteina Fur ¢ normalmente alta e que o gene Fur é em
geral muito expresso (Watnick et al., 1997; Zheng et al., 1999), o que estd de acordo com o
padrao de fluorescéncia observado para o nosso repdrter fur, sempre maior quando comparado

com o reporter omlA (figura 2B do artigo II, capitulo I). Em ultima instincia, portanto, a

62



regulagdo por Fur ndo dependeria de maiores niveis de expressdo da proteina. Num modelo de
atuacdo mais global, em contraste com o paradigma cléssico de Fur, € o status da proteina com
seu co-fator metalico, o que estd invariavelmente associado as concentragdes intracelulares de
ferro, que regula uma mudanga entre conformagdes com afinidades alteradas a diferentes
operadores sequéncia-especificos (Delany et al., 2001; 2002). Assim, de maneira geral,
quando complexado a ferro, Fur liga-se a operadores do tipo repremidos por ferro, enquanto
que quando estd desassociado de ferro liga-se a operadores do tipo ativados por ferro. Por
outro lado, a proteina Fur e as concentrag¢des intracelulares de ferro devem possuir uma série
de atividades regulatérias que ndo necessariamente se sobrepdem, uma vez que além do
sistema classico de repressdo dependente de ferro associado ao fator Fur sdo observados
padrdes de regulacdo variados, incluindo a indug¢fo da expressdo génica por ferro e Fur,
regulacdo por ferro independente de Fur e, por outro lado, regulagdo por Fur independente de
ferro (Mey et al., 2006).

Além disso, no estudo em P. aeruginosa, Ochsner et al. (1999) concluem que ndo ha
associacdo entre os genes omlA e fur, apesar da organiza¢do gendmica nesta bactéria,
semelhante a Xac, sugerir uma correlagio funcional ou regulatéria entre estes genes. Os genes
omlA e fur de P. aeruginosa sio expressos simultaneamente de maneira constitutiva, apesar do
curto espagamento intergénico, ¢ os niveis das proteinas OmlA e Fur ndo exercem influéncia
na expressao de omlA e fur, excluindo a possibilidade de regulagdo cruzada do tipo trans entre
omlA e fur nesta bactéria.

Esta abordagem também ¢ respaldada por Fuangthong e colaboradores (2007), num
artigo que foi publicado durante a finalizacdo do nosso trabalho. O grupo obteve um mutante
omlA em Xanthomonas campestris pv. phaseoli, o primeiro para o género Xanthomonas, €
também buscou determinar se Fur regulava a expressao de om/A4. Assim como o mutante omlA
em P. aeruginosa, este mutante oml4 em X. campestris pv. phaseoli apresentou sensibilidade
a uma série de compostos nio relacionados: antibidticos de diferentes grupos e SDS, além do
composto oxidante menadiona. Andlises de primer extension em X. campestris pv. phaseoli
indicaram que regido intergénica omla-fur contém promotores sobrepostos nos quais os sitios
de iniciacdo da transcricdo separam-se por apenas 27 pb. A inativa¢do ou superexpressdo de
fur, assim como a presenca de quelantes de ferro, ndo afetou a transcri¢do de omlA, como

indicaram os niveis de RNAm de oml/4 medidos num mutante fur, no tipo selvagem contendo
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um plasmideo superexpressando fur e no tipo selvagem na presenga de quelantes de ferro (a
obten¢do do mutante fur é relatada, mas a descricio do mesmo ndo estd publicada até o
presente momento).

Um mutante smpA — homologo omlA em E. coli — foi também recentemente relatado
(Sklar et al., 2007). Este mutante ndo afetou a viabilidade da bactéria no meio de cultura mas
apresentou, da mesma forma, deficiéncias associadas ao compromentimento da integridade da
membrana. Em E. coli, no entanto, a co-localizagdo omlA-fur ndo se observa no genoma,
assim, o aspecto de associacdo funcional ou regulatéria entre estes genes nao foi avaliado.
Sklar e colaboradores (2007), por outro lado, identificaram a proteina SmpA como um novo
membro do complexo protéico YaeT, previamente caracterizado pela presenca da proteina
integral de membrana externa YaeT e associacdo das lipoproteinas YfgL, YfiO e NIpB (Wu et
al., 2005). O complexo, fundamental para sua sobrevivéncia bacteriana, estd envolvido na
insercdo de proteinas do tipo barril-f na membrana externa bacteriana (Wu et al., 2005). O
fragmento periplasmatico do componente principal do complexo, a proteina YaeT, ela propria
uma proteina integral de membrana do tipo barril-B, teve recentemente sua estrutura
cristalografica elucidada (Kim et al., 2007). A estrutura da por¢do periplasmatica sugere que o
conjunto de dominios associados a transporte de polipeptidios (POTRA domains) de que ¢
constituido o fragmento, se dispde de forma a proporcionar uma arquitetura para a organizagao
das lipoproteinas componentes da maquinaria (Kim ef al., 2007). A proteina SmpA, homologa
a OmlA, apesar de ndo ser essencial, desempenha importante papel na estabilidade e fun¢do do
complexo através da interacdo com outras proteinas do complexo — YfiO e NlpB. Apenas as
proteinas YaeT e YfglL sdo amplamente observadas nas bactérias, e em Xac ndo ha um
homdlogo da proteina NlpB, um dos membros do complexo que em E. coli se liga diretamente
justamente a SmpA. Mas ¢ importante ressaltar que mutantes duplos em smpA4 e qualquer
outro membro do complexo tornam a bactéria inviavel (Sklar et al., 2007).

A hipersensibilidade dos mutantes om/A a antibidticos com diferentes mecanismos de
acdo, SDS (Ochsner et al., 1999; Fuangthong et al., 2007) e menadiona (Fuangthong et al.,
2007) estd de acordo com esta recente descoberta e deve estar associada a um papel geral da
proteina OmlA na manuten¢do da integridade da membrana externa.

Apesar do sucesso na realizacdo dos knockouts, infelizmente Fuangthong ez al. (2007),

assim como Ochsner et al. (1999), ndo avaliam a perfomance dos mutantes om/A durante o
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processo de estabelecimento dos patdgenos nos seus hospedeiros. Sabe-se, inclusive, que os
homdlogos OmlA de bactérias que infectam animais estdo associados ao processo de infec¢ao,
sendo frequentes alvos para o desenho de vacinas (Alcon et al., 2003; Bunka et al., 1995
Gerlach et al., 1993). Além disso, a regulacdo positiva da OmlA de Actinobacillus
pleuropeumoniae sob a indugdo de fluido da lavagem bronquealveolar fornece indicios do
envolvimento da proteina na viruléncia (Jacobsen ef al., 2005).

Apesar da indisponibilidade de mutantes, os nossos resultados, por sua vez, indicam
que em Xac tanto fur quanto omlA exercem um importante papel durante o desenvolvimento
da bactéria na planta e que durante a infec¢do eles sdo co-regulados por um sistema
independente de ferro. A sua importancia para a sobrevivéncia do patdgeno na planta deve
estar associada ao envolvimento deste genes numa rede mais ampla de respostas ligadas ao

estresse que, particularmente, sdo ativadas durante o processo de infecgao.

Ensaios com Gene reporter de PomlA-fur ou Pbidirecional

Os promotores omlA (PomlA) e fur (Pfur) ativados durante a infec¢do de Xac em citrus
continham, além da porg¢do intergénica omlA/fur, sequéncias codantes dos genes fur e omlA,
respectivamente. Com o intuito de verificar a participagdo das regides flanqueadoras que
correspondem as regides internas das orfS na regula¢do do locus omlA-fur, assim como a
atividade deste promotor minimo, utilizamos um reporter bidirecional contendo a curta
sequéncia intergénica fusionada a EGFP na dire¢do da transcricdo de omlA4, e a DsRed, na
dire¢do de fur.

Em relacdo a atividade do promotor minimo na dire¢do omlA4, medida pela EGFP, as
células do meio de cultura apresentaram um padrdo de fluorescéncia semelhante ao ja
observado no caso do reporter com o promotor extendido. No entanto, ao contrario do
esperado, ndo foi observada nenhuma fluorescéncia no comprimento de onda especifico da
proteina DsRed, sendo que ja havia sido constatada uma maior atividade do Pfur em relagdo
ao PomlA, mesmo em condi¢des de crescimento em meio de cultura. O repdrter bidirecional

recuperado de folhas de citrus infectadas também ndo apresentou fluorescéncia da DsRed,
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enquanto que maior nivel de expressdo da EGFP em relagdo ao controle foi observado, como
esperado (Figura 7 A e B).

Pode-se concluir que a proteina DsRed obtida do vetor pDsRed1-C1 (Clontech) ndo ¢
um reporter adequado para Xac e provavelmente para outras bactérias. A sua fluorescéncia nio
deve ter sido detectada muito provavelmente porque a proteina nio foi enovelada ou expressa
adequadamente na célula bacteriana. De fato, ndo se atentou para o fato da DsRed proveniente
do vetor em questdo tratar-se de uma proteina tetramérica, adequada para expressio em células
de mamiferos.

No entanto, notou-se que os niveis de fluorescéncia da EGFP no caso do reporter com
promotor minimo foram inferiores se comparados ao reporter com PomlA extendido (Figura 7
B e C). E provavel que o promotor minimo seja suficiente para a atividade do locus, mas
sequéncias internas as orfs, sobretudo no caso do PomlA, devem exercer um papel na ativagao

deste promotor.

Figura 7. Microscopia de fluorescéncia de células de Xac contendo o reporter pKX33-EGFP-PomlA-
fur-DsRed e cultivadas em meio de cultura (A) ou recuperadas de folhas de citrus (B), e células de Xac
contendo o reporter pKX33-Pomla-EGFP recuperadas de folhas de citrus.

Consistentemente, em P. aeruginosa Ochsner et al. (1999) obtiveram resultados
semelhantes através do reporter /acZ sob controle da sequéncia intergénica omla/fur fusionada
a por¢des de diferentes tamanhos da orf fur adjacente. A expressdo 6tima do gene oml4 em P.
aeruginosa requer a presenga de cerca de 250 pb upstream ao elemento —35 mapeado neste

promotor. Com isso, 0s autores sugerem mais uma vez a existéncia de dominios de ativagdo

66



cis para a expressdo de omla, e também de fur, que estdo localizados dentro das sequéncias
codantes do respectivo gene adjacente.

Os genes fepA e fes de E. coli, envolvidos na captacdo de siderdforo, possuem
promotores sobrepostos de forma similar a omlA-fur e sdo regulados por Fur (Hunt et al.,
1994). Curiosamente, apesar do nivel de atividade entre os promotores ser diferente, o estudo
da sua regulagdo sugere que a distribui¢do espacial dos elementos regulatérios dentro da curta
sequéncia intergénica permite a ligagdo simultanea da RNA polimerase a ambos promotores e
promove a sua regulacdo coordenada (Escolar et al, 1998). Assim, a atividade destes
promotores ¢ totalmente independente, mas a mudanga entre ativagdo e repressdo da
transcri¢do ocorre em ambos os genes coordenadamente.

A andlise da regido intergénica XACI1516-1517 mostra com maior detalhe a
sobreposi¢do dos promotores omlA e fur em Xac (figura 8). Nesta por¢do foi possivel
identificar a presenca de dois palindromes. Curiosamente, um deles compreende os provaveis
elementos — 35 de ambos os promotores, mas as buscas em bancos de dados ndo o
assemalham a nenhuma sequéncia regulatoria conhecida. O outro, proximo a provavel regido —
10 do promotor omlA, se assemelha a sequéncia de ligacdo do repressor @ que controla o
nimero de copias de uma familia de plasmideos estavelmente mantidos em bactérias Gram-
positivas (Weihofen et al., 2006), o que parece funcionalmente bastante distante. No entanto, a
ligacdo de um repressor nesta sequéncia poderia explicar a menor atividade do Pomla em

relacdo ao Pfur, mas contraria a hipotese da regulagdo positiva através de ativadores.

<+
omlA 10
..CATCGGGGATTAAGTGCTGAGGAAATCACGCCGATGATACACTT

-35
CCGCCIGGTCGCCGCGACACGTTTGATGGCAGCTGGCGCTAAATCG

-35 -10

CCAATGAACGGAGAACGTATG...
SD fur

Figura 8. Seqiiéncia de nucleotideos do promotor bidirecional omlA-fur com as provaveis regides -10,
-35 (sublinhadas) e Shine Dalgarno (SD). Os ATGs iniciais estdo em italico e a dire¢do da transcri¢do
de ambos os genes esta indicada por setas. Nas caixas estao indicados os palindromes identificados.
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Curiosamente, como pode-se observar melhor na figura 9, que dispde o Pomla na
direcdo 5°-3’, nos provaveis elementos —35 e —10 se encontram sequéncias semelhantes ao
modelo de promotor ativado pelo fator sigma E (") validado para E. coli (Rhodius et al.,
2006). O modelo, extraido de Rhodius et al. (2006), pode ser visualizado na figura 10. Apesar
de ndo apresentar os motivos na sua sequéncia completa, nos provaveis elementos do PomlA

de Xac se observam os nucleotideos de maior consenso do modelo.

fur 35

CATACGTTCTCCGTTCATTGGCGATTTAGCGCCAGCTGCCATCAAACGGGTCGCGGCGACCGGCGG
AAGTGTATCATCGGCGTGATTTCCTCAGCACTTAATCCCCGAT,

i omiA

Figura 9. Sequéncia de nucleotideos do promotor/sequéncia intergénica oml/A-fur na direcdo de
transcricdo de omlA. Estdo identificados os ATGs de cada gene na sua dire¢do de transcricdo, os
elementos —35 e —10 hipotéticos em italico e negrito, e em vermelho e sublinhado as sequéncias
semelhantes ao modelo de promotor reconhecido pelo fator sigmaE em E. coli (Rhodius ef al., 2006),
que pode ser observado na figura 10.
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Figura 10. Logotipo do modelo de promotor reconhecido pelo fator sigmaE em E. coli, com os
motivos caracteristicos identificados (extraido de Rhodius ez al., 2006).

O fator 6", juntamente com outras vias de transdugdo de sinal, controla a expressio de
genes envolvidos na resposta ao estresse do envelope celular (Dartigalongue ef al., 2001). Sob
condi¢bes de alteracdes na estabilidade estrutural de proteinas de membrana, o fator ¢~ &

liberado no citoplasma onde interage com a RNA polimerase, direcionando a expressdo do
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regulon o= (Dartigalongue et al., 2001). A indugdo de fatores sigma alternativos ¢ uma
importante estratégia em bactérias para a sobrevivéncia diante do estresse ambiental. Estima-
se, inclusive, que haja uma correlagdo entre o nimero de fatores sigma alternativos numa
bactéria e a complexidade do seu habitat. Assim em Mycoplasma sp, patogenos intracelulares
obrigatério, ndo ha fatores sigma alternativos, em E. coli, que habita um ambiente
relativamente constante, mas também sobrevive in vitro, ha 6, e Streptomyces coelicolor, que
habita o solo, ambiente hostil e sujeitos a constantes mudangas, possue 62 fatores sigma
alternativos (Rhodius et al., 2006).

Curiosamente, todos os membros do complexo YaeT de E. coli, exceto o gene smpA,
homoélogo de omlA, foram identificados através do perfil de transcricdo da bactérias
superexpressando o fator 6" (Rhodius ef al., 2006). De acordo com Rhodius e colaboradores,
smpA estd dentre aqueles genes que apresentam o promotor modelo, mas ndo sio
significativamente regulados por . Mas em estudos prévios, smpA ja foi identificado como
membro do regulon o* (Rezuchova et al., 2003).

A participacdo de omld e smpA no regulon o" estaria de acordo com os fenotipos
apresentados por mutantes nestes genes, uma vez que os principais membros do regulon c"
identificado em E. coli estdo envolvidos nas vias de formagdo e insercdo de proteinas de
membrana externa na bicamada (Rhodius et al., 2006). Comparando o modelo proposto em
outros genomas organismos, ¢ muito interessante ressaltar que este estudo também conclui que
a maioria dos genes potencialmente regulados por " entre diferentes bactérias compartilham
um tema comum: a adaptagdo do organismo as condi¢des encontradas quando a bactéria

interage com seu hospedeiro.

Ensaio de Mono Hibrido

O sistema de mono-hibrido é um ensaio genético in vivo que fornece as ferramentas
necessarias para o isolamento de novos genes que codificam proteinas capazes de ligar a uma
determinada seqiiéncia alvo no DNA. Esse sistema se baseia na descoberta de que diversos
ativadores transcricionais em eucariotos sdo formados por dominios de ligagdo ao DNA e

dominios de ativag@o. O sistema mono-hibrido se assemelha ao sistema de duplo hibrido que
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identifica proteinas que interagem entre si, no entanto, ele se baseia numa interagdo do tipo
DNA-proteina para ativar o gene repOrter. Dessa forma, qualquer seqiiéncia regulatoria do
DNA pode ser utilizada como isca para a deteccdo de proteinas que possuam dominios de
ligagdo que reconhegam essas seqiiéncias.

Assim, este ensaio pode fornecer informagdes valiosas sobre potenciais fatores
regulatérios de sequéncias de DNA especificas, sobretudo daquelas sobre as quais se dispde de
pouca informac¢do funcional, como é o caso do promotor oml/A. As analises com os genes
repérteres sugeriram que este promotor poderia ser regulado por ativadores transcricionais ou
poderia ser alvo de fatores sigma alternativos associados a respostas a condi¢des de estresse.

Esta técnica, no entanto, implica num rigoroso controle, através do inibidor 3-AT, da
expressdo basal do gene HIS3 integrado ao seu promotor minimo e a sequéncia de DNA isca,
para evitar que falsos positivos mascarem os resultados.

No ensaio realizado, apos obtermos as linhagens recombinantes de YM4271 contendo
o vetor pHISi-PomlA integrado ao genoma, os clones selecionados foram submetidos ao
screening com 3-AT para se definir a concentragdo ideal do inibidor que barrasse a expressao
basal do gene HIS3. Os resultados mostraram que mesmo em altas concentragdes do inibidor
3-AT, ao contrario do esperado, o HIS3 permanece ativo. A estringéncia do screening foi
aumentada e os clones selecionados deste foram submetidos a crescimento na presenca de até
100 mM de 3-AT, quantidades superiores as recomendadas pelo fabricante do kit (Figura 11).

Ainda assim, deciciu-se selecionar um clone para submeter a transformag¢do com a
biblioteca gendmica de Xac. A linhagem recombinante YM4271-pHISi-PomiA selecionada e
competente foi transformada com a biblioteca e a reagdo gerou muito mais clones do que o
esperado, caracterizados, na sua maioria, por colonias de formato pequeno que foram surgir
cerca de 4 dias apds o plaqueamento. Paralelamente, a reagdo controle plaqueada em meio sem
3-AT gerou menos clones do que o esperado a partir do protocolo estabelecido.

Os resultados pareceram indicar que as colonias recombinantes selecionadas com 3-AT
se tratavam de falsos positivos. Ainda assim, decidiu-se selecionar as colonias mais
proeminentes e que surgiram primeiro para dar prosseguimento ao experimento. O DNA total
extraido de parte dos clones selecionados foi diretamente utilizado na transformagao de células
de E. coli, a partir das quais, entdo, foi possivel recuperar o vetor pOAD de 21 dos 40 clones

(figura 12).
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Figura 11. Screening com 3-AT dos clones recombinantes YM 4271-pHISi-Poml/A mostrando placas
com meio SD-his-ura e quantidades crescentes de 3-AT, asteriscos indicam clone selecionado.
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Figura 12: Gel de agarose 0.8 % com padrio eletroforético de plasmidios pOAD contendo biblioteca
de Xac oriundos de YM4271-pHISi-PomiA

Apoés a analise de todos os clones seqiienciados, ndo conseguimos nenhuma orf que
codificasse uma proteina regulatéria potencial para o locus omlA-fur. Na realidade, ndo foi
encontrada nenhuma orf completa e no mesmo frame de leitura do vetor pOAD, comprovando
que os clones selecionados tratavam-se de falsos positivos.

O sistema mono-hibrido empregado sob controle do Pom/A apresentou problemas pois
esta sequéncia de DNA transativou fortemente o gene reporter HIS3, o qual ndo foi
satisfatoriamente inibido com o uso do 3-AT. Aliado a isso, a baixa eficiéncia de

transformagao tornou remota as chances de se isolar um possivel regulador da sequéncia alvo.
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Analise de Inibicio da B-lactamase pela Proteina Omla

A estrutura obtida por RMN para a proteina OmlA revelou caracteristicas muito
interessantes (artigo II, capitulo I). Dentre elas, o core enovelado da OmlA se mostrou
semelhante aos dominios da proteina beta lactamase inhibitory protein (BLIP) que se liga
especificamente a proteina [-lactamase, responsavel pela resisténcia a antibidticos
betalactdmicos. A principio, a revelagdo mostrou-se paradoxa, uma vez que a bactéria Xac ¢
resistente a ampicilina e outros antibidticos betalactimicos. Por outro lado, a BLIP
complexada a TEM-1 B-lactamase constitui um dos modelos mais estudados de interagdo
proteina-proteina (Reichman ez al., 2005). A estrutura em solug@o da proteina OmlA, assim,
sugere que a molécula interaja com outra(s) proteina(s), ndo atuando como inibidor de [-
lactamase.

Como ensaio preliminar in vivo para verificar se a proteina OmlA de Xac apresentava
uma possivel atividade inibitdria de B-lactamase, células expressando beta-lactamase e super-
expressando OmlA foram produzidas. De acordo com nossa hipdtese, esperava-se que o efeito
da super-expressdo da OmlA ndo afetasse a atividade da P-lactamase e a resisténcia a
ampicilina.

A figura 13 mostra células de BL21pLysE-pBlueScript-pET28-OmlA crescidas sob
diferentes concentragdes de ampicilina, na presenca e na auséncia de IPTG. A figura indica
que, a principio, a expressdo de OmlA aumenta a sensibilidade a ampicilina de células que
expressam também a P-lactamase. Aparentemente, o dado contrariou a nossa hipotese e

sugeriu que a superpexpresssdo de OmlA afetou a atividade da B-latacmase.

0 mM IPTG 0.4 mM IPTG 0 mM IPTG 0.4 mM IPTG

AMP20 pg/mL ¢ TRESTAMP 40 pg/mlL

Figura 13: Células BL21pLysE-pBlueScript-pET28-OmlA crescidas na presen¢a de 20 e 40 pg/mL de
ampicilina com ou sem 0.4 mM de IPTG
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Utilizando discos de antibioticos, o clone foi entdo crescido na presenca de outros
compostos ndo P-lactdmicos e o mesmo efeito de maior susceptibilidade quando a OmlA ¢
super-expressa sob indu¢do de IPTG foi observado (ndo mostrado). A partir disso, deduziu-se
que as concentragdes de IPTG em meio solido € que deveriam estar afetando o crescimento
inicial da cultura. O mesmo experimento foi realizado na presenca de 20 mM de lactose como
indutor da expressdo de OmlA, utilizando como controle uma cepa BL21pLysE-pBlueScript-
pET28. A figura 14 mostra os resultados deste experimento e comprova que a expressio da
OmlA ndo exerce efeito na atividade da beta-lactamase, uma vez que os halos de
susceptibilidade sdo equivalentes, independentemente da cepa expressar ou ndo a OmlA e
mesmo no caso de antibidticos ndo beta-lactamicos. Além disso, através do gel de SDS-PAGE
(figura 15) comprovou-se que a OmlA de fato estava sendo super-expressa na presenca de

lactose, mas realmente isso ndo afetou a susceptibilidade aos antbioticos.

0 mM LACTOSE 20 mM LACTOSE 0 mM LACTOSE 20 mM LACTOSE

~

BETALACTAMICOS 1

AMINOGLICOSIDEOS

BL21pLysE-pBlueScript-pET28-OmlA BL21pLysE-pBlueScript-pET28

Figura 14. E. coli co-expressando OmlA e beta-lactamase na presenca de antibidticos betalactdmicos e
aminoglisidicos: células super-expressando OmlA (pET28-OmlA) ou ndo (pET28) sob indugdo de 20
mM de lactose crescidas em meio LB a 37°C contendo discos de diferentes antibidticos; os algarismos
referem-se as canaletas do gel da figura 15.
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Figura 15. Gel SDS-PAGE 13 % com perfil de expressdo protéica de células referentes ao
experimento de co-expressio OmlA e B-lactamase. Os nimeros 1 a 8 se referem as celulas das
diferentes placas, identificadas na figura 14. As setas indicam a banda referente a proteina OmlA.

Os experimentos realizados e os seus resultados mostraram que a proteina OmlA nao
posssui atividade de inibi¢do da B-lactamase. Assim, propomos que a semelhanga estrutural
entre OmlA e BLIP estd relacionada a presenga de um motivo estrutural que favorece a
interagdo entre proteinas.

BLIP é uma proteina exocelular de 17.5 kDa produzida pelo organimo Streptomyces
clavuligerus, uma bactéria Gram-positiva filamentosa de solo, conhecida por sua capacidade
de produzir metabodlitos com propriedades antibioticas e inibitorias de B-lactamases (Wendy et
al., 2001). Sabe-se que a proteina BLIP inibe a enzima B-lactamase TEM de forma ndo
covalente (Doram et al., 1990), mas outras fungdes relacionadas a BLIP sdo ignoradas. Uma
vez que as P-lactamases sdo naturalmente encontradas no periplasma das bactérias Gram-
negativas, elas sdo inacessiveis a proteinas exocelulares e, por isso, ndo podem ser os alvos
naturais das BLIPs. Por outro lado, o fato das BLIPs formarem complexos estaveis com [3-
lactamases implica que os seus alvos ou parceiros naturais sdo estruturalmente semelhantes a
estas enzimas, como sugerem Lim et al. (2001).

Curiosamente, os estudos com mutantes b/ip relacionam estas proteinas com elementos
da parece celular. Os fendtipos indicam um papel destas proteinas no processo de esporulagio,
podendo funcionar como componentes de uma via de sinalizagdo para iniciar o processo de
esporulagdo (Kang et al., 2000; Lim et al., 2001). A similaridade entre as estruturas 3D da
beta-lactamase TEM-1 e das proteinas ligadoras de penicilina (penicillin binding protein -
PBP), ¢ apontada como indicio de que as PBPs poderiam ser um alvo da proteina BLIP, uma
vez que as PBPs regulam a sintese da parede celular e portanto sua inibicdo poderia ser

necessaria durante a esporulagdo (Lim et al., 2001). No entanto, a interagdo BLIP-PBP nunca
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foi demonstrada, mas estas informacdes reforcam a idéia de que a proteina OmlA esteja

envolvida em interagdes com outras proteinas.

Pull Down e Coimunoprecipitacao

A hipdtese sugerida pela semelhanga estrutural entre as proteinas BLIP de OmlA, que
se demonstrou através da determinagdo da sua estrutura, levou a busca por possiveis parceiros
de interagdo com OmlA no extrato protéico de Xac. Para tanto, realizamos experimentos de
pulldown e coimunoprecipitacdo. Estas metodologias poderiam, com uma relativa eficiéncia,
fornecer resultados rapidamente, mas nenhuma proteina foi identificada através das técnicas
empregadas.

Em ambos ensaios foi possivel isolar candidatos a partir dos géis de acrilamida que
separaram as proteinas do extrato total de Xac recuperadas pelas técnicas (figuras 16 e 17). No
ensaio de pulldown, destacou-se uma banda de cerca de 35 kDa que co-purificou com a
proteina OmlA, e foi submetida a analise por espectrometria de massa, sendo identificada
como uma frutose bifosfato aldolase. Trata-se de uma enzima da via glicolitica cujo sitio ativo
é estabilisado por um fon Zn™ (Hall et al., 1999) e portanto, consideramos como um falso
positivo, devido 4 sua afinidade a cation divalentes e, provavelmente, ao Ni* da resina. Uma
série de outras bandas de baixa intensidade foram coletadas, mas apds o tratamento para
identificacdo por espectometria de massas, a andlise ndo reconheceu nenhuma provavel
proteina de Xac com score confiavel.

Através da coimunoprecipitagio foi possivel isolar a proteina OmlA a partir do extrato
total da bactéria, como foi comprovado pelo westerm blot (figura 17A). No entanto, as bandas
isoladas provenientes deste ensaio também nao foram identificadas.

Consideramos que a impossibilidade de identificacdo das bandas esta associada ao fato
de ter sido utilizado o extrato protéico total de Xac cultivada em meio de cultura. Sabendo-se
que a proteina OmlA de Xac € pouco expressa nestas condi¢des, € provavel que seus parceiros
também sejam, tornando remota a chance de recupara-los partir das técnicas utilizadas. Nao
excluimos a possibilidade de que o processo de tratamento das bandas para a espectrometria
de massa tenha apresentado falhas e inviabilizado a identificagdo das bandas, pois a técnica ¢

extremanente sensivel.
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Figura 16. Gel de SDS-PAGE das fragdes referentes a co-elui¢do da proteina OmlA (seta préxima a
14.4 kDa) com proteinas do extrato total de Xac em ensaio de pull/ down. Seta proxima a 35 kDa indica
proteina posteriormente identificada como a frutose bifosfato aldolase.

45 kDa

25 kDa|

Figura 17: A) Gel de SDS-PAGE 11 % das diferentes reagdes de coimunoprecipitagdo utilizando o
soro anti-OmlA (1) para imunoprecipitar e o seu soro pré-imune (2) como controle. Na primeira
canaleta (O) refere-se a proteina OmlA purificada. As setas proximas a 45 kDa e 25 kDa referem-se as
cadeias pesada e leve da imunoglobulina do anticorpo, respectivamente. Os asteriscos (*) indicam as
bandas excisadas para tentativa de identifica¢do por espectrometria de massas. B) Western Blot contra
proteina OmlA de duplicata do gel descrito em A. A seta vermelha na porg¢éo inferior corresponde a
proteina OmlA e as setas pretas na por¢ao superior as cadeias da imunoglobulina.

A abordagem tipica para identificacdo de intera¢des proteina-proteina baseia-se no
sistema de duplo hibrido ou phage display, técnicas mais sensiveis porém mais dispendiosas
(Phizicky & Fields, 1995). A utilizacdo do pulldown e da IP em geral se aplica a confirmagao
das interagdes previamente observadas. No entanto, todas estas técnicas sdo mais adequadas as
interacdes proteinas-proteina fortes (com constantes de dissociagdo baixas), enquanto que para
interacdes proteina-proteina fracas (com constante de dissociagdo mais altas), as dificuldades

técnicas para a caracterizacdo das interagdes € muito maior (Vaynberg & Qin, 2006).
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Interagdes proteina-proteina fracas, que ja foram identificadas por ensaios especiais de duplo-
hibrido de alta sensibilidade, podem ndo ser confirmadas por pulldown e IP, como ja foi
relatado (Tu et al., 1998; Velyvis et al., 2003). Por isso, este tipo de interagdo permanece
pouco caracterizado, apesar do fato de ser considerado importante em processos celulares

fundamentais, entre eles, a formagao transitdria de complexos protéicos.
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CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A fungdo da proteina OmlA permanece desconhecida, mas a resolucio da sua estrutura
tridimensional e a analise das suas caracteristicas dinamicas, aliada aos dados da literatura
recente referentes aos homologos em P. aeruginosa (Ochsner et al, 1999), X. campestris
phaseoli (Fuangthong et al., 2007) e E. coli (Sklar et al., 2007), sugere que ela esteja
envolvida na manutencdo da integridade do envelope celular através da interagdo com outras
proteinas nesta organela.

Nao foi possivel determinar se existe uma associa¢do funcional entre Fur e OmlA,
porém, a co-ativagdo de omlA e fur durante a infec¢do de Xac em folhas de citrus indica que a
co-localizacdo entre estes genes, observada amplamente no genoma de diversos membros das
B e y-Proteobacteria, ndo deve ser fortuita. A co-regulacdo entre um fator de transcri¢do
associado a resposta global ao estresse em vdrias bactérias e uma proteina possivelmente
envolvida na integridade da superficie de interacdo patdgeno-planta devem ser importantes
para o estabelecimento do patdégeno no hospedeiro.

Os aspectos regulatorios do l6cus omlA-fur ainda poderiam ser explorados através da
detec¢do de possiveis fatores de ligagdo aos promotores por meio de técnicas de mono-hibrido.
Estes ensaios, no entanto, deveriam se basear num outro tipo de repdrter, que permitisse a
deteccdo de repressores transcricionais. O gene de sensibilidade a sacarose, por exemplo seria
um candidato adequado a um ensaio de mono-hibrido alternativo.

Além disso, ensaios de duplo hibrido utilizando a proteina OmlA como isca poderiam
indicar possiveis parceiros de interacdo com esta proteina. Uma vez que se dispde da
atribuicdo dos deslocamentos quimicos da proteina OmlA, a interacdo com o(s) candidato(s)
poderia ser simples e elegantemente confirmada por RMN, fornecendo informagdes estruturais

em alta resolugio.
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