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Resumo

RESUMO

Os genes que codificam para a 6-oxopurina fosforribosiltransferase (HPRT, EC
2.4.2.8) dos organismos Pyrococcus horikoshii e Schistosoma mansoni foram clonados
em vetores de expressao. As proteinas foram expressas e purificadas em larga escala
no sistema de expressao de Escherichia coli.

Estudos cinéticos mostraram que a enzima de P. horikoshii € capaz de usar
hipoxantina, guanina e xantina. Os dois primeiros substratos apresentam uma eficiéncia
catalitica semelhante. A xantina apresenta um valor menor (ao redor de 20 vezes mais
baixo), mas a constante catalitica € comparavel com a da hipoxantina. A proteina nao
foi capaz de se ligar a GMP-agarose, mas sim pode ligar o outro substrato da reagao
reversa, pirofosfato inorganico, com baixa afinidade (Ky = 4,7 £ 0,1 mM). Os dados de
espalhamento dindmico de luz, gel filtragdo e espalhamento de raios X a baixo angulo
mostram que esta proteina € um homohexdmero em solugdo. Este hexdmero é
compacto e resistente a acao limitada de enzimas proteoliticas. Estudos de estabilidade
frente a agentes quimicos mostraram que a proteina € bastante estavel resistindo os
efeitos da uréia sem desenovelar completamente com a maior concentragao do agente
(8,0 M). Os dados obtidos com cloreto de guanidina mostraram que a proteina possui,
no minimo, um estado intermediario de desnaturagdo, como mostram os diferentes
perfis obtidos com as diferentes técnicas usadas nos estudos de desnaturagao.

Os dados preliminares obtidos com a HPRT de S. mansoni mostraram que, na
presenga da cauda de histidinas, a proteina esta presente como um octamero
alongado. Mas, muito provavelmente ela deve ser um tetrdmero. A presenga de caudas

fusionadas nas proteinas recombinantes pode afetar a estrutura e funcido das proteinas.



Abstract

ABSTRACT
The genes that code for the 6-oxopurine phosphoribosyltransferase (HPRT, EC

2.4.2.8) from the organisms Pyrococcus horikoshii and Schistosoma mansoni were
cloned in expression vectors. The proteins were expressed and purified in large scale in
the de Escherichia coli expression system.

Kinetic studies showed that the enzyme from P. horikoshii is able to use
hypoxanthine, guanine and xanthine. The first two substrates show a similar catalytic
efficiency. Xanthine show a lower value (around 20 times), but the catalytic constant is
comparable to that of hypoxanthine. The protein was unable to bind to GMP-agarose,
but was able to bind the other substrate of the reverse reaction, inorganic
pyrophosphate, with low affinity (K4 = 4.7 £ 0.1 mM). Dynamic light scattering, gel
filtration and small angle X-ray scattering data show that the protein is a homohexamer
in solution. This hexamer is compact and resistant to the limited action of proteolytic
enzymes. Stability studies with chemical agents showed that the protein is very stable
being able to stand the effects of urea without unfolding completely at the highest agent
concentration (8.0 M). Data obtained with guanidine hydrochloride showed that the
protein presents, at least, one unfolding intermediate state, as can be seen with the
different profiles obtained with different techniques used in the unfolding studies.

Preliminary data obtained from HPRT from S. mansoni showed that in the
presence of the histidine tag, is present as a long octamer. But, most likely it should be a
tetramer. The presence of histidine tag fused to the recombinant proteins could affect

the structure and function of proteins.
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Introducao

Hipoxantina-quanina fosforribosiltransferase (HGPRT)

Os nucleotideos purinicos, necessarios no metabolismo celular, podem ser
obtidos através de duas vias. Em uma primeira via, denominada sintese “de novo’, as
bases sao sintetizadas a partir de aminoacidos, dioxido de carbono e aménia. Em uma
segunda via, recuperagdo de bases purinicas, as bases procedentes do metabolismo
sdo reutilizadas, nesta ultima via existe uma grande economia de energia (Lehninger,
1993).

As enzimas relacionadas com a via de recuperagao de bases puricas tornaram-
se alvo de intenso estudo devido ao fato dos protozoarios parasitas ndo apresentarem a
sintese de novo de purinas e, portanto, necessitarem fazer a recuperacdo das bases
purinicas para sobreviver. E relevante destacar também que, em humanos, o mau
funcionamento de enzimas dessa via € responsavel pela artrite gotosa e pela sindrome
de Lesch-Nyhan (Berens et al., 1995).

Reacao enzimatica

As reacbdes que envolvem a recuperagcao das bases purinicas existentes nas
células s&o catalisadas por diferentes fosforribosiltransferases (PRTs). A hipoxantina-
guanina fosforribosiltransferase (HGPRT) catalisa a sintese de mononucleotideos 6-
oxopurinicos (inosina monofosfato, IMP, e guanosina monofosfato, GMP) através da
transferéncia de uma base nitrogenada para a posigao 1- da ribose do 5’-fosfo-a-D-
ribosil-1-pirofosfato (PRPP) com a liberagcdo de pirofosfato (PPi). Essa reagdo é
dependente dos ions Mg?* e esta esquematizada na figura 1 (Keough et al., 1999). O
IMP formado € um precursor comum, tanto para a formacdo de GMP como para a
formagdo de adenosina monofosfato (AMP) os quais, por sua vez, podem ser
transformados em nucleotideos trifosfato, GTP e ATP, respectivamente. As HGPRTs de
alguns organismos também podem utilizar a xantina produzindo xantosina monofosfato
(XMP), que pode ser posteriormente convertida em GMP. O resultado desse processo &
que todas as bases purinicas podem ser recuperadas em nucleotideos (Lehninger,
1993).
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éo 5’-Fosforribosil-pirofosfato
Hipoxantina
+ .
M Inosina 5’-monofosfato

Guanina

Guanosina 5’-monofosfato

+ H
;( lD Pirofosfato

Xantina
Xantosina 5’-monofosfato

Figura 1. Reacdo enzimatica catalisada pela HGXPRT. Na reagéo direta a enzima pode utilizar um dos 3
sustratos: hipoxantina, guanina e xantina, ou os 3 substratos. A enzima também pode fazer a reagéo

reversa chamada pirofosfordlise.

Sitio ativo

As estruturas tridimensionais de HGPRTs de varios organismos ja foram
resolvidas (Balendiran et al., 1999; Canyuk, 2000; Chin et al., 1994; Eads et al., 1994;
Focia et al., 1998a; Focia et al., 1998b; Héroux et al., 1999a; Héroux et al., 1999b;
Héroux et al., 2000; Munagala et al., 1998; Page et al., 1999; Schumacher et al., 1996;
Shi et al. 1999a; Shi et al., 1999b; Shi et al., 2000; Sommer et al., 1996; Somoza et al.,
1996). Uma detalhada observagdo destas estruturas mostra que o sitio ativo das
HGPRTSs esta formado, em parte, por quatro /loops. Na figura 2 esta representado o sitio

ativo da HPRT de Trypanosoma cruzi.



Introducao

Figura 2. Sitio ativo da HPRT de Trypanosoma cruzi. Mostrando alguns aminoacidos dos loops |, II, lll e
IV da proteina que fazem parte do sitio ativo.

Loop |

Este loop esta composto por trés aminoacidos, Leu51, Lys52 e Gly53 (a
numeragao corresponde a enzima de T. cruzi), que se apresentam conservados em
grande parte das espécies. A ligacao peptidica entre os dois primeiros aminoacidos
deste loop, Leu51 e Lys52, apresenta uma conformagdo em cis, favorecendo a
interagcdo dos grupos amida de ambos os aminoacidos com os oxigénios do grupo
fosfato do PRPP. Os residuos deste loop nao participam diretamente na catalise
enzimatica e seu papel tem sido relacionado as interagbes entre as subunidades da
enzima e ao correto posicionamento dos substratos dentro do sitio ativo (Butterworth et
al., 2004; Focia et al., 1998a; Schumaker et al., 1996; Shi et al., 1999a; Shi et al., 2000).

Os aminoacidos Leu51 e Gly53 estdo conservados em um grande numero de
espécies, mostrando uma grande pressao evolutiva. O residuo Lys52 n&o apresenta
esse grau de conservagado sendo possivel observar diferentes aminoacidos nesta
posicdo, mas sempre possuindo uma cadeia lateral polar.

Estudos realizados através de mutagdes sitio-dirigidas na enzima de T. cruzi

mostram que esses residuos contribuem para o correto posicionamento dos substratos
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no sitio ativo, na manutencao do estado de oligomerizagao (dimero) e na comunicagao
entre os mondmeros (Butterworth et al., 2004; Canyuk et al., 2004). O residuo Leu51 s6
pdde ser substituido por metionina e o residuo Gly53 por serina sem afetar em grande
medida a estabilidade da proteina, mas esses mutantes apresentam constantes de
Michaelis-Mentem, Km, maiores que a enzima selvagem (Butterworth et al., 2004).
Mutagdes no residuo Lys52 ndo comprometem a estabilidade da proteina, mas tem
grande efeito sobre a ligagdo do GMP, reduzindo muito a afinidade da enzima por este
substrato (Canyuk et al., 2004).

Loop Il

O loop 11 é longo e flexivel, contendo de 11 a 14 aminoacidos. Dobra-se sobre os
substratos fechando o sitio ativo no estado de transi¢cado da reagéo (Focia et al., 1998a;
Héroux et al, 2000; Shi et al., 1999b; Shi et al., 2000). Este loop protege os substratos
do solvente, contribui também para o correto posicionamento deles contribuindo na
eficiéncia catalitica e participando na ligagao e na liberagdo do PPi (Focia et al., 19983;
Lee et al, 2001; Munagala et al., 2001). As analises das mutagdes sitio-dirigidas
realizadas em T. cruzi e Leishmania donovani evidenciam a participagaéo deste /loop na
atividade enzimatica, apesar da mesma n&o ter ocorrido em estudos com outros
organismos (Jardim & Ullman, 1997; Lee et al., 2001; Medrano et al., 2003; Munagala et
al.,, 2001). Quando realizada a eliminagado de sete aminoacidos do loop em T. cruzi
verificou-se que, mesmo com o sitio ativo exposto ao solvente, a enzima apresenta
atividade catalitica, porém reduzida quando comparada a da enzima selvagem. Esse
fato nos mostra que este loop ndo € o unico agente responsavel pela catélise, sendo
sua atuacao melhor representada pelo correto posicionamento dos substratos dentro do
sitio ativo no inicio do estado de transigao da reacao e pela ligacao ou liberagao do PPi
(Lee et al, 2001). O fechamento deste loop facilita a formacdo de uma ponte de
hidrogénio entre o nitrogénio N7 da base purinica e o aspartato 115 do /loop Ill (Canyuk
et al., 2001). Analises dos efeitos de mutagcdes em 12 residuos deste loop mostraram
que os aminoacidos Ser81, Tyr82 e Ser88 tém um papel fundamental na catalise, além

do papel no correto posicionamento dos substratos. Qualquer mudanca no residuo
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Ser81 leva a uma grande reducao da atividade enzimatica, a Tyr82 sé pode ser
substituida por outro aminoacido aromatico sem sofrer uma perda significativa da
eficiéncia catalitica e a posi¢cdo 88 s6 pode acomodar residuos pequenos (Gly e Ala)

que permitem manter a conformacgao correta do loop (Medrano et al., 2003).

Loop Il

O loop Il forma uma cavidade de ligagao para a ribose e o 5'-fosfato do PRPP ou
do nucleotideo purinico. Os aminoacidos deste loop compreendem o dominio mais
conservado das fosforribosiltransferases (PRTs) sendo referido como o motivo de
ligacdo do fosfato. No final do loop estd o Asp115, este residuo esta conservado em
todas as sequéncias de HGPRTs e foi proposto como sendo a base geral da reagao
enzimatica. Ele faz uma ligacdo de ponte de hidrogénio com o nitrogénio da posig¢ao 7
da base (Canyuk et al, 2001). Estudos de mutagénese sitio-dirigida deste residuo
mostram que sO € necessaria a presenga da ponte de hidrogénio para manter grande

parte da atividade catalitica (Canyuk et al., 2001).

Loop IV

O loop IV participa na ligagcdo da base purinica e por¢des purinicas dos
nucleotideos. Este loop contém trés residuos importantes para a atividade catalitica da
enzima (Phe164, Asp171 e Arg177). A Phe164 participa na ligagao da base purinica por
interagbes de tipo empilhamento (stacking). Nesta posigdo s6 ocorrem aminoacidos
aromaticos capazes deste tipo de interagdes. O Asp171 forma uma ligagao direta com
um dos magnésios (Focia et al., 1998a). Este metal contribui para a formagao do
dominio de ligagao a purina através da fixagdo do atomo de magnésio que, por sua vez,
liga uma agua que forma uma ponte de hidrogénio com o atomo N3 da base (Focia et
al., 1998a). A Arg177 esta envolvida na ligacdo de um dos oxigénios do grupo fosfato
do PRPP ou PPi, fixando a posi¢ao do substrato (Focia et al., 1998a).

Mutagdes no residuo Asp171 para Asn mostra uma atividade enzimatica muito
reduzida e em humanos leva ao desenvolvimento da sindrome de Lesh-Nyham (Berens

et al., 1995). Mutagdes na Arg177 mostram um aumento nos valores da Km indicando
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uma ligacao deficiente do substrato ou um mau posicionamento deste no sitio ativo.
Esta regiao parece estar envolvida na especificidade pelas diferentes bases purinicas
(Héroux et al., 1999a; Raman et al., 2004). A substituicado de 22 residuos do loop IV da
HGPRT de Toxoplasma gondii pelos aminoacidos correspondentes da enzima humana
mostra que a atividade frente a xantina foi significativamente reduzida (Héroux et al.,
1999a). A mutacao do residuo Phe36 para Leu na HGPRT humana faz que a enzima
possa utilizar xantina com muito mais eficiéncia que a enzima selvagem, este efeito
também acontece com a enzima de Plasmodium falciparum. Este residuo ndo se
encontra no loop IV, estando na base do sitio ativo, perto dos residuos deste loop.
Estes dados evidenciam o papel desta regido na modulacido da especificidade da

enzima (Raman et al., 2004).

Pyrococcus horikoshii

O organismo de P. horikoshii é um organismo do dominio Archaea. Ele foi
isolado da fossa oceénica de Okinawa, nordeste do Oceano Pacifico, a 1395 m de
profundidade. Sua morfologia apresenta-se em cocos irregulares, tufo polar de flagelo,
cresce em temperatura de 80°C a 102°C (98°C), € um organismo hipertermofilo, que
cresce em um ambiente com salinidade de 2,4% NaCl e pH entre 5,0 e 8,5. (Gonzaléz
et al., 1998).Teve seu genoma sequenciado em 2001. O gene que codifica a proteina
anotada como fosforribosiltransferase deste organismo possui 462 nucleotideos,
codificando uma proteina que possui 153 aminoacidos. Por este organismo crescer em
condicbes extremas pode nos fornecer informagdes importantes a respeito do

comportamento e estabilidade destas proteinas.

Schistossoma mansoni

E um parasita trematédeo de sexo separado e nitido dimorfismo sexual. Causa
esquistossomose intestinal em humanos. Possui o ciclo de vida heteroxénico. (Yuan et
al., 1990). Teve seu genoma sequenciado em 2003. O gene anotado como
fosforribosiltransferase possui 696 nucleotideos que codifica uma proteina de 231

aminoacidos. A proteina anotada como fosforribosiltransferase deste organismo foi
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escolhida para ser estudada, por ser um alvo para desenho de novas drogas mais sitio-

dirigidas do que os inibidores usualmente utilizados.

Novas sequiéncias de HPRTs

Nestes ultimos anos a comunidade cientifica observou o surgimento da
sequéncia completa de genomas de muitos e variados organismos. Isto fornece uma
grande oportunidade para estudar aspectos evolutivos em proteinas.

A observacéao detalhada das sequéncias das HPRTs depositadas nos bancos de
dados para alguns destes genomas mostrou a presenga de residuos diferentes em
algumas das posi¢gdes que em numerosas espécies sdo conservados e que hao
admitem mutagdes sem perda de atividade.

A figura 3 mostra o alinhamento das sequéncias protéicas de varias HPRTSs junto
com a dos dois organismos escolhidos para este estudo Pyrococcus horikoshii e
Schistosoma mansoni.

A analise detalhada do alinhamento dos residuos que formam os diferentes loops
mostra a presenga de mudangas em posigdes importantes para a catalise, ligagdo dos

substratos e estabilidade da proteina.
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Figura 3. Alinhamento da seqiéncia de PhHGXPRT de P. horikoshii e SmHPRT de S. mansoni com as proteinas 6-oxopurina
fosforribosiltransferase de Thermoanaerobacter tengcongensis, Homo sapiens, T. cruzi, Plasmodium falciparum, Xanthomonas axonopodis,
Xylella fastidiosa, Chromobacterium violaceum, Escherichia coli e Salmonella entérica Typhimurium. Os residuos coloridos pertencem aos
loops I, I, lll e IV do sitio ativo. Em amarelo estdo representados aminoacidos importantes para a atividade enzimatica. Em cinza estao
representados os aminoacidos conservados que nao pertencem aos loops do sitio ativo.
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Introducao

A proteina do organismo hipertermdfilo P. horikoshii apresenta o maior numero
de mudangas nos residuos dos diferentes loops. Algumas destas mudangas sao
conservativas e outras nao. No loop | a Leu51 esta trocada por uma alanina, no loop Il
na posi¢cao da Ser81 existe uma fenilalanina e o loop IV nao pode ser definido de forma
clara por a proteina ter um menor numero de aminoacidos e por nao existir um
alinhamento claro da sequéncia.

Ja a proteina do parasita S. mansoni, € uma proteina que possui maior
quantidade de aminoacidos na regido n-terminal, porém diferentemente da proteina de
P. horikoshii, a proteina de S. mansoni apresenta-se bem conservada quando
comparadas as outras proteinas visualizadas no alinhamento. Algumas mudancgas
podem ser observadas, porém em menor quantidade.

As bactérias X. fastidiosa, X. axonopodis e Chromobacterium violaceum mostram
uma grande similaridade de sequéncia entre si e uma maior semelhanga com a proteina
humana e de T. cruzi em comparacdo com a proteina de P. horikoshii. As mudancas
mais significativas nestas bactérias estdo nos loops | e Il, e ndo existem mudancas
significativas nos loops Ill e IV. No loop | o primeiro residuo, Leu, esta substituido por
uma metionina. Esta mudanga conserva o carater hidrofobico do residuo e o volume
ocupado pela cadeia lateral. Esta mesma mudanca em T. cruzi gera uma proteina
mutante com uma atividade enzimatica reduzida (Butterworth et al., 2004). Neste
mesmo /oop o segundo residuo estd mudado para histidina ou glicina, este residuo
apresenta uma maior variabilidade ao longo das sequéncias conhecidas e pode n&o ter
grande significancia. A mudanga mais significativa acontece no loop Il, na posi¢céo da
Ser81 encontra-se uma arginina, o residuo com a cadeia lateral mais comprida de
todos. Esta posicdo ndo e capaz de acomodar nenhuma mudanga em T. cruzi sem
grande perda de eficiéncia catalitica (Medrano et al., 2003). Este loop parece ser do
mesmo tamanho que na proteina humana (11 residuos) e menor que na proteina de T.
cruzi (12 residuos).

A presenca destas mudancgas gera duvidas quanto ao real funcionamento dessas
proteinas. Elas foram anotadas como fosforribosiltransferases de bases purinicas, mas

isto deve ser comprovado experimentalmente. Embora modificagcbées estruturais locais
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possam vir a ser observadas espera-se, todavia, que tais proteinas apresentem a
mesma estrutura global. O estudo da relagdo estrutura-funcdo das HPRTs desses
organismos em solugdo forneceria dados relevantes sobre o comportamento e
estabilidade destas proteinas, o que poderia servir de base para a sua aplicacdo com

fins tanto terapéuticos quanto biotecnoldgicos.
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Objetivos

O objetivo deste trabalho € caracterizar estrutura-fungdo das proteinas
fosforribosiltransferases de P. horikoshii e S. mansoni. Em P. horikoshii, a proteina
HGXPRT forneceria dados relevantes sobre o comportamento e estabilidade destas
proteinas, e em S. mansoni, o estudo com esta proteina forneceria uma base de
conhecimento que pode permitir o desenho de inibidores especificos para esta proteina,
que constitui um alvo para drogas antiparasitarias. Logo, o estudo de proteinas
anotadas como fosforribosiltransferases destes organismos poderia servir de base para

a sua aplicagao com fins tanto biotecnolégicos quanto terapéuticos.

Para se aproximar deste objetivo o trabalho se propde a estudar duas proteinas

anotadas como fosforribosiltransferases:

A proteina HGXPRT de Pyrococcus horikoshir:
= Clonagem, expressao e purificagao em larga escala;
= Estudos cinéticos e de especificidade de substrato;
= Analises estruturais:
i. Caracteristicas estruturais;
ii. Estabilidade.

A proteina HPRT de Shistosoma mansoni:

= Clonagem, expressao e purificagao em larga escala;

= Analises estruturais preliminares

15
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MATERIALS E METODOS
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Meios de cultura

Os meios de cultura usados para crescer a bactéria Escherichia coli foram:
Terrific Broth (TB): 12 g/L Triptona, 24 g/L Extrato de levedura, 4 ml/L Glicerol, 0,17 M
KHyPOy4, 0,72 M KoHPO4 e o Luria Bertani (LB): 10 g/L Triptona, 5 g/L Extrato de
levedura, 0,17 M NaCl pH 7,0.

Enzimas
As enzimas para a manipulagdo do DNA (endonucleases de restricdo, DNA

ligase do bacteriéfago T4) foram obtidas da Fermentas.

Oligonucleotideos

Os oligonucleotideos (tabela 1) utilizados na amplificagdo dos genes
selecionados foram sintetizados pela empresa Invitrogen Brasil Custom Primers / Life

Techonologies.

Tabela 1. Oligonucleotideos de DNA especificos para clonagem em vetores de expressdo. Os sitios de
restricdo estdo destacados em vermelho.

Gene N° de pb Sltio_s ge Seqliéncia

restricao

F 5'-CATATGGACAAGGTCTATCTAACC-3'
Ph0095 462 Ndel/Xhol
R 5'-CTCGAGTTACTCTTTCTCAATTACTGGG-3'
F 5-CATATGTCTAGTAACATGATAAAAGCTGACTGTG-3'
Smhpt 696 Ndel/Hindlll
R 5-AAGCTTTTAAACAGGTTTTGATGTACAGGG-3

Vetores

Os plasmideos utilizados para as clonagens foram: pGEM-T- Easy (Promega),
pET-15b (Novagen) e o pPROEX-1 (Invitrogen).

17
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Linhagens bacterianas

Tabela 2. Linhagens de E. coli utilizadas neste estudo, com seus respectivos gendtipos.

Linhagens Gendtipos
DHb5a SupE44 AlacU169 (980 lacZ AM15) hsaR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 relA1
BL21(DE3) F ompT hsdSg (remg’) endA” gal dem (DE3)
BL21 Star™ (DE3) | F ompT hsdSs (rs mg’) gal dcm rne131 (DE3)

Reacao de polimerizacao em cadeia (PCR)

A técnica de reacado de polimerizagcdo em cadeia (PCR) foi usada para a
clonagem dos genes correspondentes as proteinas alvos.

A reacdo de PCR foi feita utilizando-se 1,25 mM MgCl,, 0,25 mM dNTP’s, 0,75
mM Tris-HCI pH 8,8, 0,20 mM (NH4)2SO4, 0,001% Tween 20, 2,5 U Taq Polymerase
(Fermentas), 10 pmol de cada oligo (F/R) e 10 ng a 20 ng de DNA genbmico da
bactéria. Os ciclos utilizados foram padronizados para cada gene. Em média, a reagao
de PCR consistiu-se de 30 ciclos de amplificagbes (desnaturagéo a 95°C por 1 minuto;
anelamento por 1 minuto, com temperatura dependente da temperatura de melting (TM)
do oligonucleotideo utilizado; extensdo a 72°C por 1 minuto) seguidos de uma extensao

final de 72°C por 7 minutos.

PCR de colonia

A colénia foi transferida para 100 yL de agua destilada, submetida a 95°C por 5

minutos e centrifugada a 12,000 x g por 15 segundos. Um microlitro desta mistura foi
utilizado para a realizacao da reacdo de PCR. A reacao foi feita conforme a descrigao
do PCR.

Purificacao de DNA plasmidial

Os produtos de amplificagdo por PCR foram purificados com o QIAquick spin -
QIAquick PCR purification kit ou com o QIAquick Extraction kit (QlIAgen). Os fragmentos

de interesse, produto de mini ou midipreparacéo de plasmideos, contidos nos géis de
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agarose, foram extraidos, eluidos e purificados com o QIAquick Gel Extraction Kit
(QlAgen).

Digestao com endonucleases de restricao

Apo6s a amplificacdo dos genes, os vetores e os produtos de amplificagdo por PCR
foram digeridos com as endonucleases de restrigdo especificas para as clonagens
(tabela 1), de acordo com a metodologia descrita em Sambrook & Russel (2001). Para
cada ug de DNA utilizou-se 1 U (unidade) de enzima para a digestdo dos vetores e dos
produtos de amplificagdo por PCR, e as reag¢des prosseguiram a 37°C no tempo de 2

horas.

Ligacao

As reagbes de ligagao foram realizadas utilizando a DNA ligase do bacteriéfago
T4 (Fermentas) utilizou-se o tampéo fornecido pelo fabricante e as condi¢gbes da reagao
utilizadas foram as recomendadas pelo mesmo. A proporcdo da quantidade de inserto
para o vetor foi de 3:1, o tempo da reacgao de ligagcao foi de uma hora e 30 minutos. As
reagcdes de ligacdo foram utilizadas imediatamente na transformagdo de células

competentes.

Transformacao

Obtencao de bactérias competentes

Células competentes das linhagens DH5a e BL21 (DE3) de E. coli foram
preparadas de acordo com o procedimento descrito por D. Hanahan (Sambrook &
Russel, 2001).

Uma cultura (300 mL) foi incubada a 37°C até atingir uma densidade ética a 600
nm (ODego) de 0,4. As células foram coletadas apds centrifugagcéo (6,000 x g por 5
minutos a 4°C). Estas foram ressuspendidas num volume 0,2 vezes (60 mL) do volume
original em tampao de transformagéo gelado e incubado por 10 minutos em gelo. As

células foram coletadas apds centrifugacdo (6,000 x g por 5 minutos a 4°C). Estas
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foram ressuspendidas num volume 0,04 vezes (12 mL) do volume original em tampao
de transformagao gelado. Adicionou-se 35 uL de dimetil sulféxido por mL de células

(420 pL). As células foram estocadas a -80°C. O tampéao de transformacéo contém 100
mM RbCl, 45 mM MnCl,, 10 mM CaCl,, 5 mM MgCl,, 0,5 mM LiCl, 35 mM acetato

potassico (pH 6,2) e 15 % de sacarose.

Transformacao por choque térmico das bactérias competentes

A transformacgao de células competentes se realizou por meio de choque térmico.
A reacado de ligagdo ou 30 ng de plasmidio foram adicionadas a 100 yL de células
competentes e incubadas por 30 minutos em gelo. Apds este periodo, a amostra foi
colocada em banho a 42°C por 1,5 minutos e novamente em gelo por cinco minutos.
Adicionou-se 450 uL de meio LB e foi incubado a 37°C por 30 minutos. Passado este
tempo, as células foram plaqueadas em meio TB soélido contendo 100 ug/ml de

ampicilina.

Eletroforese em géis de agarose

Os géis de agarose foram preparados a 1% (p/v) em tampao TAE (40 mM Tris-
HCI a pH 8,0 contendo 5,7 % acido acético e 50 mM EDTA). Nas amostras, foi utilizada
uma solugdo contendo os seguintes corantes: azul de bromofenol e Xylene Cyanol FF e
Ficoll 400 para aumentar a viscosidade da solugao facilitando assim a aplicagdo das
amostras, as concentragdes finais foram 0,04%, 0,04% e 2,5% (p/v), respectivamente.
Durante a eletroforese os géis foram colocados em uma solugdo de 0,5 ug/mL de
brometo de etidio para a visualizagdo dos fragmentos de DNA (Sambrook & Russel,
2001).

Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Os géis de poliacrilamida em condi¢gdes desnaturantes (SDS) foram feitos de
acordo com o método de Laemmli (1970). Os extratos protéicos foram misturados com
um volume de tampao de amostra (Tris-HCI 62,5 mM, 2 % SDS, 10 % glicerol, 5 % B-
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mercaptoetanol e 0,001 % de azul de bromofenol) e incubados a 95°C por 5 minutos
antes de serem aplicados no gel.

Para a visualizag&o das proteinas, os géis foram corados com azul de coomassie
(Fairbanks, 1971).

Ensaios de expressao

Os ensaios de expressao de proteinas foram feitos da seguinte forma: uma
colénia de E. coli contendo a constru¢ao do gene escolhido foi crescida em 2 mL de
meio TB contendo 100 pg/mL de ampicilina a 30°C, com concentragéo final de 10 mM
lactose ou 1 mM IPTG durante a noite a 37°C. As células foram coletadas poés
centrifugacgéo (15.000 x g por 15 minutos a 4°C) e ressuspendidas em volume de 0,1 M
Tris-HCI a pH 8,0 contendo um 1% de Triton X-100. A expressao foi analisada em géis

de poliacrilamida em condi¢des desnaturantes (SDS-PAGE).

Expressao de proteinas em larga escala

Para a obtencado de grande quantidade de proteina realizou-se uma expressao a
larga escala. Uma aliquota do estoque da bactéria E. coli contendo a construgao de
gene escolhido foi crescida em 500 mL de meio TB contendo 100 ug/mL de ampicilina e

concentracao final de 10 mM lactose ou 1 mM IPTG durante a noite a 30°C.

Purificacao de proteinas

As células foram coletadas apos centrifugacao (15.000 x g por 15 minutos a 4°C)
e ressuspendidas em 5 mL de 0,1 M Tris-HCI a pH 8,0 contendo 1% de Triton X-100. As
células foram lisadas por sonicacéo (3 x 30 segundos, 40 % amplitude) num sonicador
Sonics Vibra-cell. Adicionou-se 2% de sulfato de estreptomicina (p/v) para precipitar o
DNA e a solugao foi incubada por 30 minutos a 4°C. O material insoluvel foi separado
por centrifugacdo (19.000 x g por 1 hora a 4°C). A fracdo soluvel foi utilizada para
purificar as proteinas recombinantes: PhHGXPRT e SmHPRT. As proteinas

recombinantes possuem uma cauda de seis histidinas fusionada no extremo amino-
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terminal; estas foram purificadas pela técnica de cromatografia de afinidade em colunas
com metal imobilizado (IMAC). Utilizou-se uma coluna Hi-Trap Chelating (Amersham
Pharmacia Biotech) carregada com niquel.

A fracéo soluvel foi carregada numa coluna equilibrada em tampé&o 0,1 M Tris-
HCIl a pH 8,0 contendo 0,3 M NaCl e 5 mM imidazol. Apdés lavagem extensiva da
coluna, esta foi lavada com um gradiente em escada de concentragdes crescentes de
imidazol (50, 100, 150, 200 e 500 mM). As fragbes coletadas foram analisadas em géis
de poliacrilamida em condicbes desnaturantes. A proteina foi eluida a uma
concentracdo de 200 mM de imidazol.

A proteina foi concentrada e equilibrada em tampao 10 mM Tris-HCI a pH 8,0
usando filtros Centricon (Amicon) por meio de centrifugagdo de acordo com as

instru¢des do fabricante.

Concentracao de proteinas

A concentragdo da proteina foi medida por absorcdo a 280 nm usando o
coeficiente de extingdo calculado pelo conteudo em tirosinas e triptofanos da proteina
(Gill & von Hippel, 1989). Os coeficientes usados foram de 1,98 mL mg”’ para a
PhHGXPRT e de 0,58 mL mg'1 para a SmHPRT.

Dicroismo circular

Os experimentos de dicroismo circular foram realizados no espectropolarimetro
JASCO J-810, com a temperatura controlada a 20°C através de um sistema interno de
controle de temperatura (Peltier type control system PFD 425S, JASCO). Os espectros
de dicroismo circular no UV distante (250-190 nm) foram obtidos utilizando-se uma
cubeta de quartzo de 0,1 cm de caminho ético, e com 0,2 mg/mL de proteina em 10 mM
Tris-HCI pH 8,0 de tampao. Os espectros de UV proximos foram registrados utilizando-
se uma cubeta 1 cm de caminho 6tico, com 0,5 mg/mL de proteina.

Todos os espectros de dicroismo circular foram corrigidos com a subtragdo dos

espectros dos tampdes utilizados e os dados gerados com a subtragdo desses
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espectros foram convertidos em elipticidade molar por residuo, [8], dado em graus cm?

dmol™, calculado de acordo com a equagao:
[6] = (0 MRW)/(10 c 1)
onde ¢ é a elipticidade (em graus), MRW é o peso médio do residuo, c é a

concentragéo da proteina em g/mL e | é o caminho 6ptico em cm.

Estimacao da estrutura secundaria

O conteudo de estrutura secundaria da proteina foi estimado a partir dos
espectros de dicroismo circular na regido do UV-distante usando o software CDNN (CD
Spectra Deconvolution) (Bohm et al., 1992). Este programa compara o espectro
observado com um conjunto de proteinas de estrutura conhecida e ajusta o conteudo
de estrutura secundaria até obter o melhor ajuste. Este programa utiliza cinco
componentes de estrutura secundaria (a-hélice, folha-p antiparalela, folha-3 paralela,

random coil e estrutura irregular).

Comparacao de seguéncias

A sequéncia da proteina hipoxantina-guanina-xantina fosforribosiltransferase foi
comparada com o banco de dados de proteinas com estrutura tridimensional conhecida
(Protein Data Bank). Para a comparacgao utilizou-se o programa BLASTp (Altschul et al.,
1990) implementado no endereco de internet http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/.

Alinhamento de segliéncias

O alinhamento da sequéncia da proteina foi realizado utilizando o programa
MultAlin (Multiple alignement) - Network Protein Sequence Analysis - implementado no

endereco de internet http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html.
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Cinética enzimatica

Foi realizada cinética enzimatica de estado estacionario da proteina PhHGXPRT
com seus substratos para determinagdo dos parametros cinéticos, constante de
Michaelis-Menten (K,,) e constante catalitica (kcat).

A cinética enzimatica foi medida em tampao Bis-Tris-Propane 10 mM, pH 8,0
com concentragdes de substrato de 5 a 20 mM diluidos em dimetil sulféxido. A atividade
foi medida em varias temperaturas: 40, 45, 50, 55, 60 e 70°C.

As medidas foram realizadas no espectrofotdmetro Beckman DU 640 usando
uma cubeta de quartzo de um cm de caminho 6éptico, lido a comprimentos variaveis
entre 245 e 293 nm.

Ligacao a GMP-agarose

O experimento foi realizado com a proteina PhHGXPRT na concentracdo de 2
mg/mL com uma resina de GMP-agarose. O tampéo utilizado foi Tris-HCI 10 mM, pH
8,0 contendo 6 mM MgCl,. As amostras foram analisadas em géis de poliacrilamida em

condicdes desnaturantes.

Ligacao ao pirofosfato

A ligagdo do pirofosfato inorganico (PPi) da proteina foi monitorado pelo
apagamento intrinseco de fluorescéncia da proteina. A relagdo entre a fluorescéncia da
proteina sem ligante e a fluorescéncia da proteina na presenca de diferentes

concentracdes de pirofosfato foi utilizada para o calculo da constante de ligagao.

Fluorescéncia

As medidas de fluorescéncia foram realizadas em um espectrofluorimetro
Aminco BOWMAN series 2. As fendas de excitacdo e emissao foram 8 e 16 nm,
respectivamente. As medidas foram realizadas com uma cubeta de quartzo de 0,5 x 1
cm. A temperatura da amostra foi mantida constante a 25°C com um banho de agua

circulante. Todas as medidas foram conduzidas em tampao 10 mM Tris-HCI pH 8,0. O
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efeito de filtro interno foi minimizado usando amostras com absor¢ao menor de 0,05. Os
espectros foram corrigidos pela contribuicdo do tampao.

O centro de massa espectral foi calculado de acordo com procedimentos
previamente publicados (Silva et al., 1986). Este parametro é independente da

intensidade de fluorescéncia.

Apagamento de fluorescéncia

Foi realizada a avaliacdo do apagamento de fluorescéncia intrinseca da proteina
pela presenca de apagadores conhecidos: acrilamida, cloreto de césio e iodeto de
potassio (Eftink & Ghiron, 1976a; Lehrer, 1971).

O efeito de apagamento foi determinado pelas adigdes sucessivas do apagador e
coletando a emissao de fluorescéncia da proteina. As medidas de fluorescéncia foram
realizadas como se explica anteriormente. A concentragédo de proteina foi de 5 mg/mL e
o tampéao utilizado foi 10 mM Tris-HCI pH 8,0.

Esta técnica fornece informacdes sobre a acessibilidade e localizacdo dos
fluoréforos da proteina.

Os dados de apagamento de fluorescéncia foram tratados de acordo com a
equacéo Stern-Volmer (Eftink & Ghiron, 1976b).

Fo
— C 1+Kgy [Q]

Sendo Fo a intensidade de fluorescéncia na auséncia do apagador; F a
intensidade de fluorescéncia na presenga do apagador; Ksy a constante de Stern-
Volmer e [Q] a concentragdo do agente apagador. A constante de Stern-Volmer, Kgy, €
um parametro que fornece informagéo sobre a acessibilidade do fluoréforo ao agente

apagador.
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Desnaturacao guimica

A proteina foi incubada em diferentes concentragdes de cloreto de guanidina e
uréia durante 24 horas. O efeito destes agentes quimicos sobre a estrutura da proteina
foi determinado pelos efeitos sobre a fluorescéncia intrinseca da proteina e o dicroismo

circular.

Proteodlise limitada

A proteina PhHGXPRT foi submetida a protedlise limitada com as enzimas:
proteinase K, quimiotripsina e subtilisina. A reacao foi realizada a temperatura ambiente
a uma concentragcado de 2 mg/mL (com cauda de histidinas) e a uma concentragédo de
protease de 0,02 mg/mL durante diferentes tempos. A reacao foi parada pela adicdo de
PMSF 2 mM, misturada com um volume de tampao de amostras e submetida a 95°C
durante cinco minutos. As amostras foram analisadas em géis de poliacrilamida em

condi¢des desnaturantes.

Gel filtracao

Os experimentos de gel filtragdo foram realizados num aparelho FPLC Akta (GE
Healthcare, Uppsala, Sweden) usando uma coluna HR 10/30 Superdex 200 com um
fluxo de 0.5 mL/min a temperatura ambiente. A eluicdo das proteinas foi monitorada
pela absorgdo a 280 nm. Uma miligrama da proteina foi carregada na coluna usando
um tampéo Tris-HCI 0,1 M, pH 7,5 contendo 6 mM MgCl, e 0,1 M NaCl. A calibragao da

coluna com os padrbes de peso molecular foi realizada nas mesmas condicoes.

Espalhamento dinamico de luz (DLS)

Os experimentos de espalhamento dinamico de luz foram realizados com o
equipamento DynaPro-99-E-15 (Protein Solutions). Uma concentracédo de 1 mg/mL de
proteina foi utilizada para os experimentos. A temperatura foi mantida a 20°C durante

todo o experimento. Foram realizadas 100 medidas com o objetivo de melhorar a
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estatistica dos resultados. Os dados foram tratados com o programa fornecido pelo

fabricante.

Espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS)

As medigdes de espalhamento de raios X a baixo angulo foram realizadas na
linha D11A-SAXS do Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS), Campinas-SP,
Brasil. Os dados foram coletados usando um detector de area MAR CCD 165 (MAR
Research) e 10 min de exposi¢cao para cada medigao. O comprimento de onda utilizado
foi de 1,488 A. Varias distancias entre a amostra e o detector foram utilizadas nos
diferentes experimentos. As medicbes foram realizadas a temperatura ambiente. O
tratamento dos dados foi realizado usando o programa FIT2D (Hammersley, 1997). A
intensidade dos dados foi reduzida a I(q) vs q usando protocolos padrdes para a
correcao da intensidade do feixe incidente, absor¢cdo da amostra e subtracdo do branco.

O programa GNOM (Svergun, 1992) foi usado para analise dos dados
experimentais e para calcular a funcdo de distribuicdo de particulas. Os modelos das
proteinas a baixa resolugdo foram determinados ab initio a partir das curvas de
espalhamento usando o programa DAMMIN (Svergun, 1999). Este programa determina
a forma da proteina a baixa resolugido. Calcula também o volume da particula mediante
o preenchimento do modelo calculado teoricamente com esferas densamente
empacotadas de forma que satisfaga a curva de espalhamento experimental. A forma
mais provavel para cada molécula foi obtida a partir da média de 5 modelos ab initio,
usando o programa DAMAVER (Volkova & Svergun, 2003).
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HGXPRT de Pyrococcus horikoshii

Clonagem

O gene que codifica para a proteina PhAHGXPRT (Ph0095) foi amplificado pela
técnica de reacdo de polimerase em cadeia (PCR) usando DNA gendémico de
Pyrococcus horikoshii como molde e oligonucleotideos correspondentes as regides 5’ e
3’ do gene (figura 4). Os primers foram desenhados com base na sequéncia genémica.
Sitios para endonucleases de restricdo foram inseridos nos oligonucleotideos para
facilitar a clonagem no vetor de expresséao e a manipulagéao do fragmento de PCR, Ndel
no PhF (5'-CATATGGACAAGGTCTATCTAACC-3') e Xhol no PhR (5'-
CTCGAGTTACTCTTTCTCAATTACTGGG-3'). As sequéncias reconhecidas pelas

endonucleases de restricado estao na cor vermelha.

Figura 4. Produto da amplificagcédo do gene Ph0095 de P. horikoshii. 1) Marcador de peso molecular. 2, 3
e 4) Produto da amplificacao por PCR do gene Ph0095; amplificagdo das bandas no tamanho do peso
molecular esperado.

O produto da reagao de PCR foi purificado e clonado no vetor pGEM-T-Easy
(Promega). Este plasmideo pGEM-PhHGXPRT foi digerido com as seguintes
endonucleases de restricdo, Ndel e Xhol, e clonados no vetor pET15b vector
(Novagen), previamente digerido com estas enzimas resultando no vetor pPhHPRT.

Essa etapa consistiu na ligagdo dos genes no plasmideo, seguido da
transformacgao de bactérias E. coli da linhagem DH5a para propagagao dos plasmideos

recombinantes.
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Expressao e purificacao

A expresséo foi realizada na linhagem bacteriana de E. coli BL21 (DE3) Star™
(Invitrogen) transformadas com o plasmideo pPhHPRT.

O gene que codifica a proteina purina fosforribosiltransferase de P. horikoshii
(PhHPRT) foi expresso no vetor pET15b. Este vetor contém uma cauda de poli-
histidinas que facilita a purificagao da proteina.

A proteina PhHGXPRT foi expressa na fragdo soluvel (figura 5A), pois uma
banda de aproximadamente 20 kDa foi observada somente para amostras provenientes
de células induzidas. A PhHGXPRT possui uma cauda de 20 aminoacidos, incluindo 6
residuos de histidina, o que confere a ela um tamanho aproximado de 20 kDa, ao
contrario dos 17,5 kDa esperados para a proteina nativa. A expressao de proteina na

fracao soluvel possibilitou seguir com os métodos de purificacao.

O fato desta proteina ser de um organismo hipertermofilico, que possui um
crescimento 6timo em altas temperaturas (98°C), permitiu fazer um processamento da
amostra prévio a purificagao por cromatografia de afinidade a niquel.

Este processamento consistiu em um tratamento térmico do extrato cru a
temperatura de 70°C por uma hora. Durante este tratamento, muitas proteinas das
células do sistema de expressdo (E. coli) precipitam e foram separadas por
centrifugagéo. Com isso a proteina pode ser purificada por cromatografia de afinidade a
niquel, sendo obtida pura (figura 5A).

A cauda de histidinas fusionada a proteina foi eliminada por tratamento com
trombina. O sitio de corte desta protease também ¢é inserido na proteina recombinante
pela estratégia de clonagem no vetor. A eliminagdo da cauda foi bem sucedida (figura
5B).

Apos a purificacao e dialise a proteina pode ser concentrada até ao redor de 30
mg/mL. Isto nos permitiu trabalhar com algumas técnicas que requerem altas

concentracdes de proteina.
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Figura 5. A) Gel SDS-PAGE da expressao da proteina recombinante PhnHGXPRT de P. horikoshii em E.
coli. Linha 1: Marcadores de massa molecular; linha 2: fragao insoluvel antes da indugao; linha 3: fragao
soluvel antes da indugao, linha 4: fragao insoluvel apds a indugao, linha 5: fragao soluvel apés a indugao,
e linha 6: proteina purificada, eluida da coluna com 200 mM imidazol. B) Eliminagdo da cauda de
histidinas pela digestdo com trombina. Linha 1: Marcadores de massa molecular; linha 2: proteina
purificada com a cauda de histidinas; linha 3: Proteina purificada sem cauda de histidinas.

Dicroismo circular

Na figura 6 sdo mostrados os espectros de dicroismo circular da proteina
PhHGXPRT nas regides UV-distante (figura 6A) e UV-préximo (figura 6B).

O espectro de dicroismo circular na regiao do UV-distante apresenta um maximo
relativo a 194 nm, um minimo relativo a 209 nm e dois ombros, 217 nm e 227 nm (figura
6A). Este espectro é diferente do da HPRT de Trypanosoma cruzi (figura 6A, linha
vermelha) que apresenta um minimo a 221 nm. Estas diferengcas no espectro de
dicroismo circular pode representar diferengas entre as conformacdes desta proteinas.
O espectro de dicroismo circular na regiao UV-proximo apresenta um relativo maximo a
280 nm e um ombro a 290 nm. Isto mostrou que a proteina recombinante esta

enovelada.
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Figura 6. Espectros de dicroismo circular da PhHGXPRT de P. horikoshii e da HPRT de T. cruzi. A)
Espectro na regido do UV-distante. B) Espectro na regido do UV-préximo.

A estimacao do conteudo e tipo de estrutura secundaria da proteina baseada no

espectro de dicroismo circular na regidao do UV-distante € mostrada na tabela 3.

Tabela 3. Estimagao da estrutura secundaria da HGXPRT de P. horikoshii e da
HPRT de T. cruzi.

P. horikoshii T. cruzi
o hélice 14,5% 14,9 %
B antiparalela 34,5 % 24,7 %
B Paralela 42 % 5,7 %
Volta - g 22,1 % 18,6 %
Random-coil 25,4 % 34,5 %
Total 101.8 % 98,4 %

Esta estimacao foi realizada com o programa CDNN (CD Spectra Deconvolution,
Bohm et al., 1992). O programa realiza o calculo da estrutura secundaria usando as
informagdes provenientes de proteinas com estrutura tridimensional conhecida.

Comparando-se o espectro da PhHGXPRT com o de HPRT de T. cruzi, (figura 6)
foram notadas algumas diferengcas. Um enovelamento diferente em algumas partes das

proteinas poderia causar esse fato. Isso poderia explicar parcialmente as diferencas
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nas condi¢cdes de atuagao de cada uma das enzimas, uma vez que um organismo vive

em temperaturas préximas de 37°C enquanto o outro vive a 98°C.
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Figura 7. Predicdo da estrutura secundaria da proteina PhHGXPRT de P. horikoshii. A predigédo da
estrutura secundaria da proteina HGXPRT, calculada pelo programa PSIPRED (Jones, 1999; McGuffin et
al., 2000). Os barris em verde referem-se a estrutura de a-hélice, as setas amarelas referem-se a folhas
B, as linhas entre essas estruturas séo random-coil.

A estimacéao da estrutura secundaria da proteina usando o espectro na regido UV
distante mostra um conteudo 14,5% de a-hélice, 34,5% de folhas (-anti-paralelas, 4,2%
de folhas B-paralelas, 22,1% de folhas B e 25,4% de random coil. A predicao da
estrutura secundaria contida usando o programa PSIPRED (Jones, 1999; McGuffin et
al., 2000), mostrada na figura 7, tém um conteudo de 30,1% de a-hélice, 27,5% de
folhas B e 42,4% de random coil. Discrepancias entre estimacao e predicdo da estrutura
secundaria de proteinas sdo esperadas, principalmente devido a pobre acuracia no
procedimento executado usando dados de dicroismo circular. Estimacao é baseada na
existéncia de diferentes componentes que contribuem no espectro. O numero de
componentes presentes na estrutura da proteina que contribui para o dicroismo circular
€ alto do que aqueles usados na predigcdo dos programas, e isto contribuem para
dificultar esta estimativa. Outros componentes, incluindo aminoacidos aromaticos e

pontes de dissulfeto.
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Cinética enzimatica

Foi realizada cinética enzimatica de estado estacionario para determinacdo da
especificidade da proteina e de seus pardmetros cinéticos, constante aparente de
Michaelis-Menten (Km) e constante catalitica (kcat).

Estes parametros foram determinados para as 3 bases 6-oxopurinicas
(hipoxantina, guanina e xantina) e PRPP em diferentes temperaturas, de 40 a 70°C.
Estes resultados sdo resumidos na tabela 4. Os valores medidos para a constante
aparente de Michaelis-Menten ndo mostra mudanca significante com o aumento da
temperatura. Os valores da constante catalitica, kcat, aumentam com a temperatura
para todos os substratos. Este aumento estd entre 3 e 4 vezes para hipoxantina e
xantina e proximo de 7 vezes para guanina, na escala de temperatura entre 50 a 70°C.
Nao foi medida a temperatura 6tima de crescimento de P. horikoshii, 98 °C, mas pode-
se esperar que os valores de kcat aumentem ainda mais. A eficiéncia catalitica
(kcat/Km) era quase o mesmo para hipoxantina e guanina mostrando que esta enzima
trabalha bem com estes substratos. Por outro lado, a proteina tem eficiéncia catalitica
para xantina ao redor de 20 vezes mais baixa que a obtida para as outras bases 6-
oxopurinicas. A taxa de turnover desta base € similar que as outras duas bases, mas o
valor Km é considerado alto. Isto indica que a hipoxantina e a guanina s&o os
substratos preferidos, e esta enzima pode usar igualmente a base xantina, embora, com
menos eficiéncia.

A purina fosforribosiltransferase de P horikoshii mostrou que pode utilizar as trés
bases nitrogenadas: hipoxantina, guanina e xantina, sendo uma hipoxantina-guanina-

xantina fosforribosiltransferase - PhAHGXPRT.
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Tabela. 4. Parametros Cinéticos do estado estacionario para reacéo de formagao do nucleotideo catalisada pela HGXPRT de P. horikoshii
Variavel Hipoxantina Variavel PRPP
Tempoeratura Km (uM) | kcat (min ") kcat/Km Km (uM) | kcat (min ) kcat/Km
(°C) (UM ' min 1) (UM ' miin 1)
40 3,88+ 0,33 22,5+0,5 5,79 42,8+0,9 39,7+1,9 0,93
50 7,02+1,04 49,7122 7,08 41,2+1,6 28,5+0,9 0,69
60 4,83+0,49 83,0£2,0 17,19 28,2+1,5 100.7£3,7 3,57
70 6,10+1,43 189,5+4,7 31,07 36,9+2,4 183,0+4,3 4,96
Variavel Guanina Variavel Xantina
Tempoeratura Km (uM) | kcat (min ') kcat/Km Km (uM) | kcat (min-) kcat/Km
(°C) (uM - min 1) (M - min 1)
50 4,85+0,56 12,7£0,3 2,62 101,2+10,1 40,74£2,5 0,40
70 3,26+0,29 85,7+1,2 26,31 95,0+8,4 131,814,7 1,39

Neste trabalho também foram realizados experimentos de reagao de
pirofosfordlise (formacdo de PRPP e base purina) em ordem para determinar os
parametros cinéticos desta reacdo. Nao foi observada nenhuma mudanga no sinal de
absor¢ao usado no seguimento da reagcdo em altas concentragcdes de substrato, 500
MM, ou na escala de temperatura usada, 40 a 70°C (dados ndao mostrados). Assim,

podemos supor que a PhHGXPRT é incapaz de realizar esta reacgao.

Ligacao a GMP-agarose

E descrito na literatura que a proteina HPRT de Salmonela typhymurium (Lee et
al., 1998; Lee, 1999) nao liga a resina GMP-agarose, isto ocorre devido a presenga de
um residuo de arginina no loop | que confere a ndo ligagdo ao GMP. Qualquer outro
aminoacido nesta posi¢gao nao impede a ligacdo do GMP (Lee et al., 1998; Lee, 1999;
Canyuk et al., 2004).

Neste experimento foi verificado que a proteina HGXPRT de P. horikoshii ndo
liga a GMP-agarose (figura 8), o experimento foi realizado nas temperaturas de 25 e

75°C, e isto ocorre porque no loop | existe uma arginina.
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1 2 3 4

Figura 8. Ligagdo da PhHGXPRT de P. horikoshii a GMP-agarose na temperatura
de 75°C. Linha 1: Marcador de peso molecular, linha 2: proteina sem ligar na =
resina, linha 3: lavado da coluna com tampao sem GMP e linha 4: lavado da coluna

com 5 mM GMP.

Ligacao de pirofosfato

Na figura 9 mostra-se o efeito do pirofosfato sobre a fluorescéncia intrinseca da
proteina. A adi¢cdo de pirofosfato leva a uma reducédo da fluorescéncia intrinseca da
proteina. As concentracbes menores usadas tém um efeito minimo sobre a
fluorescéncia, concentragdes maiores levam a uma redugdo da fluorescéncia da
proteina em aproximadamente um terco do valor inicial. Concentragdes maiores de 20

mM nao tém mais efeito sobre a fluorescéncia restante (figura 9A).
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Figura 9. Efeito do pirofosfato sobre a fluorescéncia intrinseca da proteina PhHGXPRT de P. horikoshii
A) As concentragdes de pirofosfato usadas foram: preto: 0,0 mM, vermelho: 0,5 mM, verde: 1,0 mM, azul
escuro: 2,0 mM, azul claro: 4,0 mM , rosa: 7,9 mM, amarelo: 15,5 mM, verde-musgo: 30,1 mM, cinza:
56,7 mM roxo: 101,9 mM. B) Isoterma de ligagao do pirofosfato a proteina PhHGXPRT de P. horikoshii.
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O maximo de emissao de fluorescéncia da proteina nao sofre nenhuma alteragao
com a adicdo do pirofosfato. Isto indica que este ligante ndo tem nenhum efeito
significativo sobre a estrutura da proteina.

Na figura 9B mostra-se a isoterma de ligagdo. Assumindo que cada mondmero
tem um sitio de ligagdo para esta molécula, esta representacdo nos permite calcular a
constante de dissociagao do ligante. A existéncia de um unico sitio de ligagao esta
baseada em resultados estruturais e de interagdo com ligantes de varias HPRTs
previamente publicadas.

No trabalho publicado por Wenck et al. (2004) foi obtido o valor da constante Kgq
de ligacao de pirofosfato de 1,8 mM, mostrando que a HPRT de T. cruzi, possui uma
maior afinidade de ligagao ao pirofosfato ao ser comparada a HGXPRT de P. horikoshii
que possui o valor da constante, Ky, de 4,7 £ 0.1 mM.

A figura 9 mostra que a PhHGXPRT liga-se em altas concentragdes de
pirofosfato. Isto mostra que a proteina mantém sua capacidade de ligacdo ao

pirofostato em condigbes saturantes, mesmo nao se ligando a GMP.

Fluorescéncia

Na figura 10 é mostrado o espectro de emissao de fluorescéncia intrinseca da
proteina PhHGXPRT. O espectro apresentou um maximo a 339,7 nm (Aexc=280 nm) e

338,9 nm (hexc = 295 nm).
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O maximo do espectro de fluorescéncia indica que os aminoacidos aromaticos

estao relativamente expostos ao solvente.

Apagamento de fluorescéncia

Foram realizados estudos de apagamento da fluorescéncia intrinseca da

proteina PhAHGXPRT com a molécula apolar acrilamida, capaz de certa penetracdo na

+
proteina, Cs e |, ions carregados positiva e negativamente, respectivamente. O

carater diferente de cada molécula pode fornecer informagdes sobre o ambiente que
rodeia os fluor6foros da proteina.

Na figura 11 é mostrado o efeito da acrilamida sobre a fluorescéncia da proteina.
A adicdo de quantidades crescentes de acrilamida leva a um apagamento da
fluorescéncia intrinseca da proteina até quase total desaparigao (figura 11A). O grafico
de Stern-Volmer do maximo de emissao com um comprimento de onda de excitacdo de
295 nm (figura 11B) mostra um grafico ndo-linear, indicando a existéncia de varias

populagdes de triptofanos com acessibilidades diferentes ao apagador acrilamida.
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Figura 11. Efeito da acrilamida sobre a fluorescéncia intrinseca da proteina PhHGXPRT de P. horikoshii.
O comprimento de onda de excitagao foi de 295 nm. A) Espectros de emissdo na auséncia e presencga de
acrilamida. As concentragbes de acrilamida usadas s&o: preto: 0,0 mM, vermelho: 3,99 mM, verde: 7,98
mM, azul escuro: 15,94 mM, azul claro: 31,75 mM , rosa: 62,99 mM, amarelo: 124 mM, verde-musgo:
240,6 mM, cinza: 453,9 mM e roxo: 815,3 mM. B) Grafico de Stern-Volmer para o apagamento de
fluorescéncia intrinseca da proteina produzido pela acrilamida.
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Na figura 12 sdo mostrados os graficos de Stern-Volmer para o efeito do iodeto
de potassio (figura 12A) e do cloreto de césio (figura 12B) sobre a fluorescéncia
intrinseca da PhHGXPRT. Estes graficos mostram a presenca de duas populagdes de
triptofanos com sensibilidade muito diferente a estes agentes apagadores. Existe uma
primeira populagdo muito sensivel ao apagador, como mostra a rapida diminuigdo da
fluorescéncia a baixas concentragées e outra populacdo muito pouco sensivel que

quase nao € afeitada pelo cloreto de césio.
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Figura 12. Graficos de Stern-Volmer para o apagamento de fluorescéncia intrinseca da proteina
PhHGXPRT produzido pelo iodeto de potassio (A) e cloreto de césio (B). O comprimento de onda de
excitagao foi de 295 nm.

Desnaturacao quimica

Na figura 13A é mostrado o efeito do cloreto de guanidina sobre a fluorescéncia
intrinseca da PhHGXPRT. O agente desnaturante produz dois efeitos sobre a
fluorescéncia da proteina. Um consiste no aumento da intensidade, até uma
concentracdo, mais ou menos, de 3,5 M seguido de uma queda da intensidade até
valores semelhantes aos da proteina na auséncia do agente desnaturante (figura 13B).
O segundo efeito consiste no deslocamento do comprimento de onda maximo de
emissao, muito pequeno, com concentracdes entre 0,6 e 3,0 M e muito acentuado em
concentragbes maiores do agente desnaturante até alcangcar comprimento de onda ao
redor de 350 nm indicando a exposicéo total dos aminoacidos aromaticos ao solvente

aquoso (figura 13C).
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Figura 13. Efeito do cloreto de guanidina (GdnHCI) na fluorescéncia da PhHGXPRT de P. horikoshii. A)
Espectro de emissdo de fluorescéncia em concentragdes crescentes de GdnHCI. B) Intensidade de
fluorescéncia a 350 nm. C) Comprimento de onda maximo de emissdo em cada uma das concentragdes
de GdnHCI.

Na figura 14 é mostrado o efeito do GdnHCI sobre a estrutura da proteina
seguido pela dicroismo circular a 222 nm. O sinal ndo muda de maneira significativa até
uma concentragao de 1,5 M onde se pode observar um pequeno aumento da fragao
desnaturada até uma concentracdo de 3,0 M. Concentragdes maiores resultam na
saturagcdo do efeito deste agente na estrutura secundaria da proteina. A faixa de
concentracdo onde estes efeitos sdo observados € muito semelhante ao efeito do

agente desnaturante sobre o comprimento de onda maximo de emissdo de

fluorescéncia (figura 13C). —r T T T T
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Figura 14. Efeito do cloreto de guanidina sobre o
estado aparente de enovelamento da PhHGXPRT de P.
horikoshii. As mudangas estruturais foram seguidas
pelo sinal de dicroismo circular a 222 nm.
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Na figura 15A é mostrado o efeito da uréia sobre a fluorescéncia intrinseca da
PhHGXPRT. A intensidade aumenta vagarosamente até 4,5 M e depois aumenta mais
rapidamente até a concentragdo maxima do desnaturante (figura 15B). Um efeito similar
€ observado para o comprimento de onda maximo de emisséo da proteina atingindo um
valor de 344 nm na concentragdo maior de uréia (figura 15C). Nenhuns dos dois sinais
tém seu efeito saturado, e o fato do comprimento de onda maximo de emissdo nao
chegar até 350 nm indica que a proteina ndo foi totalmente desenovelada com este

tratamento.
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Figura 15. Efeito da uréia na fluorescéncia da PhHGXPRT. A) Espectro de emisséo de fluorescéncia em
concentragdes crescentes de uréia. B) Intensidade de fluorescéncia a 350 nm. C) Comprimento de onda
maximo de emissdo em cada uma das concentracdes de uréia.

Na figura 16 & mostrado o efeito da uréia sobre a estrutura da PhHGXPRT. Neste
caso nao existe nenhuma mudanga significativa até uma concentracdo de 3,0 M.

Concentragdes maiores desenovelam a proteina, e o efeito satura ao redor de 4,25 M.
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Figura 16. Efeito da uréia sobre o estado aparente de enovelamento da PhHGXPRT de P. horikoshii. As
mudancas estruturais foram seguidas pelo sinal de dicroismo circular a 222 nm.

Estes dados indicam que a proteina n&o possui apenas dois estados (nativo e
desnaturado), mas que ela passa por varias etapas até ser desnaturada pelos agentes:
cloreto de guanidina e uréia.

Na figura 17A é mostrado o efeito do cloreto de guanidina sobre o raio de giro da
proteina obtido pela técnica de espalhamento de raios X a baixo angulo. Pode-se
observar que ndo existe mudanca significativa até uma concentragdo de 4,0 M. Apos

esta concentragao o raio de giro aumenta indicando o desenovelamento da proteina.
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Figura 17. Denaturagéo quimica da Ph-HGXPRT com cloreto de guanidina. Painel A. Raio de giro obtido
pelos dados de SAXS com o programa GNOM. Painel B. Denaturagdo seguida por dicroismo circular
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Uma comparacao dos dados de desenovelamento da PhHGXPRT induzido pelo
cloreto de guanidina seguido por diferentes técnicas € mostrada na figura 17B. Pode-se
observar que o sinal de dicroismo circular muda antes que os sinais de fluorescéncia,
0s quais também ndo mudam na mesma concentragdo do agente desnaturante. Isto é
uma clara indicagao da existéncia de mais de dois estados (nativo e desnaturado) no
processo de desenovelamento.

Os pontos médios da denaturagdo (tabela 5) para cada uma destas técnicas

também mostram estas diferencias mencionadas anteriormente.

Tabela 5. Ponto médio de desnaturacdo da PhHGXPRT por cloreto de guanidina.

Técnica Ponto médio

SAXS 4,38 + 0,02 M

Dicroismo circular 3,67 £0,01 M

A maxima (Fluorescéncia) 3,87 £0,01 M
Centro de massa (Fluorescéncia) 3,91+0,01 M

Proteodlise limitada

A proteina PhHGXPRT foi tratada com as seguintes proteases: proteinase K,
quimiotripsina e subtilisina, e foi verificada em todos os experimentos (figura 18) a perda
de um pequeno fragmento ao se passar 30 minutos, passando de 20 kDa para
aproximadamente 18 kDa. Quando os géis sdo sobrecarregados pode-se observar a
formacao de bandas de menor peso molecular, mostrando uma pequena sensibilidade
a estas proteases (dados nao mostrados).

Destas proteases so a subtilisina foi capaz de produzir totalmente o fragmento de
18 kDa a partir das duas horas de tratamento.

Com o objetivo de comprovar que parte da proteina foi eliminada, N-terminal ou
C-terminal, o produto da digestdo com subtilisina foi submetido a cromatografia de
afinidade a metal. A proteina clivada deste modo n&o foi retida na coluna. Isto indica a

eliminac&o de um fragmento N-terminal contendo a cauda de histidinas.
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Figura 18. Protedlise limitada da PhHGXPRT de P. . . . - e
horikoshii A) proteinase K, B) quimiotripsina e C)
subtilisina. 1. Marcador de peso molecular, 2. Controle, -
3. 30 minutos, 4. 1 hora, 5. 2 horas, 6. 4 horas, 7. 8

horas.

Gel filtracao
A gel filtragdo da proteina PhnHGXPRT é mostrada na figura 19. Este experimento

permitiu calcular o peso molecular da proteina em solugdo. Este peso molecular foi de

103,1 £ 3,5 kDa. Isto corresponde a presenca de um hexamero em solucao.
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Figura 19. Filtracdo em gel da proteina recombinante PhHGXPRT de P. horikoshii. Catalase (232 kDa),
aldolase (158 kDa), albumina de soro bovino (BSA, 66 kDa), ovalbumina (OVA, 43 kDa), e ribonuclease A
(RNAse A, 13,7 kDa) foram usadas como marcadores moleculares. O asterisco representa a proteina
recombinante PhHGXPRT de P. horikoshii.
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Espalhamento dindmico de luz (DLS)

Na figura 20 € mostrado o grafico de DLS com o qual podemos determinar o raio
de giro da proteina PhHGXPRT. Também se pode observar a presenca de um so pico
indicando que a proteina apresenta uma unica forma homogénea em solugdo com um
raio de giro de 4,3 nm, correspondente a um peso molecular de 103,0 + 2,4 kDa.
Considerando um peso molecular de 17,5 kDa para o mondmero pode-se dizer que

esta proteina em solucio se encontra na forma de hexamero.

Rg = 4,3 nm
® Mw = 103 kDa
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Figura 20. Espalhamento dindmico de luz da PhHGXPRT de P. horikoshii.

Caracterizacao estrutural por SAXS.

Os dados obtidos através da técnica de Espalhamento de raios-X a baixo angulo

(SAXS) e seu processamento sao mostrados na figura 21.
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Figura 21. Espalhamento de raios X a baixo angulo da PhHGXPRT de P. horikoshii. A) Perfil de
espalhamento da proteina. B) Fung¢ao de distribuigdo de particulas. C) Grafico de Kratky. Pontos em preto
representam os dados experimentais e a linha vermelha o ajuste tedrico obtido com o programa GNOM.
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A funcao de distribuicao de particulas (figura 21B) nos permite calcular um raio
de giro de 31,66 + 0,05 A e uma dimensao maxima de 109 A. O grafico de Kratky (figura
21C) mostra que a proteina estd enovelada apresentando um maximo em valores
baixos de q.

A forma da funcéo de distribuicdo de particulas mostra que a PhHGXPRT tem
uma forma assimétrica, principalmente pela relagdo entre o raio de giro e a dimensao
maxima. O modelo calculado com o programa DAMMIN (figura 22, modelo em verde)

permite observar como a proteina possui uma forma arredondada e achatada.

Estrutura Cristal

Modelo SAXS

Figura 22. Modelo da PhHGXPRT de P. horikoshii. Verde: modelo de SAXS da proteina. Azul claro:
Estrutura cristalografica do hexdmero da proteina (PDB code 1VDM). O modelo foi obtido com o
programa DAMMIN.

A sobreposi¢cao dos dois modelos (SAXS e cristalografico) mostra que o modelo
obtido pela técnica de SAXS representa a proteina em solucdo. Na estrutura
cristalografica foi observado um dodecamero na unidade assimétrica. Os dados de
SAXS concordam com os obtidos por DLS e gel filtragao mostrando que a espécie que

existe em solugao para esta proteina € um hexamero.
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HPRT de Schistosoma mansoni

Clonagem
A amplificagdo do gene Smhpt de S. mansoni, foi feita utilizando-se a técnica de

PCR usando o cDNA. O gene de interesse foi amplificado como mostra a figura 23.
pb
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Figura 23. Amplificacdo do gene Smhpt de S. mansoni 1) Marcador de peso molecular. 2, 3 e 4) Produto
da amplificagédo por PCR do gene Smhpt, amplificagdo das bandas no tamanho do peso molecular
esperado.

O produto da reagcdo de PCR foi purificado e o gene foi clonado no vetor
pPROEX-1 (Invitrogen) resultando no vetor pPSmHPRT. Este vetor tem o promotor lac e
introduz uma cauda de histidinas e um sitio de corte com a protease do virus do
mosaico do tabaco (TEV). A presenga do inserto no vetor foi confirmada por
experimentos de PCR e de digestdo enzimatica com as endonucleases de restrigao
Ndel e Hind II.

Expressao e purificacao

Células de E. coli DH5a contendo o plasmideo pSmHPRT foram crescidas a
30°C na presenca de ampicilina. A expressao foi induzida pela adicdo de uma
concentracéo final de 1 mM de IPTG no meio de cultura. A proteina foi expressa na

fracdo soluvel como pode ser observado na figura 24A.

A figura 24B mostra a purificagdo da HPRT de S. mansoni, realizada pela técnica

de purificagao por cromatografia de afinidade a metal (Hi-Trap chelating).
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Apos a purificacao, didlise e concentracao, obteve-se a concentracao de proteina
de 10 mg/mL.
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Figura 24. Expresséo e purificagdao da proteina SmHPRT de S. mansoni. A) Expressado - linha 1.
Marcador de peso molecular; 2. flow-through; 3. 5 mM de imidazol, 4. 25 mM de imidazol 5. 50 mM de
imidazol, 6. 100 mM de imidazol, e 8. 500 mM de imidazol. B. Purificagdo 1. Marcador de peso molecular,
e as outras linhas representam a proteina eluida com 200 mM imidazol.

Caracterizacao estrutural da SmHPRT por SAXS

Na figura 25 sdo mostrados os dados de espalhamento e o seu processamento.
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Figura 25. Espalhamento de raios X a baixo angulo da SmHPRT. A) Perfil de espalhamento. B) Funcéo
de distribuicao de particulas. C) Grafico de Kratky. Pontos em preto representam os dados experimentais
e a linha vermelha o ajuste tedrico obtido com o programa GNOM.

A funcéo de distribuicao de particulas (figura 25B) nos permite calcular um raio
de giro de 47,41 + 0,07 A e uma dimensdo maxima de 139 A para esta proteina. A
forma deste perfil nos permite deduzir que a forma da proteina em solug¢do é alongada,
ja que a dimensdo maxima é quase trés vezes maior que o raio de giro. O grafico de
Kratky (figura 25C) com um maximo a valores baixos de 6 nos permite dizer que a

proteina esta enovelada.

48



Resultados

Estes dados permitiram calcular um modelo para a estrutura da proteina em
solugdo (figura 26). O modelo mostra uma proteina alongada formada, muito
provavelmente, por dois tetrémeros quando comparada com estruturas cristalograficas

de outras fosforribosiltransferases.

Figura 26. Modelo da SmHPRT obtida através dos dados de SAXS. A) Representagdo do modelo obtido
para a proteina com o programa DAMMIN. B) Comparagdo do modelo da SmHPRT com o tetramero da
XPRT de E. coli depositada no banco de dados de proteina (PDB code 1A95).
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Discussao

Este trabalho apresenta uma caracterizagdo bioquimica e estrutural da proteina
6-oxopurina fosforribosiltransferase, de um organismo hipertermofilico Pyrococcus
horikoshii (PhHGXPRT) e uma caracterizagdo estrutural preliminar da proteina 6-
oxopurina fosforribosiltransferase do parasita helminto trematédeo Schistosoma
mansoni (SmHPRT).

Pyrococcus horikoshii

As proteinas termofilicas e hipertermofilicas sao estudadas, devido sua aplicagao
em biotecnologia, e a informac&o sobre a estabilidade protéica. A PhHGXPRT foi
estocada a 4°C por varios meses sem aparente perda da atividade e sem o uso de

agentes estabilizantes indicando uma alta estabilidade.

Estrutura secundaria

O conteudo da estrutura secundaria, obtido da estrutura tridimensional (PDB
code 1VDM) é de 25,5 % de a-hélice, e 30,1 % de folha-p. Estes numeros estdo mais
perto da predigdo que da estimagao obtida utilizando os dados de dicroismo circular.
Isto mostra que os dados de dicroismo tém que ser considerados com muita cautela
com relagao ao conteudo em estrutura secundaria das proteinas devido a influéncia de

outros componentes estruturais no espectro de dicroismo circular.

Cinética

A atividade enzimatica da proteina PhHGXPRT apresenta uma forte dependéncia
com a temperatura, nada surpreendente em proteinas de organismos hipertermofilicos.
A proteina apresenta uma atividade enzimatica detectavel na menor temperatura
utilizada (40°C), mas esta atividade aumenta com a temperatura até os 70°C. A
atividade deve aumentar com maiores temperaturas, considerando que a temperatura
otima de crescimento para esta archaea é 98°C (Gonzalez et. al., 1998). A realizacéo
de medidas de atividade acima da maxima utilizada neste estudo é dificil pela
manipulacéo problematica das amostras e pelas mudancgas rapidas de temperatura que,

muito provavelmente, acontecem trabalhando nestas altas temperaturas.
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A temperatura nao teve um efeito significativo nos valores de K, obtidos para a
hipoxantina, guanina, xantina e PRPP (tabela 4). Hipoxantina e guanina apresentam
valores de Ky, similares aos dados reportados (Keough et al., 1999; Sujay Subbayya et.
al., 2000; Sujay Subbayya & Balaram, 2000; Free et al., 1990; Xu et al., 1997; Yuan et
al., 1990; Munagala et al., 1998; Jardim & Ullman, 1997; Monzani et al., 2002; Chen et
al., 2003; Wenck et al., 2004). A comparagéo dos valores de Km para o PRPP é
complicado devido a grande variagdo deste dado entre as diferentes espécies. No caso
da enzima humana, este valor sofre mudancas de acordo com as condi¢des usadas nas
medidas cinéticas (Keough et al., 1999; Sujay Subbayya et al., 2000; Free et al., 1990;
Xu et al., 1997).

Entretanto, os valores da constante catalitica aumentaram com a temperatura
(tabela 4). Na faixa de temperatura de 50 a 70°C a kcat aumenta 3,8 vezes para
hipoxantina, 6,7 para guanina, 3,2 para xantina e 6,4 para PRPP. Um maior aumento
pode ser esperado até a temperatura 6tima de crescimento do organismo.

Foi verificado que a proteina usa xantina como substrato, mas com menor
eficiéncia em comparagao a hipoxantina e a guanina, pelo valor semelhante de kcat em
comparagao com as outras bases 6-oxopurinicas. Estes dados parecem indicar que
este substrato ndo liga facilmente, mas quando liga a conformagao é muito favoravel

para a reagao catalitica.

Oligomerizacao
As HPRTs existem em solugdo como dimeros ou tetrdmeros (Sinha et al., 2001).

Parece que o estado de oligomerizagdo tem um papel na catalise e na estabilidade da
conformacgao ativa bem como uma estabilidade geral da proteina. Dados obtidos neste
trabalho (figuras 19 e 20) indicam que a PhHGXPRT é um homohexamero em solugao.
Esta enzima consiste de somente 153 aminoacidos, sendo uma das menores HPRTSs.
Uma observagao cuidadosa do alinhamento com outras HPRTs (figura 3) vé-se que
este tamanho é devido ao desaparecimento de um pedaco da sequéncia ao se
comparar com outras estruturas. O estado de agregagao, juntamente com este tamanho

pequeno e mais compacto, deve contribuir para extrema estabilidade desta proteina.
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A estrutura do cristal mostra um dodecéamero na unidade assimétrica. Este
dodecamero é composto por dois hexameros, e os hexameros sdo compostos por trés
dimeros, formando um trimero de dimeros. Uma analise detalhada da superficie de
interagdo entre os dois hexameros na unidade assimétrica mostra que a maioria das
interacbes € de carater eletrostatico. Isto, juntamente com nossos dados, indica que o
dodecamero existe somente no cristal e o unico oligbmero presente em solugéo € o
hexédmero. Os dados de SAXS mostram, também, que o estado de oligomerizagéo €&

mantido mesmo em altas concentragdes (~ 20 mg/mL).

Localizacao dos residuos de triptofano

Os dados da fluorescéncia intrinseca da proteina e de apagamento de
fluorescéncia nos permitem deduzir a existéncia de duas populagdes de triptofanos,
uma delas extremamente accessivel ao solvente e outra bem enterrada na estrutura
sem que seu sinal de fluorescéncia seja quase afetado pelos apagadores. Na figura 27
podemos observar a localizagao deste tipo de residuos na proteina e pode-se observar
como existe uma grande correlagéo entre a estrutura e os dados de fluorescéncia. Cada
mondémero possui quatro triptofanos. Dois deles estdo localizados no loop Il do sitio
ativo. Este loop estda muito exposto ao solvente e € muito flexivel. Os outros dois
residuos estdo contiguos na sequéncia, Trp8 e Trp9, e situados no comego de uma o—
hélice. Estes residuos estdo localizados no sitio de interacdo dos trés dimeros e
formam um sanduiche de aminoacidos aromaticos com interagbes de stacking entre
eles que estabilizam o hexamero. Este grupo de residuos estd bem enterrado na
molécula sem quase nenhum acesso ao solvente. Estes dados mostram como uma
técnica simples e rapida pode fornecer informagao estrutural sem ter que fazer

experimentos com técnicas muito mais complexas.
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Figura 27. Localizagéo dos residuos de triptofano da PhHGXPRT de P. horikoshii. A) Hexadmero com
cada dimero representado em uma cor diferente. As cadeias laterais dos triptofanos estao representadas
expressamente. B) Estrutura girada 90°. C) Representagdo das cadeias laterais dos triptofanos D)
Estrutura girada 90°. A orientagao dos painéis C e D € a mesma que nos painéis A e B, respectivamente.

Desnaturacao

A estabilidade conformacional de muitas proteinas pode ser determinada através
de estudos de estabilidade de proteinas usando agentes desnaturantes como cloreto de
guanidina e uréia. Esses compostos induzem o desenovelamento de proteinas
oligoméricas realizando processos multifasicos com a estabilizagdo de intermediarios
parcialmente enovelados. A proteina PhHGXPRT apresentou uma certa estabilidade
quimica. A proteina mantém o seu enovelamento até uma concentragao de 4,0 M de

cloreto de guanidina, e 3,0 M de uréia. O espectro de fluorescéncia da proteina foi
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caracterizado pelo leve deslocamento do maximo de emissdo a comprimentos de onda
menores, indicativo de que os aromaticos foram capazes de serem expostos na
presenca dos desnaturantes, todavia, ao se aumentar a concentracdo destes foi visto
que a proteina apresenta varios estados, além do nativo e desnaturado, antes de ser

desenovelada.

Loops
O alinhamento da sequéncia desta proteina com varias 6-oxopurina PRTs bem

caracterizadas (figura 3) mostra diferengas importantes. Algumas das caracteristicas
das 6-oxopurina PRTs estao presentes na sequéncia da PhHGXPRT. As sequéncias do
loop | (A34-R35-G36, analogos com humano L67, K68 e G69), loop Il (K59-EG9, 11
residuos, analogos com humano, K102-D112) e loop Il (V86-T95, 10 residuos analogos
com humano V129-T138) podem ser claramente identificadas, embora com algumas
diferencas significantes nos dois primeiros loops. Neste alinhamento ndo é possivel o
reconhecimento dos residuos caracteristicos do loop IV.

O loop | do sitio ativo é composto por 3 aminoacidos e a ligagao peptidica entre
os dois primeiros apresenta uma conformacao cis (Focia et al., 1998a; Focia et al.,
1998b; Héroux et al., 1999b; Shi et al., 1999). Daqueles residuos o primeiro (humano
L67) e o ultimo (humano G69) s&o considerados como invariaveis. Esta conservacao é
importante para a fungdo da proteina (Héroux et al., 1999a; Héroux et al., 2000; Shi et
al., 1999a; Shi et al., 1999b).

O primeiro residuo deste loop € importante para a ligagdo de um oxigénio do
PRPP ou PPi. A HPRT de T. cruzi pode acomodar somente Met nesta posicdo sem
causar perda de solubilidade, mas a eficiéncia catalitica € reduzida de forma importante
(Butterworth et. al., 2004). Qualquer outro residuo, nesta posigcao, origina uma proteina
recombinante insoluvel, indicando um papel na manutencao da estrutura da proteina
(Butterworth et. al., 2004). A maioria das sequéncias apresenta uma Leu nesta posigao
mostrando uma grande pressao para manté-la. O segundo residuo mais abundante &
Met (20 em 113 espécies). Nenhum dado bioquimico esta disponivel para qualquer uma

destas espécies, assim, permanece incerto se estas sequéncias representam HPRTs
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verdadeiras. Ala é encontrada em sete espécies, trés delas sao bactérias
(Corynebacterium diphtheriae, Streptomyces coelicolor e Thermus thermophilus) e
quatro espécies sado archaea (P. abyssi, P. furiosus, P. horikoshii e Thermococcus
kodakarensis). Por ultimo, existe uma sequéncia com uma valina nesta posi¢cao
(Coxiella burnetii). Neste ultimo caso, a sequéncia caracteristica dos outros trés loops
(I, 1l e IV) esta presente, indicando que pode ser uma HPRT verdadeira. O terceiro
residuo deste loop é uma Gly (humano G36), conservada em todas as sequéncias
depositadas nos bancos de dados que podem ser reconhecidas como HPRTs (113
espécies). Esta conservacgao indica uma alta pressdo nesta posigcdo, mostrando a
importancia da presenca de um residuo muito pequeno e flexivel nesta posicao. O
aminoacido do meio do loop | € um aminoacido que apresenta uma alta variabilidade.
Os residuos mais frequentes nesta posi¢cao sao Lys e Arg (humano K68). Este residuo
€ importante para determinar a especificidade para o nucleotideo monofosfato, e a
existéncia da pirofosforélise (reagao reversa). A presenca de Lys permitira que esta
reagdo possa ocorrer, mas a presenga de Arg elimina a ligagcdo da proteina ao
mononucleotideo impedindo a reacédo (Lee et al., 1998; Lee, 1999; Canyuk et. al.,
2004).

A sequéncia Ala-Arg-Gly esta presente no loop | da seqiéncia da PhHGXPRT.
Os experimentos de ligagdo a GMP-agarose (figura 8) e de atividade enzimatica (dados
nao mostrados) mostram que a proteina n&o € capaz de ligar o mononucleotideo e,
consequentemente, apresenta falha na atividade de pirofosforélise. Estes resultados
corroboram dados previamente publicados para varias HPRTs bacterianas (Lee et. al.,
1998; Guddat et. al., 2002) e o estudo de mutagénese na enzima de T. cruzi, que
mostra que a presenga de Arg nesta posicdo pode influenciar na ligagdo do
mononucleotideo por meio de modificagdes conformacionais sutis (Canyuk et. al.,
2004). Foi medida a ligacdo do substrato PPi com a proteina PhHGXPRT por
apagamento da fluorescéncia intrinseca da proteina. O mecanismo cinético da proteina
humana e de trés proteinas de parasitas tém sido estudados e relatados como sendo
um mecanismo bi-substrato bi-produto ordenado com o PRPP ligando antes que a base

purinica e o PPi sendo liberado primeiramente seguido pelo ribonuclotideo de purina
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(Giacomello et. al., 1978; Wenck et. al., 2004; Xu. et. al., 1997; Munagala et. al., 1998).
Estudos cinéticos com a enzima humana mostraram que a liberacdo dos produtos &,
principalmente, ordenado sendo o PPi o primeiro produto em sair da enzima, mas
qualquer um pode ser liberado primeiramente do complexo ternario (Xu et. al., 1997).
PPi é, essencialmente, o segundo substrato que liga na enzima na reagao reversa, mas
foi demonstrado que ele pode se ligar a enzima para formar um complexo n&o-produtivo
“enzima-PPi-hipoxantina” (Xu et. al., 1997). Foi comprovada que a afinidade de ligagéo
deste composto € baixa, de forma semelhante as outras HPRTs (Wenck et. al., 2004).
Isto parece indicar que a conformacéo adotada pela PhHGXPRT impedindo a ligagao
do mononucleotideo nao afeta a ligacdo do PPi. Isto também pode ser uma indicagao
de que a PhHGXPRT segue um mecanismo de reagao bi-bi ordenado.

O loop Il é muito flexivel e fecha-se sobre o sitio ativo durante a catalise. A
caracteristica principal deste loop é a presenca de um dipeptideo conservado, Ser-Tyr,
extremamente importante para a atividade catalitica. Diversos estudos mostraram que a
substituicdo do residuo de Ser por qualquer residuo torna a enzima quase inativa, e que
o residuo de Tyr pode ser somente substituido por outro residuo aromatico (Jardim et.
al., 1997; Medrano et. al., 2003). O residuo de Ser estd muito conservado, mas nao
esta presente em todas as sequéncias da HPRTs. Existem trés outros tipos de residuo
nesta posi¢cado. O segundo residuo mais representado é Arg. Este residuo esta presente
em 17 espécies, todas elas bactérias, das 113 HPRTs reconhecidas no banco de
dados. Phe esta presente em sete espécies, e ha um organismo que tem Leu nesta
posigao (Aeropyrum pernix). O segundo residuo deste dipeptideo, Tyr, esta conservado
em todas as sequéncias. Isto indica a sua importancia para atividade enzimatica, como
indicado pelos estudos de mutagénese. Mesmo podendo ser substituido, in vitro, por
outro residuo aromatico ndo existe nenhum outro residuo nesta posi¢cao na natureza
indicando que deve ter um papel critico para a atividade. A sequéncia do loop Il de P.
horikoshii apresenta o dipeptideo Phe-Tyr. Na estrutura do cristal alguns dos residuos
deste loop ndao estdo bem definidos na maioria dos monémeros, somente um
mondémero foi desenhado com todos os residuos do loop, e estes residuos apresentam

fatores de temperatura altos, indicando uma alta flexibilidade. Esta flexibilidade ¢ uma
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caracteristica muito importante presente, mesmo, em HPRTs de organismos
termofilicos (Chen et. al., 2005) e hipertermofilicos (P. horikoshii, 1"VDM). De qualquer
forma, a flexibilidade deste loop n&o parece ter um impacto importante na estabilidade
das HPRTs. A HPRT humana pode ser considerada termoestavel (Yuan et. al., 1993)
enquanto que a proteina de P. falciparum é muito pouco estavel (Keough et. al., 1999).

O loop Il possui o motivo de ligagao ao fosfato e um acido aspartico (humano
D137), importante para a catalise, e um residuo de Lys envolvido na ligacdo e
posicionamento da base purinica. Todos estes residuos sdo bem conservados em
todas as sequéncias indicando a importancia da integridade deste loop para a atividade
enzimatica.

O loop IV esta formado pela por¢cdo C-terminal da proteina que forma um capuz
sobre o nucleo da proteina. Este loop possui um residuo aromatico (humano F186)
envolvido na ligagdo da base purinica, um Asp (humano D197) que liga um ion
magnésio e uma Arg (humano R199) que participa da ligagdo do PRPP ou PPi. Estes
dois ultimos residuos sido importantes para a atividade catalitica e sua modificagcao
acarreta sérios problemas ao organismo, como no caso da sindrome de Lesch-Nyhan
em humanos, onde o Asp foi trocado por Asn (Lesch et. al., 1964; Seegmiller et. al.,
1967; Jinnah et. al., 2000). A maioria das sequéncias possui um loop IV facilmente
identificavel. Existem algumas sequéncias onde os residuos que constituem o loop nao
podem ser identificados claramente, incluindo a HGXPRT de P. horikoshii que
apresenta um C-terminal muito curto.

E interessante a observacdo de como as mudancas na seqiiéncia dos loops,
com relacdo a bem caracterizadas HPRTs humanas, e protozoarias acontecem
concomitantemente. De acordo com a sequéncia dos loops do sitio ativo as HPRTSs,
estas podem ser classificadas em trés grupos. O primeiro grupo inclui as proteinas de
mamiferos, protozoarios e algumas bactérias com um tipico loop I: Leu como o primeiro
aminoacido, um dipeptideo Ser-Tyr no loop Il e um loop IV tipico; o segundo grupo tem
Met na primeira posi¢céo do loop |, um dipeptideo Arg-Tyr no loop Il e um loop IV tipico;

e o terceiro grupo composto por proteinas que tem Ala ou Ser na primeira posi¢ao do
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loop |, um dipeptideo Phe-Tyr no loop Il € um loop IV néao tipico. A HGXPRT de P.

horikoshii pertence ao terceiro grupo.

/
Figura 28. Estrutura cristalografica da PhHGXPRT de P. horikoshii (PDB code 1VDM). A) Estrutura do
dimero. B) Ampliagao do sitio ativo. As cadeias laterais dos residuos dos loops |, II, 1l e IV que formam
parte do sitio ativo estdo representadas na figura.

Os dados obtidos neste trabalho indicam que o gene hprt de P. horikoshii codifica
uma 6-oxopurina fosforribosiltransferase verdadeira, capaz de catalisar a sintese de
mononucleotideos independentemente das diferencas observadas ao nivel de
sequéncia com respeito as bem caracterizadas HPRTs humana, protozoarias e
bacterianas. Isto poderia indicar que o enovelamento da proteina deve ser diferente das
HPRTs de mamiferos e protozodarios para acomodar as mudangas na sequéncia e
conservar a atividade. A figura 28 mostra a estrutura do dimero da PhHGXPRT sem
nenhum substrato no sitio ativo. Pode-se observar que a configuragédo do loop | no
dimero é diferente das HPRTs de mamiferos e protozoarios. O primeiro residuo deste
loop nestas ultimas HPRTs (Leu) esta perto do mesmo residuo do mondémero vizinho e
fazendo um contato de Van der Waals’ (Butterworth et. al., 2004). Em P. horikoshii
estes loops estdo mais distantes sem contato direto entre eles (figura 28). A presenca

da Arg como o segundo residuo do loop faz que a proteina seja incapaz de ligar o
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mononucleotideo e, por tanto, incapaz de catalisar a reagao de pirofosforélise. Estudos
de mutagénese mostraram que a presenca de Arg nesta posicao na HPRT de T. cruzi
faz que ela seja incapaz de ligar o mononucleotideo em concentragdes fisiologicas
(Canyuk et. al., 2004). Uma possivel explicagdo deste fato é a possibilidade da
existéncia de comunicacao entre os monémeros através deste loop, devido a interacao
direta entre seus residuos. Estes novos dados indicam que a comunicagao entre o loop
| e 0 outro extremo do sitio ativo, o sitio de ligagdo do mononucleotideo, pode acontecer
através de um unico monémero. Embora, pdde ser possivel que estes dois tipos de
proteinas comuniquem de diferentes maneiras na presenca deste residuo no meio do
loop I.

Com os presentes dados ndo podemos explicar como as diferengas observadas
nos loops |, Il e IV da proteina PhHGXPRT possam acomodar os substratos para
manter a atividade enzimatica tipica de uma 6-oxopurina fosforribosiltransferase. A
conformacgao que o dipeptideo Phe-Tyr do loop Il adota na estrutura do cristal coloca a
cadeia lateral da Phe dentro do sitio ativo. Este loop tera que submeter-se a uma
grande mudanga conformacional se o0 modo de ligagdo do substrato a proteina se
parece ao das HPRTs de mamiferos, protozoarios e bactérias. Também, o Trp
localizado no loop IV no lugar que a Arg199 (humana) ocupa e que liga o PRPP ou PPi
nao parece capaz de ligar estes substratos da forma que ele esta na estrutura do cristal
(figura 28). E possivel que esta proteina ligue os substratos com uma conformag&o
diferente para permitir a reagao enzimatica.

Neste trabalho foram obtidos cristais da proteina na presenca de substratos,
porém estes so6 difratavam até uma resolugéo de 3.6 A, nas melhores imagens. A célula
unitaria desses cristais € maior da descrita no Protein Data Bank para a estrutura
cristalografica depositada. Nossos cristais parecem possuir 24 mondémeros na unidade
assimétrica. A informacao fornecida no PDB sobre a cristalizacdo da proteina nao é
completa e tentativas de reproduzir essas condi¢des nao forneceram nenhum resultado
positivo.

Em resumo, foram apresentados aqui dados que identifica o produto do gene

hprt como uma hipoxantina-guanina-xanthina fosforribosiltransferase, com preferéncia
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para o uso de hipoxantina e guanina. Estes dados nos permitem afirmar que o grupo de
organismos que apresentam genes com uma sequéncia semelhante, possui uma 6-
oxopurina fosforribosiltransferase verdadeira. Estes organismos sdo as archaeas P.
abyssi, P. furiosus, P. horikoshii e T. kodakarensis, e as bactérias C. diphtheriae, S.

coelicolor e T. thermophilus.

Schistosoma mansoni

A HPRT de S. mansoni tem sido estudada com respeito a sua atividade
enzimatica e estabilidade térmica (Kanaani et al., 1995; Kanaani et al., 1997; Yuan et
al.,, 1990; Yuan et al., 1992; Yuan et al., 1993). O objetivo deste trabalho é realizar
estudos estruturais para comparar as mudancas que as HPRTs apresentam em
posi¢cdes importantes para a atividade catalitica.

O unico resultado que se apresenta aqui € uma caracterizagdo preliminar da
proteina clonada fusionada com uma cauda de histidinas para facilitar a sua purificagao
usando a técnica de SAXS. Os dados mostram que a proteina esta enovelada e
formada por oito monémeros. O modelo que pode ser construido mostra uma
configuragdo compativel com a presenga de dois tetrameros interagindo entre si. Esta
proteina recombinante com a cauda de histidinas mostra uma grande tendéncia a
agregar e precipitar com o passar do tempo.

Estes dados, preliminares, parecem indicar que a proteina pode estar na forma
de tetramero em solugao, e que sera necessaria a remog¢ao da cauda de histidinas para
comprovar o estado real de agregagéo da proteina e para a continuagédo dos estudos de

cristalizagao.
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Conclusoes

Neste trabalho foram obtidas as seguintes conclusodes:

Para a proteina fosforribosiltransferase de P. horikoshii:

1.

2.

O gene Ph0095 codifica uma 6-oxopurina fosforribosiltransferase funcional.

A proteina codificada por este gene pode utilizar hipoxantina, guanina e xantina

como substratos, sendo uma HGXPRT.

A PhHGXPRT ndo € capaz de realizar a reacado de pirofosfordlise. Isto esta de
acordo com dados publicados onde proteinas com uma Arg no loop | ndo séo

capazes de realizar esta reacgao.

A PhHGXPRT é um homohexamero em solug¢ao, o que pode ser importante para

sua estabilidade.

A PhHGXPRT é compacta e resistente a agdo de proteases em condicoes

limitadas.

A proteina possui, no minimo, um estado intermediario quando tratada com

agentes desnaturantes como cloreto de guanidina e uréia.

Os dados obtidos aqui permitem comprovar que existem variantes desta proteina
na natureza que, apesar de mudangas em residuos importantes, mantém a

atividade catalitica compensando estas mudancas.

Para a proteina fosforribosiltransferase de S. mansoni:

1.

2.

A proteina apresenta-se como um octamero em solugcdo devido a presenca da
cauda de histidinas. Mas, este estado de oligomerizacdo nao parece ser o da
proteina nativa pelo excesso de agregagao observada e pelo modelo obtido com

dados de SAXS; logo provavelmente a sua estrutura € um tetréamero.

A eliminagdo da cauda de histidinas, seja por tratamento proteolitico ou
clonagem do gene sem fusdes, sera um passo importante na obtengdo de uma

proteina para que se possam continuar com os estudos estruturais.
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enzyme is able to use hypoxanthine, guanine and xanthine. The first two substrates showed similar catalytic
efficiencies, and xanthine presented a much lower value (around 20 times lower), but the catalytic constant
was comparable to that of hypoxanthine. The enzyme was not able to bind to GMP-agarose, but was able to bind
the other reverse reaction substrate, inorganic pyrophosphate, with low affinity (K4 of 4.7+0.1 mM). Dynamic
light scattering and analytical gel filtration suggested that the enzyme exists as a homohexamer in solution.

© 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.
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1. Introduction binding fold. This common core region consists of four or five-
stranded parallel 3-sheet sandwiched between three or four «-helices
Purine nucleotides can be generated via either de novo or the and a hood domain offers residues that complete the active site [11-14].
salvage pathways [1,2]. These nucleotides play a critical role in @ The active site is composed, in part, by four loops that play important
number of cell functions, including synthesis of DNA and RNA, and  roles during the reaction. Loop  is composed by three residues located at
biogenesis such as ATP supply. The two pathways are inter-related and  the interface between the monomers that form the dimer, and it is also
may impose regulation on each other. They share one common involved, somehow, in the recognition of the mononucleotide [15,16].
substrate, a-D-phosphoribosyl-1-pyrophosphate (PRPP), which main-  The presence of arginine at the center position of the loop hampers the
tains a balance between the two pathways. Hypoxanthine-guanine  pinding of the nucleotide rendering, essentially, an enzyme not capable
phosphoribosyltransferase (EC 2.4.2.8, HPRT) is a key enzyme in the  of the pyrophosphorolysis reaction [15,16]. Any other amino acid
salvage pathways for purine nucleotide synthesis. It catalyzes the  occurring naturally at this position has no interference with this
reversible transfer of the 5-phosphoribosyl group from PRPP to the N9 reaction. Loop II is highly flexible and closes onto the substrates during
in the G-oxopurine bases hypoxanthine or guanine to form the catalysis shielding the active site from the bulk solvent [17]. Loop III is
nucleotides inosine 5’-monophosphate (IMP) or guanosine 5'-mono-  the most conserved of the loops and forms the binding site for the
phosphate (GMP), respectively. The enzyme of some species is able to  phosphate moiety of the nucleotide or the 5'-phosphate of the PRPP.
use the purine base xanthine. This enzyme is indispensable in humans Loop IV contributes with residues that bind the nitrogenated base, one of
and mutations resulting in HGPRT deﬁciency leads to Gout [3] as well the magnesium ions and one phosphate form of the PRPP or the
as the Lesch-Nyhan syndrome [4,5]. Many parasitic organisms are inorganic pyrophosphate [17].

deficient in de novo synthesis of purine nucleotides, and therefore HGPRTs have been reported to exist as dimers; Trypanosoma cruzi [18]
must rely on the salvage pathways [6]. This makes them a good target  or tetramers; human [13], Toxoplasma gondii [ 19] and Thermoanaerobacter
for the design of antiparasitic drugs [7-9]. tengcongensis [20], in solution. In the case of the HGPRT from Plasmodium
HGPRTs belong to the type I phosphoribosyltransferases that also  falciparum the oligomeric state of the purified has been related to its
include orotate phosphoribosyltransferases and glutamine phosphor-  stability and enzymatic activity [21]. The biological relevance of the
ibosylpyrophosphate amidotransferases [10]. They share a common  tetramers has been questioned in some cases because the only indication
core tertiary structure, resembling a typical Rossman dinucleotide- of its presence has been inferred from the crystallographic structure.

Pyrococcus horikoshii OT3 is a hyperthermophilic archaeon that

was isolated from the hot waters of the Okinawa trench in 1992 [22].

* Corresponding author. Tel.: +55 19 3521 6651; fax: +55 19 3521 6235. This organism is an obligate anaerobe that grows at temperatures
E-mail address: javier@lge.ibi.unicamp.br (FJ. Medrano). between 88 °C and 104 °C with the optimal temperature of 98 °C in the
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presence of sulfur, and possessing circular genomic DNA [22]. Analysis of
the 1.74 MB genome of this archaea revealed the presence of one hprt
gene encoding a putative purine phosphoribosyltransferase. This
protein has 153 amino acids presenting similarity with other members
of the HGPRT family. Due to the extreme thermal stability this protein is
suitable for use in an extreme environment and has potential industrial
value for the production of nucleotide intermediates. The amino acid
sequence of this enzyme shows some differences with respect to other
members of this family (Fig. 1), especially at the loops forming the active
site. This raises the question whether this gene codes for a real HGPRT or
if it has a specific requirement for the purine base.

The three-dimensional structure of this protein has been solved by
the Riken structural genomics/proteomics initiative from Japan and
deposited in the protein data bank (access code 1VDM). This structure
will help us to obtain some insights into the structure-function
relationship of this protein and better understand our biochemical data.

Here we report the cloning of the hprt gene from P. horikoshii, the
expression in Escherichia coli, purification of the recombinant protein
(PhHGXPRT), and characterization of the enzymatic activity, specifi-
city and oligomeric state of the protein. The protein is able to use
hypoxanthine, guanine and xanthine characterizing it as a hypox-
anthine-guanine-xanthine phosphoribosyltransferase (HGXPRT);
unable to bind nucleotides but it binds inorganic pyrophosphate. In
solution, the protein is present as a hexamer. In this study we try to
relate the differences present at the active site loops and the
biochemical characteristics of the protein.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Restriction endonucleases, T4 DNA ligase, Taqg DNA polymerase, nucleotides, DNA
and protein molecular-mass markers were from Fermentas (Sdo Paulo, Brazil).
Oligonucleotide primers for PCR were obtained from Invitrogen Life Technologies
(Sao Paulo, Brazil). Genomic DNA from P. horikoshii was obtained from the ATCC (USA).
The QIAquick PCR purification kit, QIAprep spin miniprep kit and the QIAquick gel
extraction kit were from Qiagen (Hilden, Germany). Hi-Trap chelating columns were
from Amersham-Pharmacia Biotech (Uppsala, Sweden). GMP-agarose was from Sigma
(Sao Paulo, Brazil). All other chemicals were of analytical grade.

2.2. Cloning of the hprt gene from Pyrococcus horikoshii

The hprt gene from P. horikoshii was amplified by PCR from purified genomic DNA
obtained from the ATCC using the oligonucleotide primers 5'-CATATGGACAAGGTC-
TATCTAACC-3' and 5’-CTCGAGTTACTCTTTCTCAATTACTGGG-3’ based on the sequence
of the gene. The primers were designed to generate products with vector cohesive
overhangs (underlined), for efficient cloning into expression vectors. The PCR product
was cloned into the pGEM-T-Easy vector (Promega) resulting in the plasmid pGEM-
PhPRT. The gene was digested out of the plasmid pGEM-PhPRT with the restriction
endonucleases Ndel and Xhol, and cloned into the pET15b vector (Novagen), previously
digested with the same enzymes, resulting in the plasmid pPhPRT. PCR products and
plasmids were purified using the Qiagen kits according to the manufacturer's
instructions. This vector is designed for the heterologous protein expression in E. coli
producing a protein with a tag of six histidines at the amino terminus to facilitate the
purification of the protein. Escherichia coli DH5« was used for the propagation of
recombinant plasmids. E. coli BL21 Star™ (DE3) cells (Invitrogen) were transformed
with the plasmid pPhPRT and used for protein expression. The correct sequence of the
gene cloned into the vectors was verified by DNA sequencing. All of the DNA
manipulation including digestion with restriction enzymes, agarose gel electrophoresis,
purification of DNA fragments, and ligation with T4 DNA ligase were performed as
described by Sambrook [23].

2.3. Expression

The cells were grown in Terrific Broth medium [23] containing ampicillin (100 pg/ml)
at 30 °C, 200 rpm, for 16 h. An aliquot of 5 ml of an overnight culture of E. coli BL21 Star™
(DE3) strain containing the recombinant pPhPRT plasmid was used to inoculate 500 ml of
the same medium. Expression of recombinant protein was induced by the addition of
lactose to a final concentration of 10 mM and cultivated for 16 h at 30 °C. Cells were
harvested by centrifugation at 6,000 g and 4 °C for 10 min. They were resuspended in 5 ml
lysis buffer (0.1 M Tris-HCl buffer at pH 8.0 containing 1% Triton X-100 (v/v)). Protein
expression was analyzed using gel electrophoresis (SDS-PAGE) according to Laemmli [24]
and stained with Coomassie brilliant blue R-250 [25].

2.4. Purification

The recombinant protein carrying a 6xHis tag was purified by Immobilized Metal
Affinity Chromatography (IMAC) using a Hi-Trap chelating column loaded with Ni** as
the affinity metal. Cells were broken using a sonifier (Sonics Vibra-cell) at 40%
maximum intensity (3x30 s). Streptomycin sulfate, 2% (w/v), was added to the cell
extract and incubated for 30 min at 4 °C with continuous stirring to precipitate the
nucleic acids. The extract was then treated at 70 °C for 1 h. Insoluble material was
removed by centrifugation at 38,000 g for 1 h at 4 °C. The soluble extract was loaded
into the column pre-equilibrated with buffer A (0.1 M Tris-HCl at pH 7.5 containing
0.5 M NaCl and 5 mM imidazole), the column was washed until no protein came out of
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Fig. 1. Alignment of the amino acid sequence of PhHGXPRT with those sequences from the 6-oxopurine phosphoribosyltransferases from Thermoanaerobacter tengcongensis, Homo
sapiens, Trypanosoma cruzi, Plasmodium falciparum, Escherichia coli and Salmonella typhimurium. Residues highlighted in dark grey represent conserved residues. Position of loop I
(A34-R35-G36, analogous with human L67, K68 and G69), loop II K59-E69, 11 residues, (analogous with human K102-D112) and loop III (V86-T95, 10 residues, analogous with
human V129-T138) are indicated by a line on top the sequence. Loop IV cannot be identified in the sequence of PhAHGXPRT, but the residues that make this loop in the mammalian and

protozoan enzyme are labelled by a line on top of the sequence.
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it, additional washes with 25, 50 and 100 imidazole in buffer A were performed, and the
PhHGXPRT protein was eluted with 200 mM imidazole. Purity of the protein was
analyzed by SDS-PAGE.

2.5. Elimination of the histidine tag

The histidine tag was cleaved out of the recombinant protein with thrombin, 1% (w/
w). The digestion was carried out in 10 mM Tris-HCl buffer at pH 7.5 for 2 h at room
temperature. The reaction was stopped by the addition of PMSF (1 mM). The cleaved
histidine tag was removed by a second metal affinity chromatography. The protein
without the tag was eluted without imidazole. The tag and the undigested protein
remained in the column and were eluted with 200 mM imidazole.

2.6. Protein determination

The concentration of the recombinant protein without the histidine tag was deter-
mined using the absorption at 280 nm using an extinction coefficient of 198 1 g™ cm™!
calculated on the basis of its amino acid composition [26]. There was no significant
difference between the absorption of the protein in 10 mM Tris-HCl buffer at pH 7.5 in the
absence or in the presence of 6 M guanidine hydrochloride. Therefore, the absorption of the
protein was measured, routinely, in the absence of the denaturant.

2.7. Enzymatic activity

A continuous spectrophotometric assay was used for PAHGXPRT activity studies
[16,27,28]. Data were collected using a Beckman DU 640 spectrophotometer equipped
with a kinetics accessory. The formation of inosine monophosphate (IMP), guanosine
monophosphate (GMP) and xanthosine monophosphate (XMP) were monitored
continuously by the change in absorbance at 245, 257.5 and 252 nm, respectively. All
measurements were carried out in 100 mM Tris-HCl, pH 7.5, and 12 mM MgCl,. Under
these conditions, the extinction coefficients for IMP, GMP and XMP were 3020, 5340
and 5660 M~! cm™', respectively. The final volume of the assay mixture was 1 ml,
containing 25 pg in the 40 and 50 °C experiments or 5 pg in the 60 and 70 °C
experiments of the wild type enzyme, plus various concentrations of substrates.
Forward, purine salvage, reactions were monitored for 30 s.

Apparent K, and V.« values were determined by non-linear regression assuming
Michaelis-Mentem kinetics. Calculations were carried out using the program Origin
from Origin Lab Corporation.

2.8. GMP-agarose binding

Binding experiments to GMP-agarose were performed at 25 and 75 °C. The protein
was in 10 mM Tris-HCl buffer at pH 7.5 containing 6 mM MgCl,. Pure protein (2 pg in
100 pl) was loaded onto the GMP-agarose column, and then the column was washed
with 10 mM Tris-HCl buffer at pH 7.5 containing 6 mM MgCl,. The bound protein was
eluted with the same buffer containing 5 mM GMP. Fractions were analyzed by SDS-
PAGE.

2.9. Pyrophosphate binding
Binding of inorganic pyrophosphate (PPi) to the protein was monitored by the
quenching of the intrinsic fluorescence of the protein. Fluorescence measurements

were carried out in an Aminco BOWMAN series 2 spectrofluorometer. Excitation and
emission bandwidths were 8 and 16 nm, respectively. The fluorescence cell (1x0.4 cm)

kDa

20
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was mounted on a thermostated holder. The excitation wavelength used was 280 nm
and the emission spectra were recorded between 310 and 400 nm. All measurements
were performed in 100 mM Tris-HCl, pH 7.5 containing 6 mM MgCl, at 25 °C and a
protein concentration of 0.02 mg/ml. The ratio between the fluorescence from the
unquenched protein (no ligand) and the fluorescence of the quenched protein in the
presence of different concentrations of the ligand was used to calculate the binding
constant.

2.10. Circular dichroism spectroscopy

Circular dichroism measurements were carried out on a JASCO ]-810 spectro-
polarimeter, equipped with a Peltier-type temperature controller and a thermostated
cell holder, interfaced with a thermostatic bath. The far-UV spectrum was recorded in a
0.1 cm path length quartz cell at a protein concentration of 0.1 mg/ml, and near-UV
spectrum was recorded in a 1 cm path length quartz cell at a protein concentration of
0.5 mg/ml. The protein was in 10 mM Tris-HCl buffer at pH 7.5. Five consecutive scans
were accumulated and the average spectra stored. The data were corrected for the
baseline contribution of the buffer and the observed ellipticities were converted into
the mean residue ellipticities [6] based on a mean molecular mass per residue of 115 Da.
Secondary structure was estimated from fitted far-UV CD spectra using the CDNN
software package [29].

2.11. Dynamic light scattering

Dynamic light scattering experiments were carried out using a DynaPro instrument
(Protein Solutions Inc.). The measurements were carried out at 25 °C. A solution of
protein with a concentration of 0.5 mg/ml in 10 mM Tris-HCl buffer at pH 7.5 containing
6 mM MgCl, was used. The protein solution was centrifuged at 20,000 g at4 °Cfor 1 h
before DLS analysis. The software provided by the manufacturer was used to calculate
the hydrodynamic parameters of the protein assuming a spherical shape. At least 500
measurements of 10 s were acquired for the sample.

2.12. Size exclusion chromatography

Gel filtration experiments were carried out using a HR 10/30 Superdex 200 column
in an Akta FPLC apparatus (GE Healthcare, Uppsala, Sweden) at a flow rate of 0.5 ml/min
at room temperature and the absorbance was monitored at 280 nm. 1 mg of the protein
in 0.1 M Tris-HCl buffer at pH 7.5 containing 6 mM MgCl, and 0.1 M NaCl was loaded
onto the column previously equilibrated in the same buffer. The column was calibrated
using protein molecular-mass standards under the same conditions.

3. Results
3.1. Expression and purification

The gene coding for the purine phosphoribosyltransferase from
P. horikoshii (PhHGXPRT) was cloned into the expression vector
pET15b. This vector adds a tag containing six histidines in order to
facilitate the purification of the protein. The protein was expressed in
the soluble fraction of BL21 Star™ (DE3) strain of E. coli (Fig. 2A). The
fact that this protein comes from an extreme thermophilic organism,

Fig. 2. Left panel — SDS-PAGE of the expression of the recombinant PAHGXPRT in E. coli. Lane 1, molecular weight markers; lane 2, insoluble fraction before induction; lane 3, soluble before
induction; lane 4, insoluble fraction after induction; lane 5, soluble fraction after induction; and lane 6, purified protein, eluted from the column with 200 mM imidazole. Right panel —
Elimination of the histidine tag by thrombin digestion. Lane 1, molecular weight markers; lane 2, purified protein with the histidine tag; lane 3, purified protein without the histidine tag.
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optimum growth temperature of 98 °C [22], allowed us to have one
purification step before the metal affinity column. It consisted of a
thermal treatment of the crude cell extract at 70 °C for 1 h. During this
treatment most of the expression host proteins precipitated and could
be removed easily by centrifugation. After the affinity column a very
pure recombinant protein was obtained (Fig. 2A).

The cloning vector also introduces a specific cleavage site for the
protease thrombin. This allowed us to remove efficiently most of the
amino acids of the tag introduced in the cloning step (Fig. 2B).

3.2. Steady-state kinetics

Kinetic parameters were determined for three 6-oxopurine bases
(hypoxanthine, guanine and xanthine) and PRPP at different tem-
peratures, ranging from 40 up to 70 °C. The results are summarized in
Table 1. The values measured for the apparent Michaelis—-Menten
constant, K, did not change significantly with temperature for any of
the substrates. The values for the catalytic constant, ke, increased
with temperature for all substrates. This increase was between 3 and 4
fold for hypoxanthine and xanthine, and nearly 7 fold for guanine,
going from 50 to 70 °C. We did not measure at the optimum growth
temperature of P. horikoshii, 98 °C, but it might be expected that the
values for k., will increase even more. The catalytic efficiency (kcat/Km)
was nearly the same for hypoxanthine and guanine showing that this
enzyme works as well with any of these substrates. On the other side,
the catalytic efficiency for xanthine was around 20 times smaller than
that obtained for the other 6-oxopurine bases. The turnover rate for
this base is similar to that of the other two bases, but the value of K, is
considerable higher. This indicates that hypoxanthine and guanine are
the preferred substrates, and that the enzyme should be able to use
also xanthine, although, with less efficiency.

We also carried out experiments for the pyrophosphorolysis
reaction (formation of PRPP and purine base) in order to determine
the kinetic parameters. We were not able to observe any significant
change in the absorption signal used to follow up the reaction even at
the highest concentration of the substrates, 500 pM, or at the
temperature range used, 40 to 70 °C (data not shown). Thus, we are
assuming that the PhHGXPRT is unable to carry out this reaction.

3.3. Binding to GMP-agarose

The PhHGXPRT was unable to bind to a resin of GMP-agarose
(Fig. 3). The protein went through the column and eluted on the first
fraction of the chromatography. The temperature of the experiment
did not make any difference. The protein was not able to bind to the
column at the two temperatures tested, 25 and 75 °C. Binding of
mononucleotides by the 6-oxopurine phosphoribosyltransferases, and
consequently, carrying out the pyrophosphorolysis of mononucleo-
tides depends on the amino acid present on the second position of
active site loop I. This enzyme presents an Arg at this position (Fig. 1).

Table 1
Steady-state kinetic parameters for nucleotide formation reaction catalyzed by the
HGXPRT from P. horikoshii

Temperature Variable hypoxanthine Variable PRPP
0 - -
Km(uM)  kea(min™")  Kea/Km  Kp(UM)  keat(min™")  Keat/Km
(uM! (e
min~ 1) min1)
40 3.88+0.33 22.5+0.5 5.79 42.8+0.9 39.7+19 0.93
50 7.02+£1.04 49.7+2.2 7.08 41.2+1.6 28.5+09 0.69
60 4.83+£0.49 83.0+2.0 17.19 28215 100.7+3.7 3.57
70 6.10£143 189.5:4.7 31.07 36.9+24 183.0£4.3 4.96
Variable guanine Variable xanthine
50 4.85+£0.56 12.7+0.3 262 101.2+10.1 40.7£2.5 0.40
70 3.26+£0.29 85.7+1.2 26.31 95.0+8.4 131.8+4.7 139
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Fig. 3. Binding of PhHGXPRT to GMP-agarose analyzed by SDS-PAGE. Lane 1, molecular
weight markers; lane 2, flow-through eluate (unbound fraction); lane 3, first wash
(without GMP); and lane 4, eluate with 5 mM GMP.

This amino acid is only present in the HPRTs of a few Gram-negative
bacteria [15].

3.4. Binding to inorganic pyrophosphate

Inorganic pyrophosphate (PPi) is the second substrate in the
pyrophosphorolysis reaction, together with a 6-oxopurine mononu-
cleotide (IMP, GMP or XMP) for this type of enzymes. Fig. 4 shows the
binding of this substrate to PhHGXPRT measured by the quenching of
the intrinsic fluorescence of the protein. PPi showed a weak binding to
the enzyme with an apparent Ky of 4.7+£0.1 mM.

3.5. Oligomerization
Fig. 5 shows the result of the size exclusion chromatography for the

PhHGXPRT. The molecular weight of the enzyme was 103.1+3.5 kDa.
This corresponds to the presence of a hexamer. Dynamic light scattering

T T LI

16—

Kg=47+0.1 mMm

1.4
L3
o
I8
1.2
1-0 1 1 J'IIIII'l 1 1 IIIlIiI
1 10 100
[PPi] (mM)

Fig. 4. Binding isotherm of PPi to PhAHGXPRT. Intrinsic fluorescence quenching data. The
line represents the fit to these data obtained using the program ORIGIN.
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Fig. 5. Size exclusion chromatography of the recombinant PhHGXPRT. Catalase
(232 kDa), aldolase (158 kDa), bovine serum albumin (BSA, 66 kDa), ovalbumin (OVA,
43 kDa), and ribonuclease A (RNAse A, 13.7 kDa) were used as molecular weight
standards. The star represents the recombinant PhAHGXPRT.

performed with the protein showed a radius of gyration of 4.3 nm that
corresponds also to a molecular weight of 103.0+2.4 kDa. Because both
techniques gave the same result we are assuming that this enzyme is
present as a hexamer in solution.

3.6. Circular dichroism

The far-UV circular dichroism spectrum of PhHGXPRT (Fig. 6A, solid
line) presents one relative maximum at 194 nm, one relative minimum
at 209 nm and two shoulders at 217 and 227 nm. This spectrum looks
very different to that of Trypanosoma cruzi (Fig. 6A, broken line) that
present one minimum at 221 nm. These differences in the circular
dichroism spectra might represent a different conformation between
both proteins. The near-UV circular dichroism spectrum of PhnHGXPRT
is shown in Fig. 6B. The spectrum presents a relative maximum at
280 nm and a shoulder at 290 nm. This showed that the recombinant
protein is folded.

An estimation of the secondary structure content of the protein
using the far-UV spectrum showed a 14.5% of a-helix, 34.5% of anti-
parallel 3-sheet, a 4.2% of parallel 3-sheet, a 22.1% of p-turns and 25.4%
of random coil. The prediction of the secondary structure content
using the program PSIPRED [30] gave a content of 30.1% of a-helix,
27.5% of p-sheet and 42.4% of random coil. Discrepancies between
estimation and prediction of the secondary structure of proteins are
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expected, mainly due to the poor accuracy in the estimation pro-
cedure performed using circular dichroism data. This estimation is
based on the existence of five different components contributing to
the spectrum. The number of components present in proteins that
contribute to the circular dichroism spectra is higher than those used
by the estimation programs, and its contribution is very difficult
to estimate. Other components include aromatic amino acids and
disulfide bridges.

4. Discussion

Here we present the initial biochemical and structural characteriza-
tion of a hyperthermophilic 6-oxopurine PRT from the hyperthermo-
philic archaea P. horikoshii. This is the first study of a hyperthermophilic
HPRT. Thermophilic and hyperthermophilic proteins are being studied
for its applications in biotechnology, and for the information they
provide about protein stability. PhAHGXPRT could be stored at 4 °C for
several months without any apparent loss of activity, and without the
use of any stabilizing agents, indicating a great stability.

The secondary structure content of this protein, obtained from its
three-dimensional structure (access code 1VDM), is composed by
25.5% of a-helix and 30.1% of p-sheet. These numbers are closer to the
computer prediction than to the estimation of the secondary structure
content obtained from the CD data. This shows that CD data should be
taken very carefully in relation to the secondary structure due to the
influence of many other components of protein structure and com-
position on the CD spectra.

The enzymatic activity of the PhHGXPRT presented a strong
dependence with temperature, as can be expected for proteins from
hyperthermophilic organisms. The protein presented a measurable
activity at the lower temperature assayed (40 °C). This activity in-
creased as the temperature was raised, up to 70 °C. This activity is
expected to increase with a further increase in temperature, con-
sidering that the optimal temperature growth for this archaea is 98 °C
[22]. Measurements above the highest temperature used here are
difficult due to the problematic handling of the samples and to the
quick temperature shifts that can, most likely, take place working at
these high temperatures. The temperature did not have a significant
effect on the K;,, values obtained for hypoxanthine, guanine, xanthine
and PRPP (Table 1). Hypoxanthine and guanine presented values of K,
similar to most of those reported[21,31-40]. The comparison of the K,
values for PRPP is complicated due to the fact that it varies a lot among
the different species and, as is the case for the human enzyme, this
value changes with the experimental conditions used to measure it
[21,32,34,35]. However, the values of the catalytic constant increased
markedly with the temperature (Table 1). In the 50 to 70 °C
temperature range the k., increased 3.8 times for hypoxanthine, 6.7
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Fig. 6. Circular dichroism spectra of PhAHGXPRT (continuous line), and HPRT from T. cruzi (dashed line). Panel A, Far-UV region, and panel B, Near-UV region.
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times for guanine, 3.2 times for xanthine and 6.4 times for PRPP. A
further increase might be expected up to the optimal growth tem-
perature of the organism.

We consider that the protein is able to use xanthine as a substrate,
even with much less efficiency in comparison to hypoxanthine and
guanine, because of the similar k¢, presented by this substrate to the
other 6-oxopurine bases. These data would indicate that the substrate
does not bind easily but when it binds the conformation is very
favorable for the catalytic reaction.

HPRTs exist in solution as dimers or tetramers [10]. It seems that
the oligomerization state of the HPRTs might have a role in catalysis
and stabilization of the active conformation as well as in the overall
stability of the protein. Our data (Fig. 5) indicates that the PhAHGXPRT
is a homohexamer in solution. This enzyme consists of only 153 amino
acids, one of the smallest HPRTs. A closer look at the alignment (Fig. 1)
with other HPRTs showed that this small size is due to the elimination
of loops present in the other structures. The aggregation state,
together with this small and more compact size should contribute to
the extreme thermal stability of this protein. The crystal structure has
a dodecamer in the asymmetric unit. This dodecamer is made up by
two hexamers and these are composed by three dimers, being a trimer
of dimers. A close inspection of the surface interaction between the
two hexamers in the asymmetric unit shows that most of the
interactions are electrostatic. This, together with our data, indicates
that the dodecamer exists only in the crystal and the only oligomer
present in the solution is the hexamer. Preliminary SAXS data indicate
that this oligomerization state is maintained even at high concentra-
tions (~20 mg/ml, data not shown).

The alignment of the sequence of this protein with several well
characterized 6-oxopurine PRTs shows marked differences. Some of the
characteristics of a purine PRT are present in the sequence. Sequence
motifs of loop I (A34-R35-G36, analogous with human L67, K68 and
G69), I1 (K59-E69, 11 residues, analogous with human K102-D112) and
Il (V86-T95, 10 residues, analogous with human V129-T138) can be
clearly identified, although, with some significant differences at the first
two loops. In this alignment it is not possible to recognize the residues
characteristic of loop IV.

Active site loop I is composed of three amino acids with the peptide
bond between the first two in cis conformation [43-46]. Of those
residues the first (Human L67) and the last (Human GG69) were
considered to be invariant, this conservation being important for its
function [17,18,41]. The first residue of this loop is important for the
binding of one oxygen from the PRPP or PPi. The HPRT from T. cruzi
was able to accommodate only Met at this position without loosing its
solubility, but its catalytic efficiency was greatly reduced [41]. Any
other residue, at this position, rendered the recombinant protein
insoluble, indicating a role in maintaining the structure of the protein
[41]. Most of the sequences present a Leu at this position showing a
big pressure to maintain it. The second most abundant residue is Met
(20 out of 113 species). No biochemical data are available for any of
these species, so, it remains uncertain if these sequences represent
true HPRTs. Alanine is found in seven species, three of them are
bacteria (Corynebacterium diphtheriae, Streptomyces coelicolor and
Thermus thermophilus) and four species of the archaea (P. abyssi, P.
furiosus, P. horikoshii and Thermococcus kodakarensis). Finally, there is
one sequence with a valine present at this position (Coxiella burnetii).
In this last case all the other sequences characteristic of loop II, Ill and
IV are present indicating that it might be a real HPRT. The third residue
of the loop is a Gly (human G36), conserved in all sequences deposited
in the data banks that can be recognized as HPRTs (113 species). This
conservation indicates a strong pressure on this position, showing the
importance of the presence of a small residue at this position. The
amino acid in the middle of loop I is the one presenting the highest
variability. The most frequent residues at this position are Lys and Arg
(human K68). This residue is important to determine the specificity
towards the nucleotide monophosphate, and the existence of the
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pyrophosphorolysis (reverse) reaction. The presence of Lys will allow
this reaction to take place, but Arg at this position will prevent the
protein from binding the mononucleotide hampering the reaction
[15,16].

The sequence ARG is present in the loop I sequence of PhHGXPRT.
GMP-agarose binding (Fig. 3) and enzymatic activity experiments (not
shown) show that the protein is not able to bind and, consequently,
fails to present pyrophosphorolysis activity. This result corroborates
previously published data on several bacterial HPRTs [15,42], and the
mutagenesis study on the T. cruzi enzyme that the presence of Arg at
this position influences the binding of the mononucleotide by subtle
long range conformational changes [16]. We were able to measure the
binding of the substrate PPi to the protein by the intrinsic fluorescence
quenching of the protein. The kinetic mechanism of the human and
three parasites have been studied, and reported as being an ordered
bi-bi reaction mechanism in which the PRPP binds before the purine
base, and then pyrophosphate (PPi) is released, followed by the purine
ribonucleotide [27,31,35,37]. Kinetic studies with the human enzyme
showed that product release is largely ordered with PPi leaving the
enzyme first, but either product could be release from the ternary
complex [35]. PPi is, essentially, the second substrate to bind to the
enzyme, but it has been demonstrated that it can bind to the enzyme
and form an “enzyme-PPi-hypoxanthine” dead-end complex [35]. We
can see that the binding affinity of this compound is low and similar to
other HPRTs [31]. This indicates that the conformation HPRTs adopt
that hampers the binding of the nucleotide does not affect the binding
of the PPi. Also, it might be an indication that PhAHGXPRT follows an
ordered bi-bi reaction mechanism.

Active site loop II is very flexible and closes over the active site
during the catalytic reaction. The main feature of this loop is the
presence of a conserved dipeptide, Ser104-Tyr105, extremely impor-
tant for the catalytic activity. Several studies showed that the
substitution of the Ser for any residue renders a very inactive enzyme,
and that the Tyr105 can only be substituted by another aromatic
residue [38,47]. Ser104 is much conserved, but not present in all
sequences of HPRTs. There are three other residues at this position.
The second residue more represented is Argl04. This residue is
present in 17 bacterial species (out of 113). Phe104 is present in seven
species, and there is one organism that has a Leu104 at this position
(Aeropyrum pernix). The second residue of this dipeptide, Tyr105, is
conserved in all sequences. This indicates its importance for the
enzymatic activity, as indicated by the mutagenesis studies. Even
being able to be substituted by another aromatic residue in vitro, there
is no other type of residue present at this position in nature, indicating
its critical role for the activity. The sequence of loop II from
P. horikoshii presents the dipeptide Phe104-Tyr105. In the crystal
structure some of the residues of the loop are not well defined in most
of the monomers, only one monomer was designed with all the
residues in the loop, and those residues present in the pdb file have
high temperature factors, indicating high flexibility. This flexibility is a
very important characteristic that is present, even, in HPRTs from
thermophilic [20] and hyperthermophilic organisms (P. horikoshii,
1VDM). In any case, the flexibility of this loop does not appear to have
an important impact on the stability of HPRTs. Human HPRT can be
considered thermostable [49] while that from P. falciparum is poorly
stable [21].

Active site loop III consists of a phosphate binding motif and one
aspartic acid (human D137), important for catalysis, and a Lys residue
(human K165) involved in binding and positioning of the purine base.
All this residues are very well conserved in all sequences indicating
the importance of the integrity of this loop for the enzymatic activity.

Active site loop IV is made up of the C-terminal end of the protein
that forms a hood over the core of the protein. This loop carries one
aromatic residue (human F186) involved in the binding of the purine
base, one Asp (human D197) that binds one magnesium ion, and one
Arg (human R199) that participates in the binding of the PRPP or PPi.
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The last two residues are important for maintaining the catalytic
activity and its modification leads to serious problems for the
organism, as is the case of the Lesch-Nyhan syndrome in humans,
where the Asp197 has been changed to Asn197 [4,5,48]. Most of the
sequences present an identifiable loop IV except for some sequences,
including P. horikoshii HGXPRT, which present a very short C-terminal
end. The important residues of loop IV cannot be identified clearly.

It is interesting to note that changes in the sequence of the loops
with respect to the well characterized human and protozoan HPRTs
happens at the same time. Looking at the sequences of the loops the
HPRTSs can be placed in three different groups. The first group is made
up of mammals, protozoa and most of the bacteria with a typical loop
I, with the first amino acid being Leu67, with the Ser104-Tyr105
dipeptide in loop II, and a typical loop IV; the second group has a
Met67 at the first position of loop I, together with a dipeptide Arg104-
Tyr105 in loop II and a typical loop IV; and the third group is
composed of proteins that have Ala67 or Ser67 at the first position of
loop 1, a dipeptide Phe104-Tyr105 in loop II, and no typical loop IV.
HGXPRT from P. horikoshii belongs to this third group.

Our data indicates that the gene hprt from P. horikoshii codes for a
proper 6-oxopurine phosphoribosyltransferase capable of catalyzing
the synthesis of mononucleotides independently of the differences
observed at the sequence level with respect to the well characterized
human, protozoan and bacterial HPRTs. This should indicate that the
folding of the protein have to be different to that of the mammalian
and protozoan HPRTs in order to accommodate the changes in
sequence, and still conserve its activity. Fig. 7 shows the structure of
the dimer of the PhHGXPRT without substrates bound in the active
site and the configuration of the residues of the active site. One can see
that the configuration of loop I in the dimer is different from that of
the mammalian and protozoan HPRTs. The first residue of this loop in
the latter HPRTs is closer to its counterpart of the neighboring
monomer and in Van der Waals' contact [41]. In P. horikoshii both
loops are further away without direct contact between them. The
presence of Arg as the second residue of the loop makes the protein
unable to bind the mononucleotide and, hence, catalyze the pyropho-

A ) B

sphorolysis reaction. Mutagenesis studies showed that the presence of
Arg at this position makes the T. cruzi HPRT incapable of binding the
mononucleotide at physiological concentrations [16]. A possible
explanation for this fact was the possibility of a communication
between the monomers through this loop, due to the direct
interaction between its residues. These new data point to the direction
that communication between this loop and the other end of the active
site, the binding site for the mononucleotide, might be through the
same monomer. Although, it might be possible that both type of
proteins would communicate in different ways the presence of this
residue in the middle of loop I.

With the present data we cannot explain how the observed
differences in loops I, Il and IV will be able to compensate and accom-
modate the substrates in order to carry out the catalytic reaction. The
conformation that the Phe104-Tyr105 dipeptide from loop Il adopts in
the crystal structure places the side chain of the Phe104 inside the
active site. This loop will have to undergo a big conformational chain if
the substrate binding mode of this protein resembles the way its
mammalian, protozoan and bacterial HPRTs counterparts bind them.
Also the Trp located at the site of loop IV Arg199 that binds the PRPP or
PPi does not look as being able to bind any of these substrates the way it
is in the crystal structure. It looks possible that this protein binds the
substrates in a different conformation in order to allow the catalytic
reaction to take place. We have tried to obtain crystals of the protein in
the presence of substrates, and we were successful, but unfortunately
the crystals we have diffracted only up to 3.6 A in the best images. The
unit cell of our crystals is bigger than that reported in the pdb entry for
this protein, accounting for 24 monomers in the asymmetric unit. We
tried to reproduce the conditions reported, but they lack all the
necessary information.

In summary, we present here data that identify the product of the
hprt gene as a hypoxanthine-guanine-xanthine phosphoribosyltrans-
ferase, with preference for hypoxanthine and guanine. This data let us
say that the group of organisms presenting similar protein se-
quences is, indeed, proper 6-oxopurine phosphoribosyltransferases.
These organisms are the archaea P. abyssi, P. furiosus, P. horikoshii

/

Fig. 7. Structure of PhHGXPRT (PDB access code 1VDM). Panel A, overall structure of one of the dimers. Panel B, close up of the active site. In ball and stick representation are the

residues from loops [, 11, III, and IV forming the active site.
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and T. kodakarensis, and the bacteria C. diphtheriae, S. coelicolor and
T. thermophilus.
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