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Resumo

O material lignoceluldsico é considerado uma promissora fonte renovavel de energia
para substituicdo da atual matriz energética baseada no petréleo. Além disso, diversos ramos
industriais empregam a biomassa vegetal como matéria-prima, sendo assim biotecnologias
visando sua degradagdo em aguUcares fermentesciveis ou alteragdo das propriedades fisico-
quimicas tem despertado interesse tanto do dominio académico como industrial. Um dos
desafios em bioprocessos envolvendo biomassa lignoceluldsica é seu carater extremamente
recalcitrante a hidrélise enzimdtica o que requer um arsenal de enzimdtico que incluem
hemicelulases, celulases, esterases e outras enzimas acessorias, e os altos custos com enzimas
representam um gargalo econOmico para uso industrial. Assim, esclarecer as bases
mecanisticas do funcionamento destas enzimas bem como a racionalizagdo e discretizagdo de
estratégias moleculares que visam o aumento da eficiéncia, estabilidade, modulagdo da fungdo
e seletividade, requisitos que sdo de suma importancia para o aprimoramento do uso dessas
enzimas em bioprocessos com escala industrial.

Nesta tese, os estudos foram direcionados as hidrolases glicosidicas (GH) pertencentes
a familia 5 (GH5), que possuem enovelamento barril TIM (a/B)s e apesar da alta conservagdo
estrutural apresentam grande diversidade na funcdo. As enzimas alvo deste estudo incluem a
celulase 5A de Bacillus subtilis; a celulase 5 de Xanthomonas axonopodis pv. citri; uma nova
endocelulase GH5 oriunda de uma biblioteca metagenémica do solo de cana-de-agucar; e a -
mananase de Thermotoga petrophila. Tais enzimas tiveram sua estrutura cristalina
determinada tanto na forma nativa como complexada com ligantes. Também foram realizados
ensaios funcionais combinados com mutagénese deletéria que contribuiram para o
entendimento da relacdo estrutura-funcdo-estabilidade dessa classe de enzima. Estudos em
solugdo por espalhamento de raios X a baixos dngulos (SAXS) e outras ferramentas biofisicas
foram empregadas para dar suporte as analises estruturais e de estabilidade.

Como principais resultados destaca-se o efeito termo-estabilizante do ion manganés
sobre o dominio catalitico da celulase 5A de Bacillus subtilis (BsCel5A) com um ganho de
estabilidade de 20 °C. A estrutura do complexo indicou que o ion se liga ao bolsdo
negativamente carregado, localizado na regido oposta a interface catalitica. A remogdo do
dominio acessério (CBM — médulo de ligacdo a carboidrato) mostrou diminuicdo da eficiéncia
catalitica. A estrutura resolvida por ressonancia magnética nuclear (RMN) em colaboragdo com
o grupo da Dra. Ana Carolina Zeri revelou ser um CBM3 que ndo possui o sitio de ligacdo ao
calcio. Interessantemente, o dominio acessério, presente na B-mananase de Thermotoga
petrophila (CBM27), teve um papel distinto daquele observado na BsCel5A, contribuindo para
a termo-estabilidade ao invés do aumento da eficiéncia catalitica. Além disso, sua estrutura
tridimensional foi elucidada por SIRAS com iodo e diversos complexos foram obtidos
contribuindo para o entendimento molecular da preferéncia de glicomananas como substrato.
Outra enzima ortéloga a BsCel5A, de Xanthomonas axonopodis pv. citri, também demonstrou
ganho de estabilidade na presenga do ion manganés. Por fim, foi determinada a primeira
estrutura de uma celulase 5 proveniente de uma biblioteca metagendmica de DNA do solo de
cana-de-agucar (CelEl) que ird ajudar na compreensdo de enzimas especializadas a
degradagao de biomassa.
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Abstract

Cellulose is the most abundant component in the lignocellulosic biomass, and is
considered a promising renewable energy source to replace the current petroleum-based
energy sources. Moreover, a number of industrial sectors also employ plant biomass as
feedstock. Thus, biotechnologies for degradation of plant biomass into simple sugars have
attracted much attention from both academic and industrial domain. However, one of the
economical challenges in converting the lignocellulosic material into fermentable sugars by
enzymatic routes is the high costs with enzymes. In addition, due to its inherently recalcitrant
characteristic, the plant biomass requires a complex enzymatic cocktail including
endoglucanases, exoglucanases, glucosidases, and a variety of hemicellulases and accessory
proteins. Therefore, the understanding of mechanisms by which these enzymes hydrolyze
glycosidic bonds, and their molecular strategies to modulate catalytic efficiency, stability and
specificity are critical to improve their use in bioprocesses at industrial scale.

In this work, we have investigated four glycosyl hydrolases that belong to family 5
(GH5) including the cellulase 5A from Bacillus subtilis, cellulase 5 from Xanthomonas
axonopodis pv. citri, cellulase 5 from a sugarcane soil metagenomic library and B-mannanase
from Thermotoga petrophila. All enzymes had their three-dimensional structures determined
by either X-ray crystallography or NMR. Enzymatic characterization and extensive mutagenesis
studies contributed to shed light on the structure-function-stability relationships of these
modular enzymes.

Among the several findings, we highlight the thermostabilizing effect of the
manganese ion on the catalytic core of some specific cellulases 5. In BsCel5A, the ion binds to a
negatively-charged pocket at the opposite face of the active site, which could serve as a
structural motif to be engineered aiming at higher thermal stability. Moreover, the deletion of
the carbohydrate binding module (CBM) reduced the catalytic efficiency and also affected
positively the conformational stability. The NMR structure of the CBM3 solved in cooperation
with Dr. Ana Carolina Zeri, revealed that CBM3 did not have a structural calcium, which
explains the lower stability of this accessory domain in relation to its parental catalytic domain.
On the other hand, the CBM27 of B-mannanase from Thermotoga petrophila conferred higher
thermal stability and did not affect the enzyme function. Moreover, its three-dimensional
structure was elucidated by SIRAS with iodine derivative, and several complexes with glucose,
maltose and structurally related ligands were solved at high-resolution depicting a wide-range
representation of the subsites forming the active-site cleft. The BsCel5A ortholog enzyme from
Xanthomonas axonopodis pv. citri, also showed a gain in the thermal stability in presence of
the manganese ion; however the BsCel5A manganese-binding site is not conserved. It suggests
a distinct binding site and structural studies are currently in progress to elucidate the
structural basis. Finally, the structure of a cellulase 5 recovered from a sugarcane soil
metagenomic library was characterized and its structure determined, contributing to a better
understanding of enzymes specialized in plant biomass degradation.
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I Introducao

I. 1 O material lignoceluldsico e sua arquitetura estrutural

As matérias-primas lignoceluldsicas sdo as fontes renovaveis de energia mais comuns
na natureza, compreendidas pelos materiais agroindustriais, pelos residuos urbanos e pelas
madeiras de angiospermas e gimnospermas (Coughlan e McHale, 1988). Os residuos das
agroindustrias vém se destacando como importante fonte de energia renovavel de baixo
custo, facil acesso e disponivel em diversas regides. Esses residuos sdo utilizados na produgdo
bioldgica de industrias quimicas como acido latico, acido acético, acido propindico e
combustiveis (Wyman et al., 1992)

A biomassa lignoceluldsica é constituida por trés componentes principais: celulose,
hemicelulose e lignina; em menores propor¢des por proteinas, lipidios, pectinas, agucares
soluveis e minerais. Para exemplificacdo a cana-de-agtcar é composta por 3% de celulose, 23%
de hemicelulose e 22% de lignina (Dawson, 2005). As fibrilas da fracdo celulésica encontram-se
dispostas como espirais, conferindo forca e flexibilidade ao material e esta envolta pela lignina,
cuja funcdo é aumentar a resisténcia da estrutura a ataques quimicos e enzimaticos. Ja a

hemicelulose atua como um elo quimico entre a celulose e a lignina (figura 1) (Jeffreis, 1990).
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Figura 1: Esquematizagdo dos componentes da estrutura recalcitrante do material lignocelulésico, sendo
composta principalmente de celulose, hemicelulose e lignina.

A celulose, constituinte mais abundante do material lignoceluldsico, é um
homopolissacarideo constituido por unidades de D-glicose (figura 2A) unidas entre si por
ligacGes glicosidicas B(1-4) que apresenta um grau de polimerizagdo de até 15000 unidades
(Nelson e Cox, 2011). A estrutura linear (figura 2B), obtida pela configuracdo das ligacdes
glicosidicas, possibilita a formacao de ligagdes de hidrogénio intra e intermoleculares, o que
acarreta na agregacdo das cadeias celuldsicas em “fibrilas elementares”. As fibrilas sdo
constituidas de duas regides uma ordenada e outra desordenada. A regido regularmente

empacotada forma uma rede cristalina tipica que podem conter configuragdo Ila



(predominante em algas) e IB (predominante em plantas). A segunda regido, a amorfa, tem as
fibrilas desordenadas. Essa conformacdo estrutural é necessdria para proporcionar rigidez e
flexibilidade, para a expansdo, contracdo e relaxamento existente na parede celular vegetal
(Matthews et al. 2006; Mittal et al., 2011).

A conformacdo da celulose confere elevada resisténcia a tensdo, que
consequentemente a deixa insolivel em inumeros solventes, explicando em parte, a
resisténcia do homopolimero a degradagdo microbiana (Gardner e Blackwell, 1974; Kolpak e
Blackwell, 1976; Ding e Himmel 2006; Matthews et al., 2006). A vantagem na degradac¢do da
celulose estd na capacidade de ter como produto final apenas a glicose. Tal agucar é fonte
abundante de energia estocadas entre as ligacdes C-H e C-C (Matthews et al., 2006), que pode
ser utilizada na composicdo dos biocombustiveis, em diferentes ramos industriais, além de

aplicagGes na medicina (Gil e Ferreira, 2006).

Figura 2: Representacdo do componente da celulose. (A) D-Glicose (monOmero). (B) Celulose

(homopolimero).

Outro componente do material lignoceluldsico, a hemicelulose, nome utilizado para
varios polissacarideos, tem sua natureza heteropolissacaridica ramificada formada,
principalmente, por blocos de pentoses (xilose, raminose e arabinose), hexoses (glicose,
manose e galactose), acidos urdnicos (acido 4-O-metilglucuronico e acido galacturénico) e
radicais acetilas. A composicdo da hemicelulose é determinada por aspectos ambientais,
teciduais, tipos de plantas e idade da mesma. Por exemplo, em gramineas a principal
composicdo da hemicelulose é a xilana, composta por mondmeros de xilose (figura 3A), em
gimnospermas o componente fundamental € manana que tem como principal componente a
mananose (figura 3B), enquanto que a hemicelulose de muitas angiospermas é formada por

xiloglucana (glicose, xilose e galactose) (figura 3C) (Horn et al.,, 2012). Acredita-se que as



hemiceluloses estejam envolvidas na regulacdo da elongacdo e modificagcdo da parede celular
vegetal.

A hemicelulose apresenta seu grau de polimerizagao inferior a 200 unidades, e podem
existir na forma acetilada (Ramos, 2003). De maneira geral, as hemicelulases sdo mais
propicias a acdo das enzimas aptas a degradacdo, porém ha certas estruturas que sao
recalcitrantes (dificil degradacdo) divido ao processo de ramificacdo e acetilagdo (Agger et al.,
2010). A degradagdo da hemicelulose tem como produto final uma combinagdo de diferentes
acucares, o que pode dificultar a fermentagdo (Horn et al., 2012). Indicios revelam que as
interagdes entre hemiceluloses e as microfibrilas de celulose sejam mais fortes do que as

interagdes entre as hemiceluloses e ligninas.

B C
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Figura 3: Exemplos de mondmeros responsaveis pela composicdo da hemicelulose. (A) Xilose. (B)
Mananose. (C) Galactopiranose.

A lignina é um biopolimero rigido derivado de tirosina e feninalanina (Nelson e Cox,
2011), sendo uma macromolécula complexa, formada pela polimerizacdo radicalar de
unidades fenil-propano (alcool p-cumarilico, alcool coniferilico e alcool sinapilico) (figura 4). O
carater hidrofdbico diminui significativamente a entrada de d4gua na biomassa vegetal
contribuindo, para a baixa taxa de degradag¢do por coquetéis enzimaticos. A lignina é
constituida da fragdo ndo polissacaridica mais abundante da parede celular vegetal, e muitas
vezes se apresenta covalentemente ligada a fragdo hemiceluldsica (Kuhad et al., 1996; Lawoko
et al., 2006). A presenca da lignina na biomassa lignoceluldsica proporciona uma barreira fisica
a acado das enzimas hidroliticas. Ja que as enzimas até entdo descritas capazes de degradarem
a lignina sdo comumente dependentes de oxiredutases, logo sua aplicagdo em escala industrial
fica prejudicada devido aos altos custos da produgdo (Martinez et al., 2005).

As ligninas, quando degradadas a fragdes menores, podem ser utilizadas na fabricagdo
de espumas de poliuretanas, resinas fendlicas e epdxi, como fontes de fenol e etileno e

podendo ser convertidas em fibras de carbono (Lora e Wolfgana, 2002).
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Figura 4: Estruturas dos compostos fendlicos precursores de lignina. (A) cumaril. (B) coniferil. (C) sinapil.

I. 2 Enzimas envolvidas na degrada¢cao do material lignoceluldsico

Para que ocorra a liberagdo dos mondmeros de aglcares sdo necessarias enzimas
capazes de degradar o complexo lignocelulolitico. Essas enzimas incluem majoritariamente as
hidrolases glicosidicas (Glycosides Hydrolases - GHs), juntamente com as caboidratos esterases
(Carbohydrate Esterases — CE) e polissacarideos liases (polysaccharide lyases - PL). Tais enzimas
sdo formadas por dominios cataliticos independentes ou podem estar em fusdo com maddulos
de ligagdo a carboidratos (Carbohydrate Binding Module - CBM), ou outros dominios
acessérios como fibrinoctina-simile ou imunoglobulina-simile. Recentemente, foram
descobertas novas enzimas auxiliares na degradacdo de biomassa vegetal que sdo as mono-
oxigenases e enzimas ligninoliticas (Levasseur et al., 2013).

As GHs constituem uma superfamilia, composta por cerca de 130 familias ja
identificadas. Essas enzimas sdo classificadas pela Enzyme Comission (EC) com a codificacdo
3.2.1.x, onde o x corresponde sua especificidade ao substrato e ao mecanismo molecular
(Henrissat, 1991). A classificacdo das GHs estd padronizada de acordo com seu local de
atuagdo no substrato e sdo denominadas como endocelulases, exocelulases e B-glucosidades.

As endocelulases clivam randomicamente as liga¢gdes internas da regido amorfa,
liberando oligossacarideos com terminagbes redutoras e nao redutoras livres. Com a agdo
dessa enzima hd uma rdpida diminui¢do da viscosidade, tendo como produtos resultantes
glicose, celobiose e celodextrinas de vdrios tamanhos. As exocelulases atuam nas
extremidades das cadeias de celulose. Estas sdo subdivididas em celobiohidrolases —

responsaveis pela hidrélise dos terminais redutores e ndo redutores, e glucanohidrolases —



capazes de liberar moléculas de glicose diretamente dos terminais do polimero. As f-
glicosidases hidrolisam celobiose e os oligossacarideos solUveis de baixo grau de polimerizagdo

(menor que sete) em glicose (figura 5) (Lynd et al., 2002).
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Figura 5: Representacdo sistemdtica da agdo sinérgica de exocelulase, endocelulase e B-glicosidase na
hidrdlise da celulose amorfa e microcristalina (adaptagdo de Lynd et al., 2002).

Esse conjunto de enzimas forma o sistema celulolitico cuja caracteristica é o
sinergismo, tendo sua a¢do de forma coordenada favorecendo maior eficiéncia na hidrélise
(Lynd et al., 2002). Ha quatro formas de sinergismos entre as enzimas celuloliticas que sdo
descritas em duetos: | sinergia - endocelulase e exocelulase; Il sinergia - exocelulase e
exocelulase, uma exocelulase atua na extremidade da cadeia reduzida e a outra na
extremidade ndo reduzida; lll sinergia - exocelulase e B-glicosidase, clivagem da celobiose em
glicose; IV sinergia - dominio catalitico e CBM, uma sinergia intramolecular para aumento de

eficiéncia catalitica (Blanco et al., 1994; Teeri 1997).



O moédulo de ligagdo a carboidratos, CBM (carbohydrate-binding module), tem como
fungdo primordial aumentar a afinidade do dominio catalitico com o substrato (Tomme et al.,
1995). Esse dominio acessorio tem agdo diferenciada quando a enzima atua em substratos
cristalinos, caracterisitca ndo observada em regides que a celulose estd amorfa (Jalak e
Viljamae, 2010). Além de aumentar a eficiéncia catalitica, outras fungbes também sdo
conhecidas para o CBM, como maior proximidade da enzima com o substrato; seletividade
pelo substrato (Arante e Saddler, 2010); e maior estabilidade térmica (Santos et al., 2012).

Historicamente, as GHs comecaram a ser estudadas durante a Segunda Guerra
Mundial. A deterioragdo de fardas, barracas, bolsas, e outros objetos de algodao, intrigaram os
soldados das forcas armadas norte-americanas. Algumas organiza¢des juntamente com as
forcas armadas montaram um laboratdrio para achar explicacGes cabiveis para o fenémeno da
degradacdo. Os estudos detectaram organismos capazes de inutilizar os materiais de algodao,
também encontraram o mecanismo de acdo e os métodos eficazes de combaté-los. Até 1953,
a pesquisa tinha determinado que as enzimas naturais, chamadas de celulases, constituiam
complexos de diversas moléculas com distintas habilidades de degradar o substrato. Mas, em
1956, o foco da pesquisa com as celulases passou a ser otimizado na produgdo dessas enzimas
para inumeras aplicagGes industriais (Castro e Pereira, 2010).

A crise do petrdleo deflagrada na década 70 acarretou em prejuizos marcantes a
economia global (Canilha et al., 2009). A eminente escassez das reservas de petrdleo, principal
fonte energética mundial, juntamente com a preocupagdo com a preserva¢gdo ambiental,
foram os principais impulsos que levaram os governos a buscarem estratégias para uma maior
producdo e consumo de combustiveis que sejam renovaveis e sustentaveis (Kheshgi et al.,
2000; Himmel et al., 2007). No Brasil, o Programa Nacional do Alcool (Prodlcool), instituido
pelo Governo Federal em 1975, fomentou o uso do etanol, produzido a partir do caldo da
cana-de-agucar como combustivel veicular, até tal momento a produgdo de biocombustivel era
praticamente inexistente no pais.

Embora sejam notdrios os avangos conseguidos pelo Brasil na produ¢do de etanol de
primeira geracdo, a partir do caldo de cana-de-aglcar (sacarinas), pouco se investiu no
desenvolvimento de tecnologias para a produgdo de etanol a partir do bagaco da cana-de-
acucar (etanol de segunda geracdo). Entretanto, hd um grande esfor¢o da comunidade
cientifica para o desenvolvimento de novos processos, economicamente vidveis, para o
aproveitamento da fragdo lignoceluldsica da biomassa dos residuos agricolas (palha e bagaco
de cana-de-agucar, palha de trigo e residuos de milho), residuos florestais (pd e restos de
madeira), e o capim elefante (Zheng et al., 2009); todas fragées de biomassa que ndo sado

utilizadas com fins alimenticios.



O emprego da conversdo bioquimica na producdo de etanol de segunda geragdo é
vantajoso ja que preserva a estrutura original dos carboidratos, os aglcares monoméricos.
Com isso a degradacgdo biomassa por enzimas hidroliticas é considerada como uma tecnologia

sustentavel para a sacarificagdo.

1.3 Utilizacdo das Hidrolases Glicosidicas

O emprego das GHs ndo estd restrito apenas para geracao de biocombustiveis de
fontes renovaveis, se estende a aplicagcbes terapéuticas (Hughes e Rudge, 1994) e nas
industrias de alimentos, farmacos, cosméticos, detergentes e tecidos (Singhania et al., 2010).
Além dissos, essa superfamilia de enzimas possuem uma diversidade de papeis bioldgicos,
como defesa contra patdgenos, penetracdo de patdgenos na célula, e reciclagem dos
carboidratos (Henrissat et al., 1995).

Um dado econémico relevante é que as celulases representam aproximadamente 20%
do mercado mundial de enzimas, ocupando a terceira posi¢dao do ranking dos negdcios nesta
area (Singhania et al.,, 2010). No ambito nacional, considerando-se as importacdes e
exportagbes no ano de 2008, as celulases movimentaram USD 1,35 milhGes (Castro e Pereira,
2010). Com a perspectiva de aplicagdo dessas enzimas na producdo de etanol ou outros
derivados de processos fermentativos, podem transforma-las nas principais enzimas de uso
industrial (Wilson, 2009).

O inicio da aplicacdo de celulases no ramo industrial ocorreu por volta de 1980 na
industria de alimentos como um aditivo nas ragbes de ruminantes, visto que permitia o
aumento da digestibilidade desses animais. Como a celulose é uma fonte de carboidratos, o
uso das celulases pode aumentar a biodisponibilidade desses carboidratos no trato digestivo,
agindo sinergicamente com outras enzimas enddgenas e exdgenas, ja existentes nesses

animais.

Na industria alimenticia, as celulases juntamente com as hemicelulases e pectinases
sdo utilizadas no processo de maceragdo enzimatica, o que permite maior rendimento dos
frutos na produgdo de sucos, deixando—os mais nutritivos, além de auxiliar na extragdo e
clarificagdo dos mesmos. Também sao utilizados na fermentagdo de cerveja e producdo de
vinho; produgdo de néctares de frutas e purés; alteragdo das propriedades sensoriais das
frutas e vegetais; e extracdo do dleo de oliva (Bhat, 2000). As xilanases sdo utilizadas para o

aperfeicoamento da qualidade de massas, paes, biscoitos e outros produtos de padaria. Essas



enzimas sao capazes de hidrolisar arabinoxilana, substancia presente em compostos utilizados
na panificagdo. A quebra da arabinoxilana facilita a redistribuicdo de agua nas massas e tal

modifica¢do facilita o manuseio das mesmas (Flander et al., 2008).

Na industria téxtil, os tecidos de jeans ou brim alcangaram uma popularidade
marcante nas Ultimas décadas. Nas décadas de 1970 e 1980 as industrias desenvolveram uma
metodologia de lavagem em tecidos para conferir maciez, e consequentemente maior
conforto. Uma das possibilidades dessa lavagem é utilizagdo de um coquetel de celulases
microbianas, processo denominado bio-stoning. Durante o processo, as celulases atuam
degradando as fibras da superficie do tecido (fibras soltas e microfibrilas), proporcionando a

perda do indigo, tornando assim os tecidos mais lisos e macios (Bhat, 2000).

Nas industrias de papel e celulose, as xilanases sdo as enzimas de maior destaque.
Estas atuam no processo de branqueamento do papel, auxiliando na retirada da lignina,
tornando o material mais apto ao tratamento quimico, reduzindo assim os custos de producdo.
Se concomitante com a xilanase, houver a utilizagdo da mananase, ha uma maior eficiéncia no

“biobranqueamento” do material (Bhat, 2000).

I. 4 Aspectos estruturais das celulases

As celulases tém sido alvo de muitos estudos tanto da academia como da industria
visto que hoje representam um dos principais gargalos do processo de degradacdo da
biomassa vegetal por rotas enzimadticas. Estas apresentam baixa eficiéncia catalitica e,
comumente, os principais organismos produtores de GHs ndo possuem um reportério
balanceado de enzimas necessarias para completa redugdo do material lignoceluldsico.

Andlises de estrutura primaria e terciaria mostraram que as celulases sdo enzimas
modulares podendo ser formadas por dominios conectados por segmentos polipeptidicos
flexiveis. O principal dominio é o catalitico, presente obrigatoriamente em todas as enzimas
(Ferreira et al., 1990; Gilbert et al., 1990; Tomme et al., 1995). Os dominios adicionais, também
conhecidos como acessdrios, sdo responsaveis pelo reconhecimento e ligacdo ao substrato,
modulando a acdo da enzima em substratos insolUveis ou em estruturas cristalinas de celulose,
proporcionando aumento da eficiéncia catalitica (Bolam et al., 1998; Boraston et al., 2003;
Boraston et al., 2004).

Sabe-se que as celulases exibem diferencas em suas propriedades estruturais e

cataliticas, sendo unidas de acordo com a similaridade da sequéncia primaria, enovelamento



10

estrutural, especificidade do substrato e mecanismo de agdo (Henrissat, 1991; Henrissat e
Bairoch, 1993 Henrissat et al., 1995; Henrissat e Davies, 1997). Atualmente as celulases ou
endocelulases sdo classificadas em mais de 20 familias (Carbohydrate Active enZyme database
— CaZy, Cantarel et al., 2009). Muitas dessas familias sdo estruturalmente relacionadas,
existindo uma conservagao dos residuos e da maquindria catalitica.

A maioria das enzimas com fun¢do de endocelulase pertence ao cla GH-A, formado
pelas familias 1, 2, 5, 10, 17, 26, 30, 35, 39, 42, 50, 51, 53, 72, 79, 86, 113 e 128. Os membros
desse cla hidrolisam B-glicosideos através do mecanismo de reten¢do do carbono anomérico.
O dominio catalico presente nessas enzimas tem o enovelamento (a/B)s, com o préton doador
e o nucledfilo localizados no C-terminal do loop 4 e da folha B7, respectivamente, sendo o
nome alternativo para esse cld 4/7 (figura 6A) (Ly e Wither, 1999).

Além do GH-A, hd os grupos GH-B e GH-C, que também possuem endocelulases, com o
enovelamento caracteristico 8-jelly roll (barril beta), que pertencem as familias 7 e 16 (GH-B)
(figura 6C) e 11 e 12 (GH-C). Estas também clivam as ligagdes glicosidicas via reten¢do do
carbono anomérico. Outro cld, o GH-M, com enovelamento caracteristico (a/a)s também com
enzimas de agdo endocelulase, porém o mecanismo de rea¢do é pela via de inversdao do
carbono anomérico (figura 6B). Apesar das diferencas estruturais marcantes entre os distintos
clds, tais enzimas compartilham da mesma fungdo, a de endocelulases (CAZy - Carbohydrate-

Active enZYmes Database).
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Figura 6: Representagdo em cartoon das endocelulases presentes nos clds A, B e M. (A) Enzima
pertencente ao cld GH-A (a/B)s, CelCCA de Clostridium cellulolyticum, familia GH5. Em amarelo os
principais residuos da catélise enzimatica (PDBID 1EDG). (B) Enzima pertencente ao cld GH-M (a/a)e,
familia 8, CelA de Clostridium thermocellum (PDBID 1CEM). (C) Enzima pertencente ao cld GH-B, familia
6 com enovelamento 8 jelly roll, pfLamA de Pyrococcus furiosus (PDBID 2VY0).



12

I. 5 As enzimas da familia GH5

As enzimas pertencentes a familia GH5 sdo encontradas principalmente em fungos e
bactérias, dentre os membros ha iniUmeras celulases. As enzimas dessa familia tem a topologia
estrutural (a/B)s (figura 7), na qual oito fitas B, alternam-se sequencialmente com oito hélices
a, arranjadas de tal modo que as fitas § sdo circundadas pelas hélices a. A primeira descricao
dessa estrutura ocorreu em 1975, por Banner e colaboradores, e foi encontrada no musculo do
coelho, estrutura que ficou reconhecida como barril TIM (Banner et al., 1975). Esse
enovelamento pode ser encontrado em outras familias de proteinas, com a grande maioria
tendo o sitio ativo localizado na extremidade carboxi-terminal do barril (figura 7A) (Lesk et al.,
1989; Forouhar et al., 2006; Hidaka et al., 2009; Repo et al, 2012).

Juntamente com a localizagdo do sitio catalitico na extremidade C-terminal é
caracteristico dessas enzimas a presenga de dois residuos de acido glutamicos. Tais residuos
sdo bastante conservados e se localizam no C-terminal do loop 4 e da fita $7 (figura 7B),
identificados como doador de préton e nucledfilo, respectivamente, sendo essenciais para a
catdlise enzimatica (Sg@gaard et al., 1993; McCarter e Withers, 1994). Além dos residuos acidos,
0s aromaticos e os polares tem atividade crucial na acdo enzimatica, sendo responsaveis por
formar a fenda catalitica, onde ha a acomodacdo do substrato para a clivagem. Os residuos
acidos, aromaticos e polares interagem entre si e com o substrato formando uma rede de
ligacdes de hidrogénio (Chapon et al. 2001; Dominguez et al. 1995; Ducros et al. 1995, Sakon et
al. 1996).
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Figura 7: Representagdo da topologia barril TIM/enovelamento (a/B)s, caracteristico nos membros da
familia GH5. Estrutura resolvida por cristalografia de raios X do dominio catalitico da CelCCA, celulase
pertencente a bactéria gram-positiva Clostridium cellulolyticum (A) Representagdo das estruturas
secundarias por ribon, em amarelo estdo os residuos Glul70 e Glu307, essenciais para a catalise. (B)
Topologia dos elementos de estrutura secundaria da CelCCA com 8 hélices a demonstradas por cilindros
e 8 fitas B representadas por setas. (adaptagdo do Ducros et al., 1995).

Ha uma variedade de atividades cataliticas presentes na familia GH5, podendo ser de
endocelulase, mananase, manosidase, xilanase, quitosanase, glicosidase, liquenase,
fucosidase, galactomanase, endoglicoceramidase e manana-transglicosidase (Fukumori et al.,
1986; Han et al., 2010; Dodd et al., 2010; Tanabe et al., 2003; Cutfield et al., 1999; lakiviak et
al., 2011; Yoshida et al., 2011; Sakamoto et al., 2007; Caines et al., 2007; Bourgault et al.,
2005). A diversidade funcional dos membros dessa familia é intrigante do ponto de vista
estrutural uma vez que o enovelamento proteico (0/B)s se mantém em todos os membros

classificados nessa familia. Apesar da baixa similaridade na sequéncia das enzimas da familia
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GHS5, oito residuos sdo imprenscidiveis e invaridveis, desses sete sdo responsdveis pela
interagdo com o substrato (Davies et al., 1998).

A variedade funcional indica que a familia GH5 tem um papel chave no metabolismo
dos carboidratos presentes na parede celular vegetal o que as tornam candidatas atrativas
para a produc¢do de biocombustiveis de segunda geragdo e para outras aplica¢Ges industriais
(Park et al., 2012). Essa diversidade permitiu a divisdo em subfamilias de acordo com a
similaridade de sequéncia e o tipo de maquindria catalitica. A classificacgdo dos membros da
familia GH5 em subfamilias incide em uma divergéncia evolutiva dentro da familia, indicando
gue as enzimas ndo compartilham de um ancestral comum quando se analisa o sitio ativo; mas
ha uma conservacgao evolutiva relacionada ao enovelamento das mesmas. Os aspectos para a
classificacdo em subfamilia ocorrem a partir de andlises das regides de reconhecimento do
substrato (subsitios +1/-2). Os subsitios fornecem evidéncias diretas para evolugdo
convergente quando se analisa os residuos responsaveis pela ligacdo ao anel piranosidico
(Wang et al., 1993).

Os membros da familia GH5 podem ser dividos em quatro subfamilias. Na subfamilia 5-
1, o subsitio +1 é formado pelo Trp213 (numeragdo baseada na estrutura com cddigo PDB:
1ECE) que esta posicionado no loop entre fita B5 e a hélice a5; tal regido é formada por um
longo loop responsavel por compor a superficie de ligagao do substrato. Na subfamilia 5-2, o
Trp178 (nomeacgdo baseada na estrutura PDB: 1EGZ) forma a base do subsitio (+1), através de
um empilhamento do anel aromdtico com as faces hidrofébicas dos anéis piranosidicos. O
Trpl178 é conservado em todas as sequéncias da subfamilia 5-2, localizado na fita B5 que
precede uma curta hélice a (Davies et al., 1998). Na subfamilia 5-3, o residuo doador de préton
estd no loop entre a fita 4 e a hélice a4, e ndo na fita f4; outra caracteristica é que o anel
aromatico que contribui para a formagao do subsitio -1 provem da Tyrl76 (nomeagdo baseada
na estrutura PDB: 1CEC), e ndo mais do Trp (Dominguez et al., 1995; Dominguez et al., 1996).
Na subfamilia 5-4, o Trp180 que caracteriza o grupo estd localizado no loop entre a fita B4 e a

hélice a4 (PDB: 1EDG) (Ducros et al., 1995).

I. 6 Mecanismo de catalise das enzimas GH5

As enzimas pertencentes as GHs podem hidrolisar as ligagdes glicosidicas por dois
mecanismos; pela via de reten¢do ou de inversdo do carbono anomérico (figura 8) (Koshland,
1953; Sinnott, 1990). A familia GH5 utiliza a primeira via. Esses mecanismos operam de

maneiras distintas; enquanto a via que retém o carbono utiliza um mecanismo de duplo
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deslocamento que envolve a formag¢do de um intermediario enzima-glicose, mantendo assim a
configuragdo P original da glicose. A via que inverte o carbono anomérico age através de um
deslocamento do grupo com a participacdo de uma molécula de agua que efetua a quebra da
ligacdo glicosidica, concomitante com a inversao da configuracao do substrato, passando a ser
a-glicose (McCarter e Wither, 1994). Ambos os mecanismos de catalise acida ocorrem com a

participagdo dos residuos carboxilados: o nucledfilo e o doador de prétons (acido/base).

Mecanismo de Inversao
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Figura 8: Mecanismo enzimatico de hidrdlise da ligagdo glicosidica utilizando a via de inversdo ou
retencdo do carbono anomérico (adaptagdo McCarter e Withers, 1994).

A arquitetura dos sitios cataliticos dessas enzimas apresenta o residuo nucleofilico e o
residuo doador de prétons em lados opostos no sitio catalitico. Para a via com retencgdo, a
distancia média entre os residuos é de aproximadamente 5 A j& que a base do ataque
nucledfilo encontra-se na vizinhanga préxima ao carbono anomérico. A via de inversdo tem
uma distancia média de 10 A para que ocorra a acomodacdo da dgua e do substrato entre os
grupos carboxilas (McCarter e Withers, 1994; Wang et al., 1994). Como demonstrado na figura
8, na via de inversdo o carbono é atacado pelo oxigénio da agua (devidamente polarizado pelo

nucledfilo da enzima) essa molécula se posiciona no interior do sitio ativo. J4 no mecanismo de
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retengdo o carbono anomérico é atacado pelo proprio grupo nucledéfilo da enzima (Davies e
Henrissat, 1995).

A quebra da ligagdo glicosidica pela via de retengdo ocorre através de dois passos com
duplo deslocamento, que envolve a formagdo e a hidrdlise de um intermediario covalente
enzima-glicose. Os passos procedem através do estado de transi¢cdo do ion oxocarbenium. No
sitio catalitico, os acidos carboxilicos tém papeis distintos: de agdo como nucledfilo, atacando
o centro anomérico do acglcar para formar a espécie enzima-glicose; e atuando como
catalisador acido/base. O oxigénio glicosidico do primeiro passo faz a protonacdo (catélise
acida) e o segundo passo, a desprotonacgdo da dgua (catalise basica) (Ly e Withers, 1999).

O trabalho de Davies e colaboradores (1998) mostra, através de resolucao da estrutura
cristalina, a reacdo enzimatica de retencdo do carbono anomérico da familia GH5. O estudo
apresenta quatro estruturas: a nativa; em complexo com substrato; com o intermediario e
com o produto. Estudos anteriores demonstraram que o aclcar no subsitio -1 tem uma
distor¢do chamada padrdo “C;, conformacdo que permite um estado de transi¢do planar,
aceito para as enzimas que promovem catalise 4dcido/base (Sulzenbacher et al. 1996; Tews et
al., 1996). A molécula de agua estd situada na posi¢do para um ataque nucleofilico, no centro
anomérico acima do anel piranosideo e da ligagdo de hidrogénio dos residuos cataliticos
acido/base. A densidade eletronica observada no produto na posi¢do do subsitio -1 foi difusa,
consistindo com o tipo de ligagdo fraca que é esperada entre o produto e a enzima (Davies et
al., 1998).

A compreensdo do mecanismo de agdo dessas enzimas permite buscar melhorias na
sua agdo enzimatica, modulando-as a agirem em condi¢Ges adversas, como diferentes pHs,

ampla faixa de temperatura e diferentes concentragdes salinas.

I. 7 Organismos produtores de celulases

Microrganismos celuloliticos sdo os responsdveis pela degradacdo do material
presente em plantas e solos. Devido a eficiéncia na decomposicdo de materiais
lignocelulésicos, os microrganismos que produzem enzimas do complexo celulolitico
desempenham um importante papel no meio ambiente estabelecendo um elo chave no ciclo
do carbono. A maioria desses organismos secretam as celulases fora da sua célula, pois sdo
incapazes de transportar materiais insoltveis (b Wilson, 2009).

Os fungos e bactérias aptos a produzirem enzimas capazes de degradar a celulose, sdo

comuns em habitats como solo, compostos ou rimen de animais (Hilge et al., 1998). Dentre os
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organismos produtores, os que sdo comumente utilizados para a produgdo de celulases sdo os
fungos Trichoderma sp., Aspergillus sp, Penicillium sp, e bactérias do género Clostridium,
Bacillus entre outros . Nesse trabalho, os alvos sdo enzimas oriundas das bactérias do género
termofilicas Bacillus, e Thermotoga, a mesofilica Xanthomonas e uma enzima oriunda da
biblioteca de metagendmica do solo de cana-de-agucar, sem orgonismo indentificado.

As espécies do género Bacillus como B. cereus, B. licheniformis, B. polymyxa e B.
subitlis sdo capazes de produzir enzimas que degradam a biomassa lignoceluldsica. Entre as
enzimas produzidas estdo as endocelulases (Sharma et al., 1990; Han et al., 1995). Uma das
enzimas discutidas nesse trabalho, a BsCel5A é uma endocelulase de Bacillus subtilis, uma
bactéria gram-positiva, ndo patogénica, saprofita e termofilica. Utilizada como probidtico e
amplamente empregada no setor industrial para producdo de enzimas e moléculas de
interesse médico e biotecnoldgico (Sonenshien et al., 2002). A cepa B.subtilis esta
correlacionada com diferentes linhas de pesquisa, sendo considerado um organismo modelo, o
que facilita os estudos com as suas celulases, devido ao conhecimento bioldgico ja adquirido
desse microrganismo.

Também foi estudada uma celulase da familia GH5 pertencente a bactéria gram-
negativa Xanthomonas axonopodis pv. citri (X.citri), tal organismo pertence a classe gamma de
Proteobactérias. A bactéria é o agente causador do cancro citrico, uma das mais importantes
doencgas que acomete a citricultura no pais (Rodrigues Neto e Ribeiro, 200). A X.citri é a
responsavel pelo cancro citrico na sua forma mais agressiva, com ampla ocorréncia e afetando
praticamente todas as variedades de citros comerciais (Brunings e Gabriel, 2003; Schubert e
Sun, 1996; Barbosa-Mendes et al., 2009). Esta penetra no hospedeiro através dos estdbmatos
ou pequenos ferimentos na epiderme das folhas, frutos e ramos. A disseminagdo local também
ocorre através de podas com ferramentas contaminadas e pode ser facilitada por insetos
herbivoros, como a larva minadora dos citros (Phyllocnistis citrella), a qual gera galerias nas

folhas (Brown, 2001).

Devido a sua importancia econ6mica a X.citri teve seu genoma completamente
sequenciado (da Silva et al., 2002), e foram identificados varias ORFs (open reading frames)
associadas ao processo de infec¢do, sobrevivéncia, patogenicidade, e sequéncias relacionadas
com enzimas de degradacdo da parede celular da planta hospedeira. Estdo presentes no
genoma de X.citri mais de 100 hidrolases glicosidicas que podem causar desordem na parede
celular vegetal (CAZy). Estudos com outros fitopatdgenos demonstraram que degradacdo da

parede celular de plantas hospedeiras parece, em muitos casos, ser um dos principais
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mecanismos de interagdo com a planta e, consequentemente, com a colonizagdo do tecido
(Toth et al., 2003).

A relevancia dos estudos de celulases pertencentes a X.citri, estd além de suas
aplicagbes biotecnoldgicas visto que, do ponto de vista bioldgico, os fitopatégenos em geral
contém enzimas altamente especificas para interagdo com seu hospedeiro. Adicionalmente, a
caracterizagao estrutural dos componentes desta bactéria trara contribuigcdo para comunidade
cientifica e para os estudos da patogenicidade bacteriana.

A abordagem metagenOmica é uma ferramenta poderosa para prospec¢do de novas
moléculas com diversas fung¢des e caracteristicas. Uma pequena amostra de solo primitivo
pode conter dez mil diferentes tipos de bactérias, mais de um milhdo de sequéncias proteicas,
sendo muitas dessas com caracteristicas exclusivas (Lorenz e Eck, 2005). Uma das enzimas
caracterizadas nesse trabalho é oriunda de uma biblioteca metagenomica de DNA do solo de
cana-de-aglcar. Os propdsitos da metagendmica incluem o entendimento dos processos
ecoldgicos, e a busca de novos genes, consequentemente de proteinas de interesse a partir de
organismos ndo cultivados, que podem ser biotecnologicamente relevantes (Watanabe e
Kassai, 2008). A abordagem metagendmica realizada por Alvarez TM (2012, dados nao
publicados) no solo de cana-de-agucar, localizou uma nova celulase pertencente a familia GH5,
a CelE1l, demonstrando o potencial da mesma para a localizagdo de enzimas aptas a degradar
biomassa vegetal, e para aplicagao nos diversos ramos industriais.

A bactéria hipertermdfila Thermotoga petrophila, é capaz de produzir enzimas que
degradam a biomassa vegetal, as quais mais de 50 enzimas sdo classificadas como hidrolases
glicosidicas pertencentes as mais diversas familias. Entre as GHs encontra-se a manana endo-
1,4-B-D-manosidase (EC 3.2.1.78, TpMan), pertencente a familia GH5. Esta bactéria foi isolada
a partir de um reservatério de dleo subterraneo de Nigata, Japdo. A T.petrophila pode ser
encontrada em uma faixa de temperatura de 47 a 88 °C com crescimento 6timo em torno de
80 °C (Takahata et al., 2001). Outras bactérias pertencentes ao género Thermotoga, tem a
condicdo o6tima para o crescimento as temperatura entre 66 - 70 °C (Fardeau et al., 1997;
Jeanthon et al.,, 1995; Ravot et al., 1995). Nos ultimos anos, os estudos com as enzimas
termoestdveis vém crescendo devido ao interesse industrial relacionado a elaboragdo de um
coquetel enzimatico termofilico compativel com condi¢des atuais de fermentacdo da cana-de-
acUcar.

As pesquisas relacionadas ao alto rendimento na degradacdo de celulose estdo
distantes de atingir a saturagao, todas as informacgdes, funcionais ou estruturais, relacionadas
a tais enzimas é de suma importancia para concretizar esse ramo industrial. Para maxima

eficiéncia dessas enzimas é necessario superar obstaculos, e adquirir conhecimentos de novas
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celulases que sejam capazes de realizar a hidrélise mesmo em condigbes enzimaticas

desfavoraveis, como altas temperaturas, concentragdo de sais e variages de pH.
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I1. Objetivo

Contribuir na elucidacdo das bases moleculares envolvidas na correlacdo estrutura-
fungdo-estabilidade das enzimas GH5 com potenciais aplicagdes biotecnoldgicas e desvendar
possiveis novas estratégicas para termoestabilizagcdo baseado no enovelamento barril (o/B)s.
Para isso uma abordagem multidisciplinar explorando ferramentas biofisicas e a determinagdo
de estruturas tridimensionais foi empregada obtendo desta forma informagbes sobre a

termoestabilidade e especificidade de enzimas da familia GH5.
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II1. Material e métodos

III. 1 Clonagem

Os clones para expressao das enzimas selvagens de BsCel5A, TpMan e CelE1, clonadas
em pET-28a, foram cedidos pelos pesquisadores Prof. Dr Fabio Squina e Prof. Dr Rolf Prade,

ambos vinculados ao Laboratério Nacional de Ciéncias e Tecnologia do Bioetanol —CTBE.

A enzima XacCel5 foi amplificada do DNA genémico da Xanthomonas axonopodis pv.
citri; para tanto foram desenhados oligonucleotideos iniciadores correspondentes a sequéncia
nucleotidica do fragmento alvo capazes de hibridizar com a extremidade 5
(CATATGCTGAAGTATGTTGGCGTCAATC) e 3’ (GTCGACTTATGCGTACTTGCTCAGGATC). Para as
reagOes de amplificagdo do fragmento de interesse, utilizou-se a técnica de reagdao em cadeia
da polimerase (PCR - Polymerase Chain Reaction) contendo PCR Rxn Buffer invitrogen®; 1,5
mM MgCl,; 0,2 mM dNTP mix Fermentas®; oligonucleotideos especificos com concentragdo
final de 0,5 mM; 20 ng de DNA fita molde e 2,5U de enzima Taqg DNA polimerase hight fidelyt.
Inicialmente a XacCel5 foi clonada no vetor pGEM-T; apds confirmagdo do fragmento de
interesse por sequenciamento de DNA, o inserto foi digerido com as enzimas Nde | e Sal |,

finalmente, subclonado em vetor de expressdo pET-28a.

II1. 2 Expressdo das proteinas recombinantes
Para a producgdo das proteinas recombinantes utilizou-se meio LB (Luria-Bertani)-

canamicina. A tabela 1 sumariza condi¢des de expressdo utilizadas para proteinas

recombinantes, incluindo cepas, temperatura, e tempo de indugdo.



Tabela 1: Condi¢do para a producgdo das proteinas heterélogas.

Proteinas Cepas Temperatura Tempo de
°C indugdo

BsCel5A BL21(BE3)AslyD 37 4 hrs
CC_BsCel5A BL21(BE3)AslyD 37 4 hrs
CBM_BsCel5A BL21(BE3)AslyD 37 4 hrs
TpMan BL21(BE3)AslyD 37 4 hrs
DC_TpMan BL21(BE3)AslyD 37 4 hrs
XacCelS BL21(DE3) 37/20 16 hrs
CelEl Roseta- 37 4 hrs

gami™(DE3)pLys-S

I11. 3 Purificacao das proteinas recombinantes

Para que as proteinas de interesse pudessem ser purificadas do extrato bruto
bacteriano, fez-se a lise das células em diferentes solu¢des tamponantes (tabela 2), através de
choque mecanico por ultrassom (Vibra Cell® Sonics, 40% de amplitude). O lisado bacteriano foi
centrifugado durante 1 hora a 4 °C a uma rotagdo de 20000 xg. Todas as proteinas possuiam
cauda de histidina fusionada e, portanto, o primeiro passo cromatografico foi por afinidade a
niquel imobilizado (IMAC), em coluna pré-empacotada HiTrap® Chelatinhg HP (GE), acoplada
ao sistema AKTA-FPLC (Fast Performance Liquid Chromatography — Amersham Biosciences). O
sistema foi previamente equilibrado com solugdo tamponante A (tabela 2). A eluigdo das
proteinas de interesse foi realizada através de gradiente ndo linear de solugdo tamponante A
contendo imidazol (solugdo B) e monitorada em comprimento de onda 280 nm. As amostras

coletadas foram analisadas em SDS-PAGE 13% (Laemmli, 1970) corado com azul de Coomassie.

As proteinas apresentaram elevado grau de pureza, sendo necessario apenas mais
uma etapa cromatografica, a exclusdo molecular (SEC — size exclusion cromatography), para
realizar um polimento da amostra, garantindo assim homogeneidade estrutural. Foi utilizada a
coluna pré-empacotada HiLoad Superdex 16/60 (GE) acoplada ao sistema AKTA-FPLC, (tabela
2). A enzima BsCel5A foi uma excec¢do, sendo necessario um passo de troca catidnica entre a

IMAC e a SEC. Para tal foi utilizada a coluna Hitrap HP SP (GE) acoplada ao sistema AKTA-FPLC.
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Tabela 2: Solug¢Ges tamponantes utilizadas na purificacdo das proteinas recombinantes.

Solugao

Composigao

Lise celular BsCel5A

IMAC A BsCel5A
IMAC B BsCel5A
TC A BsCel5A
TC B BsCel5A
SEC BsCel5A

Lise celular
CC_BsCel5A/CBM_BsCel5A
IMACA
CC_BsCel5A/CBM_BsCel5A
IMACB
CC_BsCel5A/CBM_BsCel5A
SEC
CC_BsCel5A/CBM_BsCel5A
Lise celular
TpMan/DC_TPman

IMACA
TpMan/DC_TPman

IMAC B
TpMan/DC_TPman

SEC
TpMan/DC_TPman

Lise celular XacCel5

IMAC A XacCel5

IMAC B XacCel5

SEC XacCel5

Lise celular CelE1

IMAC A CelE1
IMAC B CelE1

SEC CelE1

50 mM fosfato pH 7,2; 100 mM de NaCl; 1 mM PMSF; 5 mM de
benzamidina

50 mM fosfato de Sédio pH 7,2; 100 mM NaCl; 5 mM benzamidina
50 mM fosfato de Sédio pH 7,2; 100 mM NaCl e 500 mM imidazol
50 mM fosfato pH 7,2; 5 mM benzamidina

50 mM fosfato pH 7,2; 1 M de NaCl

50 mM fosfato pH 7,2; 250 mM de NaCl; 5 mM benzamidina

50 mM fosfato de Sédio pH 7,2; 100 mM NaCl; 1 mM PMSF; 5 mM
benzamidina e 0,03 mg/ml lisozima

50 mM fosfato de Sédio pH 7,2; 100 mM NacCl
50 mM fosfato de Sddio pH 7,2; 100 mM NacCl e 500 mM imidazol
20 mM tampao fosfato de Sédio pH 7,2; 150 mM Nacl

20 mM fosfato de Sédio pH 7,4; 50 mM NaCl; 5 mM imidazol; 1 mM PMSF
e 0,03 mg/ml lisozima

20 mM fosfato de Sddio pH 7,4; 50 mM NaCl; 5 mM imidazol

20 mM fosfato de Sédio pH 7,4; 50 mM NaCl; 500 mM imidazol

20 mM fosfato de Sédio pH 7,4; 150 mM NacCl

20 mM fosfato de Sdédio pH 7,4; 500 mM NaCl; 5% glicerol; 1 mM PMSF; 5

mM Benzamidina e 0,03 mg/ml de lisozima

20 mM fosfato de Sédio pH 7,4; 500 mM NaCl e 5% glicerol

20 mM fosfato de Sédio pH 7,4; 500 mM NaCl; 5% glicerol e 500 mM
imidazol

20 mM fosfato de Sddio pH 7,4 e 200 mM NaCl

20 mM fosfato de Sddio pH 7,4; 100 mM NaCl; 1 mM PMSF; 5 mM
Benzamidina e 0,03 mg/mL lisozima

20 mM fosfato de Sédio pH 7,4; 100 mM Nacl
20 mM fosfato de Sédio pH 7,4; 100 mM NaCl e 500 mM imidazol

50 mM fosfato de Sédio pH 7,4 e 150 mM NaCl
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I11. 4 Espalhamento de Luz Dinamico - DLS
Experimentos de espalhamento de luz dindmico - DLS (Dynamic light scattering) foram

realizados com as proteinas recombinantes purificadas, com objetivo de verificar a
monodispersidade populacional em solucdo (homogeneidade estrutural). A medida de
distribuicdo populacional tem-se demonstrado essencial para o sucesso dos ensaios de
cristalizacdo e realizagdo de analises biofisicas (Wardell et al., 1993; Goldburg, 1994). Além da
polidispersidade, também se obtém o raio hidrodinamico (R;), que depende do tamanho fisico
e forma da molécula e do ambiente (difusdo, viscosidade) onde esta se encontra. Com o R;, foi

possivel inferir os estados de oligomerizacdo da proteina em solugao.

Para realizar as medidas de DLS, as amostras foram previamente centrifugadas por 20
minutos a 4 °C com uma rotagdo de 20000 xg. O numero médio de aquisi¢des para cada
amostra foi 100. Os experimentos foram realizados no equipamento DynaPRO 180 (Protein
Solutions) a 18 °C, com temperatura controlada por um sistema eletrénico Peltier. Os

parametros hidrodindmicos foram calculados utilizando o software DYNAMICS v.6.10.1.2.

I11. 5 Dicroismo circular - CD
O espectro do dicroismo circular (CD — Circular Dichroism) fornece principalmente

caracteristicas da estrutura secundaria das proteinas, e as mudangas no espectro de CD pode
refletir a perturbagdo na estrutura tridimensional. Por esta técnica pode-se realizar estudos de
desnaturagdo térmica e resposta a ligagdo da proteina ao seu ligante, monitorando o espectro

da mesma (Vedadi et al., 2010).

Os espectros de ultravioleta distante (190 — 260 nm) do CD foram coletados no
espectropolarimetro Jasco J-180 (JASCO) equipado com mddulo Peltier para o controle da
temperatura. As medidas foram realizadas em uma cubeta de quartzo de 1 mm de caminho
Otico. Os dados gerados permitiram analisar a composi¢cdo da estrutura secundaria, assim

como a estabilidade da proteina alvo.

Os experimentos foram realizados com as amostras na concentragdo de 10 uM. Os
dados foram coletados com uma varredura de 50 nm/min, com tempo de resposta 4 segundos
e 20 acumulag¢des com intervalo de 60 segundos. O espectro final foi obtido pela acumulac¢ado
das varreduras corrigidas pela subtracdo do espectro do tampao correspondente. Os dados
gerados com a subtracdo dos espectros foram convertidos em elipticidade molar residual [©],

obtida pela equacgao:
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[0]1=0/10xIxCx N

na qual © é a elipticidade observada (grau), | é o caminho 6tico em centimetros (cm), C é a
concentragado da proteina (molar) e N é o numero de residuos da proteina (Adler et al., 1973).

Os dados convertidos foram tratados utilizando o programa ORIGIN 8.

Para avaliar a estabilidade proteica, foram realizados experimentos de desnaturagdo
térmica, monitorados no comprimento de onda de 222 nm, ja que ha o pico negativo
caracteristico das hélices a, estrutura secundaria presente na familia GH5 das celulases. Ja
para a CBM_BsCel5A, o comprimento de onda utilizadao foi 0 230 nm, que é um comprimento
de onda tipico para monitoramento dos residuos aromaticos como o triptofano. As
desnaturagdes foram realizadas em diferentes pHs e na presenca de sais divalentes. Os dados
obtidos da curva de desnaturagdo térmica foram transformados para fragdes desenoveladas

(fD) de acordo com a seguinte equagdo:
O =X=Xn/ Xp - X

na qual fD é a fragdo desenovelada, Xy é a proteina nativa, X, a proteina desenovelada e X é o

valor observado (Greenfield, 2007).

Para observar a estabilidade de proteina utiliza-se o Ty, que é o ponto médio da curva
de desnaturagdo, conhecido com temperatura de transi¢do (melting temperature) (Privalov,

1979; Schellman, 1997; Vedadi et al., 2006).

I11. 6 Protedlise limitada
A protedlise limitada dos dominios da celulase 5A de Bacillus subtilis foi realizada com

enzima tripsina (SIGMA), na proporg¢ao de 1:100 (enzima: proteina) (Dong et al., 2007) . Para
analisar o tempo ideal de clivagem realizou-se um teste em pequena escala, onde foram
coletadas as amostras nos tempos 0, 10, 20 e 30 minutos e 16 horas. Os testes foram
realizados a temperatura ambiente e a 4°C. As melhores condi¢des para a clivagem foram

visualizadas através de SDS-PAGE 13% corado com azul de Coomassie.

I11. 7 Ensaios de cristalizacao
A proteina a qual deseja cristalizar geralmente deve estar isolada por técnicas de

purificagdo, homogénea, e biologicamente ativa (Gilliland, 1988). Atualmente sabe-se que

todos os passos da cristalizagdo de proteina estdo interligados, e ocorrem em continua
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evolugdo. A nucleagdo e o crescimento procede apds a total supersaturagdo da solugdo

diminuir (Boistelle e Astier, 1988).

A tarefa de cristalizar uma macromolécula bioldgica é complexa, ja que envolve a
interferéncia de varidveis como: estabilidade, grau de pureza, pH, temperatura, agentes
precipitantes, forga idnica, entre outras. Diante de tantas varidveis torna-se dificil fazer a
predicdo de condigdes especificas para a cristalizagdo da proteina, fazendo com que isso se

torne um processo amplamente dependente de tentativas experimentais (Bergford, 1999).

A técnica de cristalizagdo de macromoléculas bioldgicas utilizada foi a difusdo de
vapor, que consiste no equilibrio entre duas solugdes através da fase de vapor um sistema
isolado. Essa técnica pode ser aplicada de diferentes formas: gota suspensa (hanging drop),
gota sentada (sitting drop) e gota sanduiche (sandwich drop) (Bergford, 1999). Nesse trabalho

foram utilizados dois métodos, a gota suspensa e a gota sentada.

Inicialmente empregou-se ensaios em gotas sentadas (0,5 pL da solugdo de proteina
com 0,5 pL da solugdo condi¢do) em placas de 96 pogos, preparadas pelo robé Honeybee
disponivel no Laboratério Robotizado de Cristalizagdo de Proteinas (Robolab-LNBio-CNPEM).
Para testes iniciais foram utilizados os kits comerciais Hampton Screen | e Il, Wizard | e Il, PACT,
JCSG+, SaltRx e Precipitant Synergy os quais abragem uma ampla faixa de pH, concentragdo de

sal e precipitantes. As placas foram preparadas e mantidas a 20 °C.

Para melhorar de cristais obtidos nos testes iniciais, preparou-se o refinamento das
condi¢des onde sempre uma varidvel foi modificada enquanto, outros componentes da
condicdo foram mantidos. Num primeiro momento manteve-se o pH e variou-se o
precipitante, em pequenas escalas (0,5 a 1% de volume). Posteriormente, fez-se uma
varredura em diferentes pHs, e, por fim foram testados aditivos, tais como glicerol e dioxano,

até obtengdo de um cristal com forma e tamanho adequados para experimentos de difragdo.

I11. 8 Coleta e processamento de dados da difracdao
As coletas de dados de difragdo dos monocristais foram realizadas na linha de luz do

Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS), Campinas — SP que possui um detector
marmosaic 225 CCD (Mar Research) e uma mesa experimental da NatXray/Irelec. Para diminuir
o dano a radiagdo que os cristais sofrem devido a formagdo de radicais livres, utilizou-se da

coleta sob condigOes criogénicas a 100 K com fluxo de nitrogénio gasoso (Oxford Nitrogen
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Cryojet XL) (Garman e Schneider, 1997). Os dados foram indexados, integrados e escalonados
utilizando o pacote HKL2000 (Otwinowski e Minor, 1997).

Para a CC_BsCel5A empregou-se uma oscilagdo de 1° para uma faixa de 180°. Antes do
resfriamento os cristais passaram por uma solugdo crio-protetora contendo 20% de glicerol.
Para a coleta do cristal com cloreto de manganés, o cristal passou por uma solugdo crio-
protetora contendo também 50 mM de MnCl,, por 5 minutos. O comprimento de onda
utilizado foi 1,45 A. Houve a coleta de 3 conjuntos de dados com resolugdes limites foram

2,90;2,10 e 1,97 A.

Para a DC_TpMan, o cristal do dominio catalitico foi difratado sem passar por
crioprotecdo, pois a condicdo ja apresenta acdo crio-protetora. Os cristais com derivados de
iodo foram preparados de acordo com o método de quick cryo-soaking de Dauter e
colaboradores, 2000. Tal método usa-se a solugdo crio-protetora com iodo para fazer a
incorporacdo de ions na regido ordenada do solvente que fica em volta das moléculas de
proteinas. Tais cristais foram mergulhados na solucdo crioprotecdo com 12,5% de glicerol e
500 mM de iodeto de sddio, por 1 minuto. Para resolucdo da estrutura com glicose, também
foi realizado soaking, com a solu¢do do cristalizante com 500 mM de glicose, por 5 minutos.
Assim como o complexo com maltose, que foi obtido por adicao de 100 mM de maltose na
solugdo cristalizante. O conjunto derivado com iodo foi coletado a energia de 7797 eV, para
que o sinal anémalo fosse acentuado, enquanto que os complexos com aglcares foram
coletados a 8500 eV. Para tais cristais, um total de 360 imagens foi coletado, usando uma

oscilagdo de 1°, com uma exposicao de 30 segundos por imagem.

Cristais da CelE1 também ndo necessitaram de adi¢do de solugdo crioprotetora, ja que
a solugdo cristalizante continha 4% de glicerol. O comprimento de onda utilizado foi 1,46 A
com tempo de exposi¢cdo de 20 segundos e oscilagdo de 1°. Cristais de CelEl difratam a

resolucdo de 1,78 A.

III. 9 Resolucao de Estrutura e Refinamento
Para resolver os problemas das fases foram utilizados dois métodos substituicdo

molecular e SIRAS (single isomorphous replacement with anomalous scattering).

Para as celulases, CC_BsCel5A e CelEl, foi utilizado o método de substituicio
molecular, com o auxilio do programa MOLREP (Vagin e Teplyakov, 2010), que faz parte do

programa CCP4 (Colaborative Computational Project Number 4).
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Como modelo de busca para a BsCel5A, utilizou-se a celulase 5A de Alkalophilic Bacillus
sp. (PDB ID: 7A3H) que apresenta uma identidade da estrutura priméria de 70%. Para a CelE1,
utilizou-se as coordenadas do dominio catalitico da Celulase 5G de Pseudoalterromonas

halaplanktis (codigo do pdb: 1TVP) com uma identidade de sequéncia de 67%.

Ja para a mananase, o problema das fases foi resolvido com o método SIRAS, quick
cryo-soaking, utilizando o iodo. As posigdes dos atomos de iodo com ocupancia acima de 0,4
foi obtida utilizando o programa SHELXD (Schneider e Sheldrick, 2002). Para estimar as fases,
foi utilizado o programa SHELXE, o qual também emprega rotinas de modificagdo de densidade
para melhorar a qualidade das fases estimadas experimentalmente (Sheldrick, 2002). A maior
parte do molelo, 90%, foi construido automaticamente com o programa ARP/WARP e

concluido manualmente no programa COOT.

Todas as estruturas foram refinadas com o programa REFMAC com ciclos de
intercalados de inspecdo manual no programa COOT. As moléculas de 4dgua e os ligantes foram
adicionados apds refinamento das cadeias polipeptidicas. Para dados abaixo de 2 A foi
empregado o refinamento com restrigdes geométricas e isotrépico, enquanto para dados de

alta resolugao foi utilizado refinamento anisotrépico.

III. 10 Espalhamento de raios X a baixos angulos - SAXS
Os experimentos de SAXS (Small Angle X-ray Scattering) foram realizados na linha de

luz DO2A-SAXS2 (LNLS-CNPEM Campinas — SP), equipado com detector MarCCD 165 mm. Os
dados bidimensionais gerados foram analisados e a integra¢do das contagens sobre a regido
detectada para obteng¢do da curva de espalhamento foi realizada no programa FIT2D

(Hammersley, copyright 1987 — 2005).

A celulase BsCel5A e os seus dominios BsCel5A foram medidos na concentragdo de 2, 4
e 8 mg/mL em 10 mM de tampdo fosfato pH 7,0 com temperatura controlada a 18 °C,
utilizando uma célula de mica de 1 mm e um feixe de raios-X monocromatico (A = 1,488 A).

Antes do experimento de espalhamento, as amostras foram centrifugadas durante 15
minutos a 20000 xg, a 4 °C. As imagens coletadas foram de 300 segundos, sendo o dado
relativo ao tampdo subtraido da medida da amostra. As curvas de intensidade foram
individualmente corrigidas para resposta do detector, escalonadas pela intensidade do feixe
incidente e absorgdo da amostra.

O raio de giro (Rg) foi elucidado, primeiramente, usando a aproximac¢do Guinier

(Guinier e Fournet, 1955, Glatter e Kratky, 1982; Feigin e Svergun, 1987). Em seguida o Rg
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também foi calculado a partir da fungdo de distribui¢do de distancias, p(r), pela transformada
de Fourier indireta da curva de intensidade utilizando o programa GNOM (Svergun, 1992)
implantado no programa PRIMUS (Konarev et al., 2003). A fungdo p(r) também fornece a
dimensdo maxima (Dmax) da molécula, além disso, a representagdo de Kratky da curva de
intensidade (g2/(q) vs. q) foi utilizada para analisar a compactacdo/flexibilidade da
conformacdo da proteina (Glatter e Kratky, 1982; Feigin e Svergun, 1987). O envelope da baixa
resolucdo dos dominios da BsCel5A foram modelados usando o método ab initio no programa
DAMMIN (Svergun, 1999), o qual contém uma configuracdo capaz de ajustar os modelos
experimentais, garantindo a compactacdo e a conectividade da solugdo. O modelo de baixa
resolucdo e a estrutura modelada foram sobrepostos usando o programa SUPCOMB (Kozin e

Svergun, 2001).

III. 11 Caracterizaciao bioquimico-cinética
IIL. 11. a. Atividade sobre diferentes substratos

Os testes de atividade foram baseados na deteccdo de acglcares redutores pelo
método do DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico) (Miller, 1959). A analise do perfil de atividade da
celulase BsCel5A em diferentes substratos foi feita em reacdo contendo 40 pL de solugdo
tamponante, 50 pL de substrato e 10 uL de amostra das enzimas a 100 ng/uL. Apds o tempo de
10 min de incubacdo a 60 °C, adicionou-se a 100 uL do reagente de DNS para interromper a
reagdo através do aquecimento a 95 °C por 5 min, resfriada em banho de gelo por 2 min. A
atividade foi quantificada pela leitura de absorbancia de 100 pL de reag¢dao em leitor de
microplacas Infinite 200 (TECAN) a 540nm. O valor da absorbancia foi correlacionado a uma

curva padrdo de agucar redutor.

Os substratos testados foram  B-glucana, carboximetil-celulose (CMC),
arabinogalactomanana, xiloglucano, arabinano desramificado, 1-4-B-D-manana, arabinoxilano,
xilano de madeira de faia, pectina e liquenano. A unidade de enzima foi definida como a

quantidade de enzima necessdria para liberagdo de 1 pumol de produto por minuto.

A glicose foi utilizada para montar a curva padrdao. Para determinar o pH e a
temperatura étima, as reagdes enzimaticas foram realizadas em diferentes tampdes, no

sistema adaptado de Mcilvaine.

III. 11. b. Cinética
Os ensaios de cinética para as enzimas foram realizados com CMC para a celulase.

Foram testadas 12 concentragdes de substratos, com adicdo da enzima a 100 ng/uL em pH 6,5
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a 60 °C. A analise dos resultados foi feita no software GraphPad Prism 5 ajustando os dados a

uma regressao nao-linear segundo o modelo cinético de Michaelis-Menten.
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IV. Resultados e discussao

IV. 1 Celulase 5A de Bacillus subtilis - BsCel5A

Nesta parte do trabalho, investigamos as propriedades estruturais e de estabilidade da
celulase 5A de Bacillus subtilis (BsCel5A), bem como os efeitos do dominio acessdrio na fungdo
do dominio catalitico parental e os modos de reconhecimento e interagdo ao substrato. A
BsCel5A apresenta um peso molecular de aproximadamente 55 kDa, formada por um dominio
catalitico com enovelamento barril (a/B)s associado ao dominio acessério (Carbohydrate-
binding module, CBM) da familia CBM3 na sua extremidade C-terminal, unidos por uma juncao
de 50 residuos. Essa enzima pode ter aplicacdes em tecnologias e processos que envolvem a
degradacdo de biomassa vegetal, pois atua no mais abudante polimero da parece celular de
plantas, a celulose. A BsCel5A é uma endocelulase e portanto cliva ligagdes internas do tipo
B(1>4) nas cadeias celuldsicas. Sinergisticamente com celobiohidrolases e P-glucanases
formam o complexo enzimdtico fundamental para reducdo da celulose em agucares
fermentesciveis (glicose).

Para o entendimento do papel de cada dominio na funcdo e estabilidade da enzima
trés construcdes foram desenhadas: a proteina selvagem (BsCel5A), o dominio catalitico
parental (CC_BsCel5A) e dominio acessério CBM3 (CBM_BsCel5A) (figura 9). A expressdo da
enzima ocorreu a 37 °C, com inducdo de 0,5 mM de IPTG por 4 horas. Para a purificacdo da
proteina selvagem foram utilizados trés passos cromatograficos incluindo afinidade ao niquel,
troca catidnica e exclusdo molecular. Para a CC_BsCel5A e o CBM_BsCel5A utilizaram-se duas
etapas de cromatografia liquida, afinidade em coluna carregada de niquel, e exclusdo
molecular. As analises das purificagdes foram realizadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida sob condi¢Ges desnaturantes (SDS-PAGE), indicando um elevado grau de pureza

(> 95%) (figura 10).

M1 A29 Q48 $301 V356 G437

E169 £257

Dominio Catalitico GH5

S0 residuos

Figura 9: Representagdo da arquiterura dos dominios presentes na Celulase 5A de Bacillus subtilis.
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Figura 10: SDS-PAGE 13% da cromatografia de exclusdo molecular da enzima BsCel5A e dos seus
dominios catalitico e CBM3. (A) Cromatografia de exclusdo molecular da proteina selvagem BsCel5A. (B)
Cromatografia de exclusdo molecular do dominio catalitico (CC_BsCel5A). (C) Cromatografia de exclusdo
molecular do dominio acessério (CBM_BsCel5A). MM marcador molecular; AA amostra aplicada na
cromatografia de exclusdo molecular e originada da concentragdo das amostras oriundas da afinidade
ou da troca catiénica. Em destaque, no quadro vermelho, temos as amostras que foram utilizadas nos
testes biofisicos e ensaios de cristalizagao.

A homogeneidade estrutural das amostras também foi analisada com intuito de inferir
o estado oligomérico das construgbes e adequabilidade para estudos biofisicos e estruturais.
Experimentos de espalhamento dinamico de luz (DLS) indicaram que todas as proteinas
heterologamente expressas apresentaram baixa polidispersividade (< 20%) e raios
hidrodindmicos de 3,3; 2,1 e 1,9 nm para a selvagem, o dominio catalitico e o CBMS3,
respectivamente, sugerindo que a BsCelSA e suas construgbes se comportam como
monOdmeros em solugdo e estdo em conformidade aos requerimentos para cristalizagdo e
outras andlises espectroscépicas.

Estudos por espectroscopia de dicroismo circular no UV distante mostram que a
CBM_BsCel5A tém predominantemente elementos estruturais tipo B, enquanto que o dominio
catalitico tem uma composicdo mista de hélices a e fitas B, compativel com seu enovelamento
barril TIM. Enquanto que no espectro da proteina selvagem, pode-se observar uma
composicdo equivalente das caracteristicas dos dominios que a compdem (figura 11). Além de
fornecer nogGes basicas do tipo de enovelamento estrutural, esses resultados corroboram os

estudos por DLS, indicando que as proteinas recombinantes preservam suas estruturas nativas.



35

84 o /./

o CelSA-full
<104 3 + Cel5A-CD
24 & - Cel5A-CBM

210 220 230 240 250 260
Wavelength (nm)

[ x10° (deg em? dmol")
AN o
§

Figura 11: Espectros no UV distante das diferentes construgdes da celulase 5A de Bacillus subtilis.
Observa-se um pico negativo em 216 nm da CBM_BsCel5A, caracteristico de proteinas com
predominancia em estrutura B. No especto da CC_BsCel5A tem-se os valores minimos nos
comprimentos de onda 222 e 208 nm, tipicos de hélices a. Ja na proteina selvagem observa-se uma
composi¢do das caracteristicas presentes nas duas curvas anteriores.

Sabendo quais as composi¢des das estruturas secundarias predominantes em cada
dominio, diferentes comprimentos de onda foram utilizados para monitorar a estabilidade
térmica. Para a enzima selvagem e para o dominio catalitico o comprimento de onda
adequado foi 222 nm, devido a presenga de elementos de estrutura secundaria do tipo hélice
o. Para a CBM_BsCel5A o comprimento de onda escolhido para os experimentos de
desnaturacgdo térmica foi 0 230 nm. O sinal do espectro em 230 nm é caracteristico do residuo
aromatico triptofano e de pontes dissulfeto (Haas et al., 1998; Hider et al., 1988), e pode ser
empregado para monitar o desenovalmento de proteinas ricas em elementos 3, quando

comportamentos and6malos sdo observados no comprimento de onda 216 nm.

Foram realizadas desnaturagdes térmicas em distintos pHs, e na presenga de 10 mM
EDTA e 10 mM MnCl, (figura 12). Os dados de desnaturagdo revelaram que tanto os dominios
qguanto a proteina selvagem apresentam apenas um estado de transicdo na desnaturagdo.
Apesar da BsCel5A selvagem ser composta por dois dominios distintos, ligados por 50 residuos
a desnaturagdo ocorreu por uma via de transi¢do Unica, sugerindo interagdes intermoleculares

entre os dominios.

Outra caracteristica importante é o ganho da estabilidade em torno de 20 °C, quando o
dominio catalitico e a proteina selvagem estdo em pH 5,5 com 10 mM MnCl, (figura 12).
Outros ions divalentes como Ni**, Ca®* e Mg®*, mas n3o apresentaram resultados relevantes o

gue indica um efeito especifico do ion manganés na estabilidade da BsCel5A. Pode-se observar



36

também que os ions ndo alteraram a estabilidade do CBM_BsCel5A, como observado na figura

12, mostrando que o efeito de termoestabilizagdo é direcionado ao dominio catalitico.
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Figura 12: Desnaturagdes térmicas da proteina BsCel5A, e dos seus dominios CC_BsCel5A e
CBM_BsCel5A, as condigdes de desnaturagdo variam em pH 5,0 a 8,0, e na presenga de EDTA e MnCl,.
(A) Perfil da desnaturagdo da BsCel5A. (B) Desnaturagdo CC_BsCel5A. (C) Desnaturagdo CBM_BsCel5A.
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Analisando as temperaturas de transi¢do (do inglés, melting temperature - T\;) (tabela
3), pode-se concluir que a estabilidade é maior para o dominio catalitico, do que para a
proteina selvagem e para o modulo de ligagdo a carboidrato. Por meio das informagGes
obtidas pela estrutura do CBM_BsCel5A (RMN — colaboragdo com a Profa. Dra. Ana Zeri) foi
revelado que a baixa estabilidade deste dominio é devido a auséncia do candnico sitio de
ligacdo ao ion calcio (figura 13). O CBM_BsCel5A, faz parte da familia 3 dos CBMs, com
enovelamento sanduiche-f, comum entre os médulos de ligagdo a carboidratos e
classicamente membros da familia 3 possuem um cdélcio estrutural (Yaniv et al., 2012) que nao
é conservado no CBM_ BsCel5A, indicando a existéncia de uma subclasse de CBM3s que ndo

ligam calcio.

Tabela 3: Temperatura de transi¢do (Ty) das desnaturagdes térmicas de BsCel5A, CC_BsCel5A
e CBM_BsCel5A.

BsCel5A CC_BsCel5A CBM_BsCel5A
pH Twm (°C) Tw (°C) Tm(°C)
5,5 62,9 62,8 59,6
5,5 +EDTA 62,9 62,0 59,5
5,5 + MnCl, 80,0 95,0* 60,7
6,0 63,5 64,9 59,4
7,0 59,6 62,4 57,5
8,0 55,0 58,9 55,6

* valor estimado
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Figura 13: Estrutura do CBM_BsCel5A determinada por RMN, comparada com o CBM3 de Clostridium
thermocellum (CBM_Ct), que mantém o sitio de ligacdo de calcio. As diferencas entre ambos estdo
coloridas em azul para o CBM_BsCel5A e vermelhor para CBM_Ct, o ion célcio (esfera verde) esta na
estrutura do CBM_Ct. No zoom destaca-se a regido de ligacdo do ion, com os residuos de ligagcdo do
CBM_ct em bege, e os residuos da mesma regido do CBM_BsCel5A em azul.

Experimentos funcionais com a enzima BsCel5A e seu dominio catalitico CC_BsCel5A
foram realizados, em colaboragdao com os pesquisadores Dr. Roberto Ruller e Dr. Fabio M.
Squina (Laboratério Nacional de Ciéncia e Tecnologia do Bioetanol —CTBE), para determinagdo
das condigGes de catalise (pH e temperatura) e a influéncia do ion sobre a atividade. A BsCel5A
teve sua melhor atividade catalitica em pH 6,0 e na faixa de temperatura em torno de 60 °C
(figura 14). Ainda a presencga do fon Mn®* n3o alterou o perfil funcional da enzima, sendo
mantido a temperatura e o pH dtimo, o que pode representar uma vantagem, pois geralmente
ganhos de estabilidade estdo acoplados com alteragdes das condig¢des fisico-quimicas ideais

das enzimas.
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Figura 14: Efeito do pH e da temperatura sobre a atividade catalitica da BsCel5A e do Dominio Catalitico.
(A) Proteina selvagem sem Mn’*. (B) Proteina selvagem com 10 mM de Mn®*. (C) Dominio catalitico sem
Mn2". (D) Dominio catalitico com 10 mM de Mn*".

Experimentos de  atividade sobre  diferentes  substratos (B-glucano,
carboximetilcelulose e liquenana) revelaram que na presenca do ion a atividade enzimatica
teve pequena variagdo (< 30%) em contrapartida ao grande ganho de estabilidade, que é
interessante do ponto de vista de aplicagdes industriais (figura 15). Outros estudos mostraram
o efeito do ion manganés na fungdo de hidrolases glicosidicas como na xilanase de
Cellulosimicrobium sp. HY-12 (Oh et al., 2008) e na celulase GH5 derivada de uma biblioteca
metagendmica de solo (Voget et al., 2006) tiveram um aumento na atividade relativa na
presenca do ion. Tais estudos indicam o ion manganés como um potencial aditivo para
melhoramento de desempenho de hidrolases glicosidicas seja por ganho de estabilidade ou

aumento de atividade catalitica para as diversas aplicagdes biotecnoldgicas.

Parametros cinéticos mostram que a presenca do ion diminuiu a velocidade de reagao
Vimax € Ndo teve efeitos significativos no K., (tabela 4). Tal efeito foi inicialmente atribuido a um
possivel mecanismo competitivo no sitio ativo, como observado para a celobiohidrolase de
Humicola insolens, que teve sua estrutura resolvida com o ion cddmio ligado aos residuos
cataliticos (Varrot et al., 2002). Porém, dados estruturais ndo indicam a presenga do ion
manganés na interface catalitica da BsCel5A, descartando assim esta hipdtese. Desta forma,
assumimos que a alteragdo negativa do V., esteja relacionada a da rigidez global adquirida
pela enzima na presenca do ion, impedindo pequenas modificagdes conformacionais

necessarias para condig¢des ideais para a catalise.
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A presenca do mddulo acessdrio CBM proporcionou uma melhor eficiéncia catalitica
(Keat/Kim) para a enzima, e uma maior afinidade da enzima pelo substrato. Por exemplos, em
ensaios realizados com celulase cristalina, como o AVICEL®, s6 houve atividade catalitica na
presenca da enzima selvagem, confirmando a importancia do CBM para reconhecimento do

substrato.
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Figura 15: Atividade relativa da BsCel5A e do dominio catalitico em diferentes substratos. FL proteina
selvagem, e CD core catalitico. Os substratos utilizados foram B-glucano (BG), carboximetilcelulose
(CMC) e liguenana (LG).

Tabela 4: Parametros cinéticos da celulase 5A de Bacillus subtilis.

BsCel5A CC_BsCel5A
Parametros 0mM Mn** 10 mM Mn** 0 mM Mn** 10 mM Mn**
Vmax (IU/mg) 46,2+3,1 35,7+1,8 143,716,6 92,345,9
Km (mg/mL) 0,32+0,2 0,5+0,2 1,410,2 1,610,3
Ko (57) 40,4 31,2 78,7 50,5
Keat/Kim 127,8 58,8 56,2 31,6

Para elucidar os determinantes estruturais do mecanismo de termoestabilizagdo pelo
fon manganés no dominio catalitico foi determinada a estrutura da CC_BsCel5A no seu estado
nativo e complexada com o ion manganés. O dominio catalitico se apresentou muito sollvel e

alta concentracdo da amostra foi necessdria para atingir a satura¢do nos experimentos de
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cristalizagdo (40 a 75 mg/ml). Cristais com distintas morfologias foram obtidos (figura 16) apds

diversas etapas de refinamento das condigGes iniciais de cristalizagao.

Figura 16: Cristais do dominio catalitico da celulase 5A de Bacillus subtilis. As letras correspondem a
condigdes de cristalizagdo presentes na tabela 5.

Tabela 5: Condigdes de cristalizagdo do dominio catalitico da celulase 5A de Bacillus subtilis.

Condigcao Tampao Precipitante Sal
A 100 mM NaAc/HCl pH 4,6 8% PEG 4000
B 100 mM SPG* pH 6,0 25% PEG 1500
c 100 mM Bis-Tris-propano 20% PEG 3350 200 mM nitrato de
pH 6,5 sédio
D 100 mM Tris/HCl pH 7,0 10% PEG 8000 200 mM cloreto de
magnésio
E 200 mM Formaito de 20% PEG 3350

potassio pH 7,3

F 100 Tris/HCl pH 8,5 20% etanol

* acido succinico, di-hidrogeno fosfato de sédio mono-hidratado, glicina.

Os cristais obtidos foram utilizados em experimentos de difragdo de raios X na linha de
luz MX2 do LNLS, Campinas - SP. Antes da coleta, os cristais passaram por uma solugao

crioprotetora com glicerol. Foram coletadas duas formas cristalinas (forma | e forma Il), que
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difrataram a 2,90 e 2,10 A, respectivamente. Sendo que a forma | a proteina cristalizou na
condic¢do C (tabela 5), enquanto que a forma Il a condigdo utilizada foi a B (tabela 5). Com o
cristal Il fizemos soaking com manganés (forma II*). A difragdo do cristal com manganés foi de
1,90 A. O processamento dos dados de difracdo mostraram que os cristais referentes as
formas Il e II* pertencem ao grupo espacial P2,2,2, enquanto para a forma | o grupo espacial é
o C2. Através do programa BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) realizou-se busca
por proteinas que apresentassem identidade com a CC_BsCel5A, e tivessem sua estrutura
tridimensional resolvida e depositada no Protein Data Bank (PDB). A proteina selecionada para
a substituicdo molecular foi a celulase 5A de Alkalophilic Bacillus (cédigo PDB: 1LF1) que possui
identidade sequencial de 70% com a CC_BsCel5A. Na tabela 6 estdo sumarizadas as estatisticas

das coletas, processamento de dados e refinamento da CC_BsCel5A.

A estrutura do dominio catalitico da celulase 5A tem um enovelamento barril (o/B)s
(figura 17A) que é classico na familia GH5. O sitio catalitico localiza-se no C-terminal da enzima,
tendo os residuos cataliticos acidos localizados no loop entre a folha B4 e a hélice a5, e na
extremidade da fita 7, Glul69 e Glu257, respectivamente. O Glul69 é o doador de prétons,
enquanto que o Glu257 é o nucledfilo que inicia a reagdo atacando a ligagdo glicosidica cindivel
(figura 17C). Outros residuos contribuem para a formagdo do sitio catalitico incluindo Arg92,
Trp207, His235, Thr256, e Trp291 (figura 17B). Os residuos aromaticos Trp207 e Trp291
formam a entrada do sitio catalitico e os residuos polares His235, Arg92 e Thr256
complementam o sitio ativo (figura 17D). A treonina 256 é considerada o terceiro elemento da
catdlise com participacdo efetiva da hidrdlise ajudando a estabilizar o ion carbonio

intermediario resultante da hidrdlise a reagao.
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Tabela 6: Estatistica da coleta de dados dos cristais do CC_BsCel5A, e do refinamento da

estrutura.
Parametros Formall Formalll Forma II*
Dados da coleta
Grupo Espacial C2 P2,2,24 P2,2,24
Parametros da célula unitaria a=155,36 a=50,24 a=49,53
(A,°) b=81,08 b=110,76 b=110,62
c=114,27 c=121,38 c=122,26
Resolugao 50,00-2,90 50,00-2,10 50,00-1,97
(3,00-2,90) * (2,18-2,10) (2,04-1,97)
Reflexdes unicas 30407 (2607) 39069 (3393) 47366 (4163)
Multiplicidade 3,5(2,7) 6,9 (6,2) 4,8 (4,3)
Completeza (%) 97,1 (83,7) 97,2 (85,9) 97,6 (87,8)
Rmerge 8,3 (43,6) 11,6 (31,9) 8,4 (37,3)
1/o(l) 11,3 (2,0) 13,5 (5,0) 14,7 (3,8)
Refinamento
Ruork/ Riree 23,0/29,6 17,1/22,1 16,4/20,6
Moléculas na unidade 4 2 2
assimétrica
Moléculas de agua 30 330 452
Média do fator B 54,5 32,7 29,1
RMSD* do comprimento 0,006 0,023 0,025
das ligagoes (A)
RMSD dos angulos de ligagdo (°) 1,261 1,903 1,938
Ramachandran
Regido favoravel (%) 90,63 96,44 97,09
Regides permitidas 8,02 3,39 2,91
Outras regioes 1,35 0,17 0,00
PDB 3PzZV 3PZU 3PZT
* Os valores em parénteses sdo relativos da Ultima camada.

* Root Mean Square Deviation
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Figura 17: Estrutura do dominio catalitico da Celulase 5A de Bacillus subtillis. (A) Representacdo da
estrutura proteica, mostrando o enovelamento barril (a/B)s. (B) Detalhes do sitio ativo da BsCel5A, em
amarelos sdo os residuos cataliticos essenciais, em verde tem os residuos responsdveis pela interagdo
com o substrato, e em rosa os residuos que ajudam a manter a ligagdo enzima/substrato (C) Destaque
para os residuos primordiais para a agdo catalitica da enzima. (D) Representagdo dos residuos acessorios
responsaveis pela interacdo enzima-substrato.

Para compreender o ganho de estabilidade proporcionado pelo ion manganés, a
estrutura da CC_BsCel5A com o Mn”" foi elucidada. Para que o ion fosse incorporado na
estrutura, fez-se soaking com o mesmo. Com a resolugdo da estrutura, observou-se que o ion
localiza se em um sitio carregado negativamente, que esta posicionado na face oposta do sitio
catalitico, proximo ao motivo 8-hairpin no N-terminal (figura 18A). O ion é hexa-coordenado
por duas moléculas de agua, e pelas cadeias laterais dos residuos Asp195, Asp197 e Asn198, e
pelo oxigénio da carbonila do residuo Gly157 (figura 18C). O sitio de ligagdo do manganés é
estrategicamente localizado préoximo a regido N-terminal e do 8-harpin (figura 18B) permitindo
interagdes intermediadas por moléculas de dgua com porg¢bes proteicas importantes para
estabilidade estrutural, aumentando a rigidez, e consequentemente sua estabilidade.
Comparando as formas Il e II*, sem e com o0 manganés respectivamente, pode-se observar que
0 ion substitui uma molécula de dgua no sitio carregado negativamente. Entretanto, a

localizagdo do fon Mn?* ndo afeta a arquitetura da fenda catalitica, ndo havendo modificagdes
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no estado conformacional dos residuos que sdo essenciais para formac¢ao do centro catalitico.

O fon tem uma distancia média de 30 A do sitio catalitico.

Figura 18: Estrutura do dominio catalitico da Celulase 5A de Bacillus subtillis em complexo com o ion
manganés. (A) Representagdo da estrutura proteica com destaque para a localizagdo do ion manganés
(esfera verde), proximo ao N-terminal da proteina. (B) Representagdo da superficie eletrostatica do
dominio colorida por carga, vermelho (-), azul (+), indicando a presen¢a do manganés no bolsdo
carregado negativamente. (C) Interagdes dos residuos da proteina em cinza, com moléculas de H,0
(esferas vermelhas) e o ion manganés (esfera verde), nas cores rosa e cinza tem o deslocamento dos
residuos na presenca do ion. O residuo em azul é o aspartato que na auséncia do ion fica deslocado.

Para obter a estrutura da enzima selvagem e observar as interages entre os dominios
qgue a compbem, exaustiva tentativas de cristalizacdo foram realizadas, mas sem sucesso,
provavelmente devido a flexibilidade conferida pelo jun¢do entre os dominios que gera
condi¢cOes entropicamente desfavordveis para formar os contatos cristalinos. Entdo, a técnica
SAXS foi empregada para fornecer dados estruturais da proteina selvagem, bem como de seus

dominios em solugdo. Os valores obtidos para o raio de giro (Rg) foram 1,75; 1,63 e 3,04 nm
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(figura 19), e as dimensdes maximas foram 4,65; 4,8 e 9,4 nm para o dominio catalitico, CBM3

e proteina selvagem, respectivamente, comprovando que as proteinas sio monomeéricas em

solugdo.
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Figura 19: Curvas de espalhamento e distribuigdo de distancias (Pr) de SAXS dos dominios da Celulase 5A
de Bacillus subtilis e da enzima selvagem. A dominio catalitico (CC_BsCel5A) e B mddulo de ligagdo a
carboidrato (CBM_BsCel5A), C Celulase 5A (BsCel5A). Os graficos superiores mostram as curvas de
espalhamento experimental (circulos abertos), calculado pelo envelope do SAXS (linha vermelha) e da
estrutura de alta resolugdo (linha azul). Nos graficos inferiores tem a fungdo distribuicdo de distancias
calculada com os dados experimentais.

Com os dados obtidos de SAXS foi possivel predizer a organizagdo do dominio catalitico
e do mddulo de ligagdo a carboidrato na enzima selvagem. Os envelopes moleculares
construidos para o dominio catalitico (figura 20A), e o CBM_BsCel5A (figura 20B), foram
sobrepostos com as coordenadas atébmicas dos dominios. A sobreposicdo demonstrou um
excelente ajuste permitindo no caso da CC_BsCel5A observar a cavidade catalitica. O modelo
da proteina selvagem baixa resoluc¢do (figura 20C) indicou resultados similares ao obtido para a
celulase Cel5G da bactéria psicrotréfica (organismo que cresce em baixas temperaturas)
Pseudoalteromonas haloplanktis A23, que possui um D, de 13 £+ 5 nm e uma fungdo P(r)

semelhante a da enzima BsCel5A (Sonan et al., 2007).
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Figura 20: Envelope molecular da Celulase 5A de Bacillus subtilis obtidos por SAXS. (A) envelope de SAXS
do dominio catalitico com a sobreposi¢do da estrutura cristalografica. (B) envelope de SAXS do CBM3,
com a estrutura tridimensional. (C) Envelope da Celulase 5A, com os dominios modelados.

O envelope molecular da celulase 5A permitiu evidenciar uma superficie plana e
continua, formada pela interface do sitio ativo da fragdo catalitica alinhada com a face do
CBM3 que reconhece a celulose, e ocorre a interagdo com o carboidrato. Essa superficie é
essencial para que a celulose possa se acomodar e ser clivada. A organizagao estrutural entre o
dominio catalitico e o mddulo de ligacdo a carboidrato ja foi observado em outras celulases,
como a endoglucanase de Clostridium cellulolyticum, a Cel9G e a celulase E4 de Thermobifida
fusca (Mandelman et al., 2003; Sakon et al., 1997). Esta arquitetura molecular corrobora os
dados funcionais sugerindo que o CBM ajuda no reconhecimento do substrato, o que reflete

no aumento da eficiéncia catalitica da enzima.
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IV. 2 Celulase 5 de Xanthomonas axonopodis pv. citri - XacCel5

Xanthomonas axonopodis pv. citri (X.citri) € uma fitobactéria gram-negativa altamente
adaptada ao ambiente de plantas, sendo raramente encontrada livre no solo (Swings e
Civerolo, 1993). Essa bactéria é o agente causal do cancro citrico, uma doenga que resulta em
enormes perdas econémicas na cultura de citros. Embora os sintomas causados por essa
bactéria ndo estejam tipicamente associados a degradacdo massiva da parede celular da
planta, X.citri apresenta varios genes que codificam enzimas com esse tipo de fun¢do. Quando
cultivada em meio de cultura que simula o espaco intercelular na planta, a bactéria expressa
varios desses genes (Astua-Monge et al., 2005). Interessantemente, a mutagdo no gene xpsD,
gue codifica um componente do sistema de secregdo do tipo Il, afeta a degradagdo de celulose
pela bactéria e também sua viruléncia (Baptista et al., 2010), indicando uma possivel relagdo
entre a expressdo de celulases e hemicelulases e a infec¢do por X.citri. Desta forma, a
prospeccdo de novas enzimas glicosidicas desses microorganismos pode contribuir para a
descoberta ou desenvolvimento de enzimas mais eficazes e especializadas a degradagdo de

biomassa vegetal.

Uma dessas enzimas € a celulase GH5 (XacCel5) que tem homologia com o dominio
catalitico da BsCel5A e ainda ndo foi caracterizada funcional e estruturalmente. A proteina
recombinante tem 36 kDa e foi subclonada no vetor de expressdo pET28a. Sua expressao
ocorreu em BL21(DE3), com indu¢do de 0,5 mM de IPTG, a 20 °C por 18 horas. No processo de
extracdo a proteina apresentou-se na fracdo soluvel e dois passos cromatograficos foram
utilizados, afinidade e exclusdo molecular. O grau de pureza da amostra foi monitorado por

SDS-PAGE 13% (figura 21), que foi superior a 95%.
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Figura 21: SDS-PAGE 13% das etapas de purificagdo da celulase 5 de Xanthomonas axonopodis pv. citri.
Em destaque as amostras utilizadas. (A) cromatografia de afinidade a niquel imobilizado. (B)
cromatografia de exclusdo molecular. MM marcador molecular; AA amostra aplicada do extrato bruto
de 1 litro de expressao; 55 mM |, 110 mM | e 250 mM | sdo as eluigdes com imidazol; Al amostra inicial,
fragdes unidas da afinidade antes da concentrag¢do, AA amostra concentrada aplicada na filtragdo em
gel.

Apds a cromatografia de exclusdo molecular, a proteina foi concentrada até 7,5 mg/mL
e submetida aos ensaios de cristalizacdo pela técnica de difusdo de vapor em gota sentada. Os
ensaios foram realizados com o sistema robotizado Honeybee e a analise dos experimentos
remotamente pelo sistema Rock Imager (Formulatrix). O volume da solugdo proteica e da
solugdo do reservatério foi 0,5 pL. Algumas condi¢des dos ensaios iniciais de cristalizagdo
resultaram em micro ou pequenos cristais de proteina (figura 22), porém ainda ndo adequados

a difracdo de raios X.

Figura 22: Cristais da XacCel5 obtidos durante os ensaios iniciais de cristalizagdo com a proteina a 7,5
mg/ml. Na tabela 7 estdo as condi¢bes de cristalizagdo referentes as imagens.



Tabela 7: Condigdes iniciais de cristalizagdo da enzima XacCel5.

Condicao Tampao Precipitante Sal
A 100 mM HEPES pH 7,5 30% PEG 400 200 mM cloreto de
magnésio
B 100 mM TRIS-HCI pH 8,5 20% PEG-1000
C 100 mM Na3 citrato/HCl 30% PEG 4000 200 mM acetato de
pH 5,6 amonia
D 100 mM Bis-Tris pH 5,5 25% PEG-3350 200 mM sulfato de
amonia
E 100 mM HEPES pH 7,5 45% MPD 400 mM acetato de

amonia

Para obter cristais adequados para os experimentos de difracdo
refinamentos foram realizados, variando a concetragdo de precipitantes, gradiente salino,

solugdo tamponante e temperatura (figura 23). Tais cristais apresentam morfologia e

dimensdes adequadas para a atual configuragao da linha de luz MX2 disponivel no LNLS.

Figura 23: Cristais de XacCel5 adequados para os experimentos de difragcdo de raio X. As condi¢cdes de

cristalizagdo estdo listadas na tabela 8.

inUmeros
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Tabela 8: Condig¢Ges do refinamento da cristalizagdo da celulase 5 de Xanthomonas axonopodis

pv. citri.
Condicao Tampao Precipitante Sal
A 100 mM citrato de 30% PEG 4000 200 mM acetato de
sédio pH 5,6 amonio.
B 100 mM TRIS-HCI pH 8,5 27% PEG 4000 200 mM sulfato de litio
5% glicerol
C 100 mM citrato de 30% PEG 4000 200 mM acetato de
sodio pH 5,6 amonia
D 100 mM citrato de 29% PEG-4000 200 mM sulfato de
Sédio pH 5,6 10% glicerol amonia
E 100 mM cacodilato de 29% PEG-8000 200 mM acetato de sodio
Sédio pH 6,5 5% glicerol
F 100 mM citrato de 29% PEG-4000 200 mM acetato de sodio
Sédio pH 5,6

Concomitante aos ensaios de cristalizacdo foi realizada a caracterizagdo biofisica da

proteina por espectroscopia de dicroismo circular. Primeiramente foram coletados espectros

na presenca de diferentes ions que na literatura demonstraram afetar a estabilidade ou fung¢ao

de celulases GH5 (figura 24) e como é possivel observar, ndo houve alteragdes no espectro do

UV distante da XacCel5 na presenga destes ions.
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Figura 24: Espectro de dicroismo circular no UV distante da celulase 5 de Xanthomonas axonopodis pv.
citri - XacCel5. (A) XacCel5 em pH 7,4. (B) pH 7,4 € 10 MM MnCl,. (C) pH 7,4 e 10 mM MgCl,. (D) pH 7,4 e
10 mM (NH,),S0O,. (E) Sobreposi¢do dos espectros no UV distante da XacXel5 .
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Para avaliar a estabilidade térmica da proteina perante estes ions foi realizada a
desnaturacdo (figura 25). O ion magnésio foi escolhido para os testes de desnaturagdo ja que o
mesmo esta descrito em estruturas de endocelulases da familia GH5, como na celulase 5 de
Bacillus agaradhaerens e na de Erwinia chrysanthemi (Varrot et al., 2000; Chapon et al., 2001).
Enquanto que o ion manganés teve um papel termoestabilizante na Cel5A de Bacillus subtilis
(bSantos et al., 2012). A desnaturagdo da XacCel5 revelou uma Ty, média de 47 °C na auséncia
de ions, e tal temperatura se manteve para MgCl, e (NH,)SO, (tabela 9). Interessamente, o ion
Mn?* teve um efeito hiper-estabilizante na XacCel5 (figura 26B), assim como observado na

celulase 5 de Bacillus subtilis (bSantos et al., 2012).

Tabela 9: Temperatura de transigdo (Ty) das desnaturagdes térmicas da XacCel5.

Condicao Tm
pH 7,4 47,55
pH 7,4 + MgCI2 49,73
pH7,4+ MnCI2 80,0*
pH 7,4 +(NH ) SO, 49,62

*Valor estimado
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Figura 25: Curvas de desnaturagdes térmicas da XacCel5 com distintos ions . (A) XacCel5 em pH 7,4. (B)
pH 7,4 e 10 mM MnCl,. (C) pH 7,4 e 10 mM MgCl,. (D) pH 7,4 e 10 mM (NH,),SO,. (E) comparagdo das

desnaturagoes.

O espectro da proteina apds passar por desnaturacdo foi observado (figura 26),

mostrando que o processo € irreversivel na auséncia de ions ou presenca de sulfato ou

magnésio. Porém, o espectro da proteina com manganés manteve-se com o0s picos

caracteristicos de hélices a e folhas 3 (pico negativo em 208 e 222 para hélices a, e pico 216

para folhas ), corroborando o efeito termo-estabilizante deste ion na XacCel5 (figura 27).
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Figura 26: Espectro de dicroismo cirular na faixa do UV distante da XacCel5 apds ensaios de
desnaturagdo térmica. (A) XacCel5 em pH 7,4. (B) pH 7,4 e 10 mM MnCl,. (C) pH 7,4 e 10 mM MgCI2. (D)

pH 7,4 e 10 mM (NH,),SO.. (E) Sobreposi¢do dos espectros da XacCel5 em diferentes condigdes.
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Figura 27: Espectros de dicroismo circular na faixa do UV distante da XacCel5 antes e pds desnaturagao
térmica e na presenga e auséncia do ion manganés. (A) XacCel5 pH 7,4. (B) XacCel5 pH 7,4 e 10 MnCl,.

A capacidade do fon Mn*" de estabilizar celulases pertencentes a familia GH5 n3o fica
restrita a essa caso. Como mencionado anteriormente, a celulase 5A de Bacillus subtilis
(BsCel5A) também apresentou ganho de estabilidade na presenga do ion, com aumento da Ty,
em torno de 20 °C. A estrutura tridimensional do dominio catalitico da BsCel5A foi revolvida
com o ion Mn, revelando a localizagdo do mesmo na face oposta ao sitio catalitico, sendo
hexa-coordenado pelas cadeias laterais dos residuos Asp195, Asp197, Asn198, pelo oxigénio
da carbonila da Glyl57 e por duas moléculas de agua. A posicdo estratégica ion permitiu
interagdes que aumentassem a rigidez da BsCel5A, e consequentemente a sua estabilidade (b

Santos et al., 2012).

O alinhamento das sequéncias da XacCel5 e BsCel5A (figura 28), apresentou uma
identidade de apenas 20%, e os residuos que coordenam o Mn*> apresentam algumas
diferengas, sendo apenas o Asn198 conservado em ambas as enzimas. Enquanto que os
Asp195 e Aspl197 sdo substituidos por Gly e Lys, respectivamente, e Glyl57 da BsCel5 é

substituida por outra Lys na XacCel5.
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Figura 28: Alinhamento das sequéncias das celulases de Bacillus subtilis (BsCel5A) e Xanthomonas

axonopodis pv. citri (XacCel5). Em destaque os residuos responsaveis pela coordenag¢do do ion Mn*?

BsCel5, em azul tém os residuos equivalentes na XacCel5. O alinhamento foi realizado com o programa

clustal 2.1.

As proximas etapas da caracterizagdo da XacCel5 incluem a resolugdo da estrutura

tridimensional da enzima, selvagem e ligada ao ion Mn**

para desvendar a base molecular do

efeito do ion que indica ser distinto daquela para BsCel5A e conduzir estudos funcionais para

avaliagdo do seu potencial biotecnoldgico em processos envolvendo a degradagdo de

biomassa lignoceluldsica.
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IV. 3 Celulase 5 de biblioteca de metagenomica do solo de cana-de-
acucar - CelE1

A abordagem metagenOmica é uma ferramenta poderosa para prospec¢do de novas
moléculas com diferentes fun¢des e caracteristicas. Uma nova celulase GH5 foi descoberta a
partir de uma biblioteca de metagenomica do solo de cana-de agucar pelo grupo Prof. Fabio
M. Squina e em colaboragdo realizamos a caracterizagdo estrutural e biofisica desta nova

celulase GH5, aqui denominada CelE1.

A CelE1l é uma proteina recombinante com 33 kDa, que foi subclonada no vetor de
expressao pET28a. A expressdo da mesma ocorreu em Roseta-gami™(DE3)pLys-S, em meio LB
contendo o antibidtico canamicina a 37 °C e indutor IPTG (0,5 mM). A enzima apresentou-se
na fracdo sollvel e sua purificacdo foi realizada em dois passos cromatograficos: afinidade por
ion imobilizado e exclusdo molecular. A amostra purificada apresentou grau de pureza

superior a 95% de acordo com andlise por SDS-PAGE 13% (figura 29).
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Figura 29: SDS-PAGE 13% das etapas de purificagdo da celulase 5 oriunda de uma biblioteca de
metagenOmica do solo de cana-de-aglcar. Em destaque as amostras selecionadas para os ensaios
biofisicos. (A) Cromatografia de afinidade por niquel da CelE1. (B) Cromatografia de exclusdo molecular
da CelEl. MM marcador molecular; AA amostra aplicada na coluna de afinidade oriunda da lise do
extrato de 1 litro de expressao; L lavagem; Al amostra inicial —amostras unidas da afinidade; AA amostra
aplicada na filtragdo em gel.
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O espectro de dicroismo circular da enzima no UV distante indicou um perfil canénico

para enzimas com enovelamento barril TIM (figura 30), que sugere o estado nativo da enzima

recombinante.
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Figura 30: Espectro de dicroismo circular no UV distante da CelE1.

Para observar a estabilidade da CelEl, ensaios de desnaturacdo térmica foram
realizados com a proteina nativa e com 10 mM de MnCl, e CaCl, (figura 31). Entretanto, ndo
houve alteracdo no perfil da desnaturacdo como observado para a BsCel5A e XacCelS,
apresentando um Ty em torno de 55 °C (tabela 10). As temperaturas de transicdo encontradas
para as outras enzimas caracterizadas foram de 64 e 50 °C para BsCel5A e XacCel5,
respectivamente. A enzima de B.subtilis é de organismo termofilico, o que explica a maior

estabilidade térmica em relagdo a enzima de X. citri e da biblioteca de metagen6mica do solo

de cana-de-agucar.

Tabela 10: Temperaturas de transi¢des (Ty) das desnaturagdes térmicas da CelE1.

Condicao Twm
pH 7,4 55,3
pH 7,4 + CaCl, 55,0

pH 7,4 + MnCl, 54,6
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Figura 31: Curvas de Desnaturagdo térmica da CelE1l em pH 7,4, com MnCl, e CaCl,, coletados a 222 nm.
(A) desnaturagdo térmica da CelE1 pH 7,4. (B) desnaturagdo terminca da CelE1l com 10 mM cloreto de
calcio. (C) desnaturagdo da CelE1l com 10 mM de cloreto de manganés. (D) comparagdo das curvas de

desnaturacdo da CelE1.

Ensaios cristalogrificos foram realizados com a enzima a 17 mg/mL, utilizando a
técnica difusdo de vapor com gota sentada. O volume de solugdo proteica e da solugao
cristalizante foi de 0,5 plL cada. Em algumas condigdes foi possivel observar cristais, que foram
aprimorados variando a concentragcdo de precipitante (figura 32). Apds obter os cristais

adequados para os experimentos de difracdo, esses foram levados para a linha de luz MX2

(LNLS- Campinas, SP) para andlise por difragdo de raios X.
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Figura 32: Cristais obtidos da celulase 5 oriunda da biblioteca de metagenémica do solo de cana-de-
aclcar, a enzima estava a 17 mg/ml. As condi¢Bes propicias para crescimento dos cristais estdo listadas
na tabela 11.

Tabela 11: CondigGes propicias para obter cristais da celulase oriunda da biblioteca de
metagendmica do solo de cana-de-aglcar pertencente a familia GH5.

Condigao Tampao Precipitante
A 100 mM Tris pH 8,5 31% PEG 3350
30% isopropanol

B 100 mM TRIS-HCI pH 8,5 30% PEG 3350,
30% isoproponol,
5,5% glicerol

C 100 mM TRIS-HCI pH 8,5 30% PEG 3350
30% isoproponol

Os dados coletados tiveram resolucdo maxima de 1,8 A. As reflexdes foram indexadas
no sistema cristalino monoclinico, com os parametros de cela unitaria a = 41,89 A; b = 87,51 A;
c =66,63 A; e B=98,55°, pertencente ao grupo espacial P2;. Duas moléculas foram encontradas
na unidade assimétrica. A estrutura da proteina foi resolvida por substituicdo molecular, tendo
como molécula molde uma celulase 5 de Pseudoalteromonas haloplanktis (PDBID: 1TVP), com
similaridade de 63%. Na tabela 12 tem-se as estatisticas do processamento de dados e

refinamento cristalografico da CelE1.
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Tabela 12: Estatistica de coleta de dados e refinamento da CelE1.

Parametros Resultados

Dados da coleta

Grupo espacial P2,
Parametros da cela unitaria (A, °) a=41,88,b=8751, c=66,63, =98,55
Resolugdo, A 50,00 — 1,80 (1,86-1,80)
Multiplicidade 6,5 (3,8)
Completeza (%) 93,5 (80,4)
Rmerge (%) 9,6 (30,2)
I/a (1) 16,9 (3,9)
Refinamento
Resolugao 30,08 -1,80
Numero de reflexdes 39062
Ruork/ Rfree 0,133/0,173
Numero de atomos 4895
Ligante/ion 2
Moléculas na unidade assimétrica 2
Moléculas de agua 379
Média do fator B 9,226
RMSD do comprimento das ligagdes (A) 0,0090
RMSD dos angulos de ligagdo (°) 0,979
Ramachandran
Regido favoravel (%) 94,05%
Regides permitidas 5,10%
Outras regioes 0,85%

A analise da estrutura de CelE1 revela uma proteina com enovelamento (o/B)s, assim
como as outras estruturalmente caracterizadas neste trabalho (figura 33), que é ubiquo da
familia GH5. O barril é formado por oito fitas B circundadas por oito hélices a unidas por
longos segmentos de residuos que na extremidade C-terminal do barril formam a interface

catalitica.
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Figura 33: Representacdo da estrutura tridimensional da celulase 5 oriunda de biblioteca de
metagenOmica do solo de cana-de-agucar, demostrando o enovelamento caracteristico da familia GH5.
(A) Estrutura tridimensional da CelEl em cartoon. Em amarelo os dois residuos acidos cataliticos. (B)
Topologia da estrutura da CelE1 (topdraw).

Esse enovelamento proteico, com formato globular, contém uma fenda catalitica
(figura 34A) que é carregada negativamente, e localizada no C-terminal. A CelE1l contem um
motivo estrutural extra no N-terminal que é um fS-harpin (figura 34B). Este motivo também
estd presente em outros membros da familia GH5, como na Cel5 (EGZ) de Erwinia
chrysanthemi e na Cel5 de Bacillus agaradherans. Na Celulase 5A de Bacillus subtilis, esse
elementos extras sdo responsdveis por interagdes com o ion manganés que proporcionou alta
estabilidade proteica (Davies et al., 1998; Chapon et al., 2001; Shaw et al., 2002; b Santos et
al., 2012).
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Figura 34: Representacdo da superficie molecular e da estrutura tridimensional da CelE1. A Superficie da
molécula da CelEl, com destaque para a fenda catalitica localizada em uma regido carregada
negativamente (azul +, vermelho -). B Estrutura terciaria da CelE1, evidenciando as duas folhas B anti-
paralelas que formam o f-harpin no N-terminal da enzima.
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Estudo estrutural comparativo da CelE1l com outras celulases da familia GH5 mostrou
gue os principais residuos da catalise, Glu152 e Glu249, sdo conservados, sendo o primeiro o
doador de prdétons e o segundo o nucledfilo (figura 35B). Para que ocorre a catélise enzimatica
é necessaria a participacdo de outros residuos, como His127, His212, Trp189 e Trp241, que sdo
conversados em todos os membros da familia GH5 (figura 35A) (Chapon et al.,, 2001;
Dominguez et al., 1995; Ducros et al., 1995). Os residuos Trp189 e Trp241 s3o considerados
essenciais pela ligacdo ao substrato através de interagdes com anéis glicopiranoso (Vyas, 1991)
e estdo a uma distancia de 16,2 A (figura 35C). Os residuos His127 e His212 tabmém
contribuem para a formacgdo da superficie de interagdo com o substrato, tendo uma distancia
de 11,9 A. Tais residuos compdem a superficie hidrofébica responsavel pela interacdo com

substrato.

Figura 35: Destaque para os residuos que formam a fenda catalitica da CelE1. (A) Destaque dos residuos
responsaveis pela hidrélise da celulose na CelE1. (B) Distancia dos residuos acidos glutamicos, chaves na
catélise. (C) Distancia das histidinas que fazem parte do bolsdo catalitico. (D) Distancia entre os residuos
dos triptofanos que interagem com a celulose na interface catalitica.
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Fazendo um alinhamento entre alguns membros da familia GH5, foi possivel observar
uma conservacgdo estrutural entre eles. O alinhamento estrutural, mostra que a celulase 5 de
Erwinia chrysanthemi tem um RMSD de 0.39 A para os 4tomos Ca comparado com a CelE1. As
celulases de Pseudoalteromonas haloplanktis, Bacillus agaradhaerens e Bacillus subtilis
resultaram em RMSDs de 0,43; 0,56 e 0,64 A, respectivamente (Chapon et al. 2001; Violot et
al. 2005; Varrot et al. 2000; b Santos et al. 2012). Pequenas diferengas estruturais podem ser
observadas entre essas GH5, principalmente nos loops que conectam as hélices a com as fitas

B (figura 36) e que estdo voltados para a interface catalitica.

Comparando a CelE1l com a Cel5 de Erwinia chrysanthemi (PDBID: 1EGZ) observamos
uma diferenga estrutural significativa no loop B8-08 com uma inser¢do de 8 residuos
(*>ANGGWTSS*®®) na CelE1. Esta inser¢do favorece novos contatos intramoleculares do loop
B8-08 com a hélice ol que pode refletir na estabilidade conformacional da proteina (figura
36A) (Chapon et al., 2001). A celulase 5G de Pseudoalteromonas haloplanktis (PDBID: 1TVN)
também apresenta esta inser¢do, que proporciona essa interagdo, juntamente com a dele¢do
de trés residuos no loop B2-02 na CelE1 (figura 36B) (Violot et al., 2005). As enzimas oriundas
de organismos capazes de sobreviver em baixas temperaturas, ndo apresentam o longo loop

[8-a8, e consequentemente ndo ha a interagdo com a hélice al.

A celulase 5A de B. subtilis (PDBID: 3PZU) é a enzima com o maior nimero de insercdes
nos loops interfaciais incluindo os loops B1-ct1 (WYGE), B3-ai3 (NPN) e B7-a7; a enzima de B.
subtilis mantém o longo loop B8-at8 compartilhando interagdes intramoleculares com a hélice
al (figura 36C) (b Santos et al., 2012). A Cel5A de B. agaradhaerens (PDBID: 1QHZ) apresenta
uma maior variabilidade estrutural na interface catalitica que inclui todas as inser¢des nos
loops interfaciais descritas para a Cel5A de B. subtilis e adicionalmente altera¢des
conformacionais no loop P4-ci4 (figura 36D) (Davies et al., 1998). As enzimas oriundas dos
organismos mesofilicos e termofilicos apresentam um longo loop B8-a8, que com as
interagdes intramoleculares podem auxiliar na maior estabilidade global dessas enzimas,

sendo um importante mecanismo de estabilizagdo.

De forma geral, celulases pertencentes a familia GH5 apresentam um enovelamento
conservado com inser¢des ou delegdes em loops interfaciais que podem estar relacionados a
estabilidade e eficiéncia enzimdtica. Entdo, conclui-se desse trabalho que a nova celulase 5 de
uma biblioteca metagendmica do solo de cana-de-agUcar possui propriedades estruturais

extremamente conservadas incluindo todos os residuos cataliticamente relevantes e
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diferengas pontuais residem nos loops interfaciais, estudos funcionais serdao conduzidos pelos

pesquisadores do CTBE com intuito de avaliar o potencial biotecnoldgico dessa enzima.

Figura 36: Comparagdo estrutural entre quatro celulases da familia GH5 com a CelEl. Em vermelho a
CelE1; verde a Cel5 de Erwinia chrysanthemi; ciano a Cel5G de Pseudoalteromonas haloplanktis; azul a
Cel5A de Bacillus subtilis; amarelo a Cel5 de Bacillus agaradhaerens (A) Cel5 de Erwinia chrysanthemi
comparada com a CelEl. (B) Comparando a Cel5G de Pseudoalteromonas haloplanktis com a CelE1. (C)
Comparagdo da Cel5A de Bacillus subitlis com a CelEl. (D) Comparagdo da Cel5A de Bacillus
agaradhaerens com a CelE1l.
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IV. 4 GH5-CBM27/ endo-1,4-B-D-mananase de Thermotoga petrophila

Dentro da familia GH5 encontra-se uma diversidade de atividades incluindo
quitosanase (EC 3.2.1.132); B-manosidase (EC 3.2.1.25); endo-B-1,4-glicanase / celulase (EC
3.2.1.4); B-1,3-glicosidase (EC 3.2.1.58); liqueninase (EC 3.2.1.73); endo-1,6-B-glicosidase (EC
3.2.1.75); endo-B-1,4-manosidase (EC 3.2.1.78); endo-B-1,4-xilanase (EC 3.2.1.8); B-1,4-
cellobiosidase (EC 3.2.1.91); B-1,3-mananase (EC 3.2.1.-); endo-f-1,4-glicanase xiloglicana-
especifica (EC 3.2.1.151); manana transglicosilase (EC 2.4.1.-); endo-B-1,6-galactanase (EC
3.2.1.164); endoglicoceramidase (EC 3.2.1.123); B-primeverosidase (EC 3.2.1.149); B-
glicosilceramidase (EC 3.2.1.45); hesperidina 6-O-o-L-ramanosil-B-glicosidase (EC 3.2.1.168); e
exo-f-1,4-glicanase / celodextrinase (EC 3.2.1.74). Dentre essas fun¢des além das celulases,
destacam-se as endo-1,4-B-D-mananases que possuem estrutura modular similar as celulases
GH5 e apresentam grande potencial biotecnoldgico para degradagao de biomassa vegetal, pois
contribuem na degradac¢ao da fracdo hemiceluldsica aumentando o rendimento de aglcares
fermentesciveis. Os estudos comparativos irdo fornecer os determinantes estruturais para
diferenciacdo funcional, especificidade e os efeitos dos moddulos acessérios na fungdo e
estabilidade dessas enzimas. Para isso, realizamos uma caracterizagdo abrangente da endo-

1,4-B-D-mananase do microorganismo hipertermofilico Thermotoga petrophila.

Duas construgdes foram empregadas neste estudo: a proteina selvagem (TpMan), com
aproximadamente 77 kDa, formada por um dominio catalitico de aproximadamente 46 kDa,
pertence a familia GH5, seguido por um juncdo de 98 residuos e no C-terminal um CBM
pertencente a familia 27, com aproximadamente 20 kDa (figura 37); e apenas o dominio

catalitico da enzima, denominado DC_TpMan.

M1 D20 E198 317 F391 R496 E667

'ﬁ GHS5 catalytic domain ]—( CBM27 ]

peptide 100-residue long linker

Figura 37: Representacdo da arquitetura dos dominios pertencentes a endo-1,4-B-D-mananase
de Thermotoga petrophila - ToMan.
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A expressdo de ambas as construcgdes foi em BL21(DE3)ASIlyD a 37 °C com indugdo de 4
horas por 0,5 mM IPTG. Para realizacdo dos estudos biofisicos, 1 L de expressao proporcionou
guantidades suficientes da proteina recombinante pura apds dois passos cromatograficos,
afinidade em coluna de niquel imobilizado e exclusdo molecular, com colunas pré-

empacotadas. As analises das etapas de cromatografia foram analisadas por SDS-PAGE 13%

(figura 38).
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Figura 38: SDS-PAGE 13% da cromatografia de afinidade da enzima TpMan e da DC_TpMan. Em
destanque as amostras utilizadas para os estudos posteriores. (A) cromatografia de afinidade da TpMan.
(B) cromatografia de afinidade da DC_TpMan. MM marcador molecular; AA amostra aplicada da
expressao; lavagem da coluna; 90 mM, 125 mM, 190 mM e 250 mM correspondem a concentragdo do
imidazol.

Estudos por espectroscopia de dicroismo circular mostraram um espectro na faixa do
UV distante tipico da familia GH5 de forma andloga ao observado para as celulases 5 (figuras
39A e 39B). As enzimas oriundas de seres termofilicos, tém demonstrado um papel de
destaque para possiveis aplicagdes biotecnoldgicas, devido a capacidade de manter-se
funcional mesmo em condi¢Bes adversas. Para observar a estabilidade da TpMan em altas
temperaturas, ensaios de desnaturagdo térmica foram realizados (figuras 39C e 39D). A enzima
selvagem demonstrou ser mais termoestavel que o dominio catalitico isolado, com Ty, de 100 e
88 °C, respectivamente. Tal estabilidade pode ser originaria da presen¢a do CBM27, ja que o
mesmo efeito foi descrito na f-mananase-26 da bactéria termofilica Caldicellulosiruptor cepa

Rt8B.4, que contem dois CBM27 no N-terminal (Roske et al., 2004).
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Figura 39: Caracterizagdo biofisica por dicroismo circular da enzima Tpman. (A) Espectro do UV distante
da enzima selvagem. (B) espectro do UV distante do dominio catalitico. (C) Curva da desnaturagdo
térmica enzima selvagem. (D) Curva da desnaturagdo térmica do dominio catalitico.

As enzimas aptas a degradagao de manana da familia GH5 que ja tiveram suas
estruturas tridimensionais elucidadas apresentam uma identidade de aproximadamente 30%
com a TpMan. A B-mananase de Lycopersicon Esculentum (LeMan, PDBID: 1RH9) tem
similaridade de 33%, mesmo percentual da B-mananase de Trichoderma Reesei (TrMan,
PDBID: 1QNO). Enquanto que a exo-manosidase de Cellivibrio mixtus (CmMan, PDBID: 1UUQ)
compartilha de uma identidade de 26%. O alinhamento das sequéncias dessas B-mananases
confirma a baixa conservagdao entre os residuos (figura 40). A comparagdo das sequéncias
demonstra que doze residuos sdo estritamente conservados em todas as B-mananases, e

desses sete estdo vinculados ao sitio catalitico (Hilge et al., 1998).
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Figura 40: Alinhamento das B-mananases da familia GH5 com estrutura tridimensional determinada. Os
residuos marcados em cinza sdo os residuos idénticos entre TpMan e outras B-mananases. Os residuos
em verdes sdo os residuos acidos cataliticos. Os residuos destacados em amarelo sdo os constituintes da
fenda catalitica. LeMan, B-mananase de Lycopersicon Esculentum. TrMan, B-mananase de Trichoderma
Reesei. BaMan, B-Mananase de Bacillus alkaliphilic. TfMan, B-Mananase de Thermomonospora Fusca.

Para uma melhor compreensdo do mecanismo de ac¢do da B-mananase de T.
petrophila, realizou-se ensaios de cristalizagdo com o dominio catalitico, ja que a enzima
selvagem ndo houve resultados satisfatérios. Os ensaios iniciais de cristalizacdo com
DC_TpMan foram realizados com a proteina 12 mg/ml, em 25 mM TRIS-HCI, pH 7,5. Na tabela
13, esta relacionada as condi¢bes de cristalizacdo do dominio catalitico da B-mananase de

Thermotoga petrophila.

Tabela 13: Condi¢des de cristalizacdo do dominio catalitico da B-mananase de Thermotoga
petrophila.

Condigao Tampao Precipitante Sal
A 100 mM citrato pH 5,5 10% glicerol 850 mM fosfato de
amonia
B 100 mM TRIS-HCI pH 8,5 10% glicerol 600 mM citrato de sédio
C 100 mM fosfato pH 4,2 5% PEG 1000

36% etanol
10% glicerol

D 100 mM citrato pH 5,5 1 M fosfato de amonia
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Os cristais foram difratados na a linha de luz MX2 do LNLS, Campinas - SP. A estrutura
da DC_TpMan foi resolvida por SIRAS (single isomorphous replacement anamolous scattering),
em colaboragdo com a Dra Camila Ramos dos Santos, assistente de pesquisa do Laboratério
Nacional de Biociéncias — LNBio, pois métodos de substituicdo molecular ndo resultaram em
mapas de densidade eletronica interpretaveis devido a baixa identidade das estruturas
homdélogas disponiveis no PDB. Na tabela 14 encontram-se as estatisticas da coleta de dados e

do refinamento cristalografico.

A estrutura tridimensional do dominio catalitico TpMan apresenta um enovelamento
classico da familia GH5, o barril TIM (a/B)s (figura 42A), com o sitio catalitico localizado no C-
terminal (figura 42C). Os principais residuos que constituem a fenda catalitica sdo aromdticos e
acidos, dentre esses os Glu198 e Glu317 principais responsdveis pela catdlise, sendo o primeiro
doador de prétons e o segundo nucleofilico (figuras 42B e 42D). O Glu198 localiza-se no loop
entre a fita 4 e a hélice a4, e o Glu317 no fita 7. A composicdo estrutural do sitio ativo como
uma fenda aberta (~ 1500 A®) é tipico das B-mananases, proporcionando uma melhor

acomodacdo dos substratos ramificados (Bourgault et al., 2005).



Tabela 14: Estatistica da coleta de dados e do refinamento da estrutura de DC_TpMan.
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Parametros Formall Formalll lodo
Dados da coleta
Grupo Espacial 1222 P2,2:24 P2,2:24
Parametros da célula unitaria a=91,03 a=55,46 a=55,55
(A,°) b=89,97 b=83,35 b=83,63
c=97,90 c=92,18 c=92,66
Resolugao (i\) 30,00-1,40 30,00-1,42 30-1,82
(1,45-1,40) (1,47-1,42) (1.89-1.82)
Reflexdes dnicas 76427 (6160) 80074 (6891) 39216 (3790)
Multiplicidade 12,1 (8,1) 9,1(5,3) 13,6 (12,5)
Completeza (%) 96,5 (78,7) 98,4 (86,0) 99,9
Rmerge 5,1(33,7) 7,2 (56,8) 9,0(31,1)
1/ o(l) 40,3 (4,9) 30,2 (2,2) 24,5 (8,9)
Refinamento
Ruork/ Riree 15,4/18,4 14,5/17,8 -
Moléculas de agua 319 417 -
Média do fator B 17,4 17,8 -
RMSD do comprimento
das ligages (A) 0,030 0,030 i
RMSD dos angulos de ligagdo (°) 2,301 2,229 -
Ramachandran -
Regido favoravel (%) 96,9 96,6 -
RegiGes permitidas 3,1 3,4 -
PDB 3PZG 3PZ29 -
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A rede de interagGes que subsidia o sitio ativo envolve contatos entre o Glu198 com a
His278 e Trp134, enquanto que Glu317 é coordenado por Arg71 e a cadeia lateral da Tyr280
(figura 41B). Os residuos Tyr45, Trp73, Asn197, Arg200, Glu235, Trp284 e Trp350 formam a

interface de reconhecimento ao substrato, e sdo altamente conservados nas f-mananases.
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Figura 41: Estrutura do dominio catalitico da TpMan, destacando a fenda catalitica, juntamente com os
principais residuos da catalise. (A) estrutura tridimensional ilustrando o enovelamento TIM barril (a/B)s
caracteristico da familia GH5. (B) rede de ligagdes de hidrogénio que mantem a conformagao dos residuos
cataliticos Glu198 e Glu317. (C) perfil da superficie molecular do sitio ativo, em azul. (D) representagdo
dos residuos que formam o bols3do catalitico.

H4 um interesse em compreender como as B-mananases interagem e clivam seus

substratos, e quais sdo os subsitios utilizados na clivagem. Tal empenho para compreender o
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mecanismo de agdo existe devido a heterogeneidade dos polissacarideos de glicomanana, que
tem a cadeia principal formada por glicose e manose unidas por ligagdo B-1,4. Estudos
realizados com outras enzimas revelaram que os subsitios em que ha a intera¢do do substrato
sdo enumerados da seguinte forma: -4, -3, -2, -1, +1 e +2, sendo da extremidade ndo redutora

para a extremidade redutora do polissacarideo (Davies et al., 1997).

A TrMan, uma B-mananase de Trichoderma Reesei pertencente a familia GH5, teve sua
estrutura tridimensional resolvida com diferentes ligantes no sitio catalitico, o TRIS, o glicerol,
e o dissacarideo manobiose. As interages do TRIS - enzima e glicerol - enzima, incidiram nos

subsitios -2, -1 e +1. J4 a manobiose ocupou os subsitios +1 e +2 da Trman (Sabini et al., 2000).

Andlises com sobreposi¢des da regido do subsitio -1 de diferentes f-mananases,
revelam uma conservagdo dos residuos que compdem esse local de interagdo. O subsitio -1 é
formado por uma plataforma hidrofébica integrada por trés triptofanos, responsaveis por
interacdes com o anel piranose. Ja o subsitio -2 ndo é formado rigorosamente pelos mesmos
residuos, e estudos mostram que tal subsitio tem maior afinidade para ligagdes com a glicose
do que com manose. Enquanto que o subsitio +1 ndo tem preferéncia nem por glicose ou
manose, permitindo que as interagdes podem ocorrer com ambos. Diante de tais interagGes
propostas, acredita-se que as B-mananases da familia GH5 sdo aptas a interagir com glicose e

manose, desta forma capazes de degradar a glicomanana (Tailford et al., 2009).

A B-mananase de Thermomonospora fusca teve sua estrutura tridimensional resolvida
com dois ligantes, a manotriose e a manohexaose. Os aglicares ocupavam os subsitios -2, -3, e
-4, similar a localiza¢do dos subsitios -2 e -3 da celulase 5A de Bacillus agaradherans. Apesar de
nao haver uma densidade eletronica conclusiva para o subsitio -1, a sobreposi¢ao da estrutura
nativa da f-mananase com as estruturas com manotriose e manohexaose, relevou um padrdo

de densidade eletrbnica capaz de representar o subsitio -1 (Hilge et al., 1998).

Para observar o comportamento da ligacdo dos substratos na DC_TpMan, foram
resolvidas as estruturas, por substituicdo molecular, da enzima com glicose, maltose e glicose +
maltose. Tais aglcares foram incorporados utilizando soaking, com solu¢des de 0,1 M de
maltose e 0,5 M de glicose. As estatisticas dos dados coletados e dos refinamentos das

estruturas estdo detalhados na tabela 15.
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Tabela 15: Estatisticas das coletas de dados e dos refinamentos das estruturas de DC_TpMan

com ligantes.

Parametros Glicose Maltose Glicerol +
Maltose
Dados da coleta
Grupo Espacial P2,2,24 P2,2,24 P2,2,24
Parametros da célula unitaria a=55,43 a=55,11 a=55,29
(A,°) b=83,23 b=83,19 b=83,30
¢c=91,92 ¢c=91,52 ¢c=92,08
Resolugio (A) 30,00-1,55 30,00-1,92 30,00 -1,55
(1,61-1,55) (1,99-1,92) (1,61-1,55)
Reflexdes Unicas 62462 (6068) 32825 (32250) 61007 (5208)
Multiplicidade 6,1(5,3) 10,0 (10,5) 7,1(5,7)
Completeza (%) 99,9 (99,1) 99,6 (99,1) 97,7 (84,5)
Rmerge 7,3 (52,2) 9,5 (50,9) 7,1 (56,0)
1/o(l) 23,2 (2,9) 25,0 (5,0) 24,7 (2,4)
Refinamento
Ruwork/ Rree 14,0/18,3 16,3/21,0 17,1/20,2
Moléculas de agua 370 265 291
Média do fator B 17 18,5 17,4
RMSD do comprir?ento 0,027 0,025 0,033
das ligagoes (A)
RMSD dos angulos de ligagdo (°) 2,073 1,997 2,639
Ligantes Glicose Maltose Glicerol + Maltose
Ramachandran
Regido favoravel (%) 96,9 96,1 96,9
Regides permitidas 3,1 3,9 3,1
PDB 3PZI 3PZ0 3PZQ
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Comparando os diferentes ligantes obtidos a alta resolucdo (> 1,8 A) foi possivel
mapear a interacdo de cada substrato com a DC_TpMan (figura 42) e assim contribuir para
entender a preferéncia desta enzima por glicomanana ao invés de manana linear. A estrutura
da DC_Tpman com glicerol, tem-se o ligante localizado no subsitio +1, exibindo uma orientagdo
usual, na qual o 4&tomo O' é estabilizada por ligagdes de hidrogénio com os residuos Glu198,
Arg235, His283 e Trp284 (figura 42C). Ja a maltose teve sua localizagdo nos subsitios -3 e -2
(MAL1), e enquanto a segunda se fixou nos subsitios +1 e -1 (MAL2) (figura 42E). Ambas
compartilham de interagGes com os residuos cataliticos e residuos aromaticos, que formam a
fenda catalitica. Além disso, outros ligantes provenientes das condi¢Ges de cristalizacdo e que
mimetizam as intera¢des dos aclcares sdo observados na fenda catalitica, particularmente no
subsitio +1. A capacidade de interacdo com diferentes ligantes observada para o subsitio +1 é
compativel com especificidade demonstrada pela TpMan com os substratos manana e
glicomanana. Os complexos ligantes-proteina aqui demonstrados revelaram interacGes

importantes para o reconhecimento e interagdo da glicose com a TpMan (figura 43).
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Figura 42: Localizagdo dos ligantes na DC_TpMan, com o mapa de densidade eletronica em 1.0 sigma.
(A) Estrutura do grupo espacial 1222. (B) Complexo de TRIS e glicerol. (C) Complexo de CIT + glicerol. (D)
Complexo glicose. (E) Complexo de maltose. (F) Complexo de maltose + glicose.
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Figura 43: Intarecdo dos ligantes nos subsitios que compdes a fenda catalitica da DC_TpMan. (A)
representagdo da superficie molecular da TpMan com os substratos no sitio catalitico. (B) Detalhe da
localizagdo dos substratos nos seus respectivos subsitios.

Dos residuos conservados entre as B-mananases da familia GH5 com estrutura
tridimensional conhecida, sete deles estdo presentes na TpMananase, Arg71, Asn197, Glu198,
His278, Tir280, Glu317 e Trp350, sendo todos relacionados na formacao dos subsitios -1 e +1
(figura 44). O subsitio +1 da TpMan tem um residuo de histidina (His283) ndo conservado, a
qual é substituida por uma glutamina na B-mananase de Lycopersicon esculentum, e por uma
serina na B-mananse de Trichoderma reesei. Na estrutura nativa, a His283 exibe uma dupla
conformagcdo, mas nas estruturas complexadas com sacarideos, a His283 exibe uma

conformacdo préxima aos residuos aromaticos Trp238 e Phe373. Tal residuo participa na
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coordenag¢do das moléculas de maltose e glicose, sugerindo um papel importante no

reconhecimento e interagdo com a glicomanana.

Figura 44: Detalhe dos residuos que compdem o subsitio -1 e +1 da TpMan. Os atomos de carbono de
cada residuo e seu ligante foram coloridos de acordo com cada B-mananase: Thermotoga petrofila e a
maltose amarelo; Trichoderma reesei e manobiose rosa; Thermomonospora fusca e manotriose verde;
Lycopersicon esculentum azul; Bacillus agaradherans cioano. A apenas os residuos. B os residuos
cataliticos e os ligantes.

A resolucdo da estrutura da TpMan revelou a topologia da interface catalitica, assim
como que a resolucdo da proteina com ligantes permitiu definir os residuos primordiais para a
formagdo dos subsitios, consequentemente os residuos responsaveis pela interagdo com o
substrato. Além disso, estudos biofisicos revelaram o papel do dominio acessério na
estabilidade térmica da enzima, indicando que o CBM27 pode ser uma ferramenta para
aumento de termoestabilidade de enzimas pertencentes a familia GH5. Tais dados podem
contribuir para uma melhor compreensdo da clivagem da glicomanana, e auxiliar o

entendimento das bases estruturais das enzimas termofilicas.
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V. conclusoes

Os resultados desse trabalho resulta na caracterizagdo de quatro enzimas
pertencentes a familia 5 das hidrolases glicosidicas com propriedades funcionais (celulase e
mananase) e estruturais (termo-estabilidade) de interesse para tecnologias relacionadas a

degradacgdo de biomassa vegetal.

A BsCel5A, celulase 5A de Bacillus subtilis, teve suas propriedades funcionais e
estruturais dissecadas, revelando uma novo mecanismos de termo-estabilizacdo baseado no
fon manganés. Os ensaios bioquimicos mostraram que o manganés prolonga o tempo de vida
da enzima em altas temperaturas, sem interferir nas condi¢des 6timas da BsCel5A que é
desejavel para aplicacdes industriais. E importante ressaltar que tal ion localiza-se a 30 A do
sitio catalitico, o que permite concluir que ndo ha qualquer intervensao direta do mesmo com
os residuos cataliticos. Dados cristalograficos mostraram que o manganés é hexacoordenado
pelosresiduos Asp195, Aspl197, Asn198 e Glyl57, juntamente com mais duas moléculas de
adgua. Além disso, dados estruturais por RMN mostraram a base estrutural da baixa
estabilidade do CBM3 que ndo possui o classico sitio de ligagdo ao célcio estrutural. Por fim,
dados de SAXS demonstraram a ampla e plana superficie formada pelos dominios da BsCel5A

para acomodar seu substrato, e que subsidia os estudos de cinética.

Outras duas celulases inéditas pertencentes a familia GH5 isoladas de fontes
adaptadas a degradagdo de parede celular vegetal foram investigadas. A XacCel5, celulase 5 da
bactéria Xanthomonas axonopodis pv. citri, que apresentou uma termo-estabilidade
aumentada na presenga do ion manganés assim como a BsCel5A. Entretanto, o sitio de ligagao
a0 manganés ndo é conservado e estudos cristalograficos estdo em andamento para revelar a
base molecular desta termo-estabilizagdo. A outra celulase, CelE1l, oriunda de metagendmica
do solo de cana-de-agUcar, teve sua estrutura cristalina determinada indicando uma alta
conservagdo estrutural com apenas dele¢des e inser¢des em lagos interfaciais. Estudos

funcionais estdao sendo realizados para avaliagao do seu potencial biotecnoldgico.

A TpMan, B-mananase da bactéria hipertermofilica Thermotoga petrophila, apresenta
arquitetura modular com um dominio catalitico pertencente a familia GH5, assim como a
BsCel5A. Porém, neste caso o dominio acessério CBM27 mostrou um efeito termo-
estabilizante em contraste com a BsCel5A, indicando que evolutivamente em organismos

hipertermofilicos os dominios acessérios tem um papel chave na termoestabilidade. Devido a
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baixa identidade sequencial a estrutura da TpMan foi determinada pela técnica SIRAS com
derivado de iodo. Para compreender a interagdo enzima-substrato e a preferéncia da TpMan
por glicomanana ao invés de manana linear, estudos estruturais foram realizados na presenga
de dois ligantes: glicose e maltose. Os subsitios foram assinalados, e residuos essenciais para o
reconhecimento da glicose foram determinados, explicando a maior eficiéncia na clivagem do

substrato glicomanana.
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Anexo |

A cristalografia como ferramenta para elucidac¢io de estruturas
tridimensionais

As proteinas podem apresentar até quatro niveis estruturais. A estrutura primdria que
é a sequéncia de aminodcidos determinada geneticamente e especifica para cada proteina. A
estrutura secundaria que descreve as estruturas regulares formadas por segmentos da cadeia
polipeptidica, sendo determinadas principalmente por intera¢des locais. As estruturas
secundadrias podem ser do tipo hélice a definida como a torc¢do da cadeia ao redor de um eixo
(figura Ala). Tal estrutura é mantida por liga¢cdes de hidrogénio entre a cadeia principal de um
residuo e do quarto residuo subsequente, de forma que as interacbes apresentam-se
paralelamente ao eixo da hélice. As cadeias laterais dos aminodcidos ficam projetadas para
fora da hélice, pois ndo participam das ligacdes de hidrogénio. A fita 8, outro tipo de estrutura
secundaria, também é mantida por ligagGes de hidrogénio, estabelecidas entre segmentos das
cadeias polipeptidicas adjacentes, ndo necessariamente proximos de uma mesma cadeia. Ela
exibe uma conformagdo mais estendida que a hélice, dispostas lado a lado, o que da um
aspecto de uma folha pregueada (figura Alb). As ligagbes de hidrogénio neste caso sdo
perpendiculares ao eixo das cadeias e os grupos laterais dos aminodcidos ficam projetados

para cima e para baixo do plano da folha  (Nelson e Cox, 2011).

3 4P

Figura Al: Representacdo das estruturas secundarias encontradas nas cadeias polipeptidicas. A
Estrutura secundaria do tipo hélice a. B Estrutura secundaria do tipo folha B.

Como proximo nivel estrutural, temos a estrutura terciaria, o enovelamento da cadeia
polipeptidica por interagdes de regides com estrutura regular (hélice ou folha B) ou de regides

sem estrutura definida, permitindo a aproximag¢dao e a interagdao de regides distantes na
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sequéncia polipeptidica, através de ligagdes ndo-covalentes e covalentes, principalmente entre
as cadeias laterais dos aminoacidos. Por fim, a estrutura quaterndaria descreve a associagdo de
duas ou mais cadeias polipeptidicas, também chamadas de subunidades, formando uma
proteina funcional oligomérica, mantida por ligagdes, em geral ndo-covalentes entre as
subunidades, essas ligagbes ndo-covalentes sdo ligacbes de hidrogénio, interagOes
hidrofébicas, forga de van der Waals e ligagGes idnicas (Berg et al., 2006; Nelson e Cox, 2011).

Para resolugdo da estrutura tercidria, foco do trabalho, a técnica utilizada foi a
cristalografia. A cristalografia de proteinas, por difracdo de raios X, é uma técnica bem
estabelecida para a obtenc¢do de informacdo de estruturas tridimensionais de macromoléculas
bioldgicas (Kleywegt e Jones, 2002). A determinacdo do arranjo espacial dos dtomos nas
moléculas e no cristal é extremamente importante para o entendimento das propriedades
quimicas, fisico-quimicas e bioldgicas das macromoléculas.

A cristalizacdo é o primeiro passo para a obtencdo da estrutura por difracdo de raios X
de monocristais. O cristal é um arranjo ordenado das moléculas de forma periddica,
caracterizados por operagdes de simetria e parametros de rede que definem exatamente a
disposigdo e periodicidade das unidades fundamentais (cela unitaria) das quais sdo compostos.
O cristal de proteina é mantido por intera¢des eletrostaticas (ponte salinas), ligacbes de
hidrogénio, interagdo de van der Waals e intera¢des de dipolos nas regides de contato

(MacPherson, 1999).

A cristalizacgdo de uma macromolécula ocorre pela diminui¢do lenta de sua
solubilidade. Em geral se este processo ocorrer rapidamente tem-se a precipitagdo
desorganizada (MacPherson, 1999). O processo de cristalizagdo pode ser dividido em trés
eventos: nucleagdo, crescimento e cessa¢do do crescimento (figura A2). A nucleagdo ocorre
numa regidao de supersaturagao, aglomerados sdo simultaneamente formados e solubilizados
até que consigam transpor uma barreira de energia de ativagdo e comecem a crescer,
incorporando, de maneira ordenada moléculas de proteina do meio. Assim, o sistema antes
supersaturado passa a um estado insaturado (mais estavel) e, quando a incorporagdo de
moléculas é igual a liberagdo das moléculas do cristal, o crescimento do mesmo cessa

(MacPherson, 1999).
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Figura A2: Diagrama da termodinamica durante o crescimento de um cristal.

Existem diversos métodos para a obtengao de cristais de proteinas, todos eles tém o
objetivo de trazer a solugdo de macromoléculas a um estado de “sélido”. Dentre os métodos,
podemos citar: método em batch; o método por didlise; e o método por difusdo de vapor -

este ultimo foi a técnica empregada nos estudos aqui descritos.

Na cristalizagdo por difusdo de vapor é necessdrio elevar a concentragdo de
precipitante na gota, até que o ponto de supersaturagdo de proteina seja atingido. Na medida
em que o volume da solugdo de cristalizagdo diminui pela perca de agua por vapor, as
concentragBes da proteina e do agente precipitante aumentam. Uma vez que a concentragdo
de precipitante do pog¢o é maior que a concentragao da gota, e o volume da solugdo no pogo é
muito maior que o volume da gota, esta tende a perder solvente, ou seja, troca de vapor
ocorrera até que o equilibrio do sistema seja atingido, e as concentragdes de precipitante

sejam iguais no pogo e na gota.

Frequentemente, um numero extenso de condigdes sdo empiricamente testadas para
que se obtenha cristais. Existem inUmeros parametros que influenciam a formagdo dos cristais
incluindo supersaturagdo (concentracdo da proteina e do precipitante); pureza da amostra;
estabilidade conformacional da proteina; nucleacdo homogénea; temperatura e pH; forca
ibnica e pureza dos reagentes; associacao e ligantes (substratos, cofatores, ions metdlicos);
entre outros (Ducruix e Giegé, 1999). Além disso, o evento é multi-paramétrico acoplado,

significando que comumente ndo é possivel alterar um pardmetro sem a variacdo de outros
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correlacionados. Essa propriedade dificulta a racionalizagdo do processo e mantem a

cristalizagdo de macromoléculas ainda um experimento essencialmente empirico.

Apods obter os cristais de proteina, o proximo passo é exp0O-los ao feixe de raios X
monocromatico, pois para distinguir atomos individuais, o comprimento de onda da radiagado
utilizada deve ser proximo as distancias que se pretende medir. A difragdo de raios X pelos
cristais foi descoberta em 1911 pelo fisico alemdo Max von Laue (Faria, 1990). Mas foi apds os
anos 60, que ocorreu a primeira resolugdo da estrutura cristalografica de uma proteina, a

mioglobina, realizada por Kendrew e Perutz (1963).

Atualmente, de forma geral, ha duas formas de gerar raios X, através de uma fonte
convencional (de tubo selado ou anodo rotatério) ou com um acelerador de elétrons
sincrotron. A primeira produz raios X de média intensidade e comprimento de onda fixo. Esse
comprimento de onda varia com o material de que o anodo é feito. Ja o sincrotron produz uma
luz policromatica de alto brilho, que ainda pode ser intensificada por dispositivos de insercao,
e selecionada por elementos oticos especificos para monocromatizacdo, colimacdo e

focalizagao do feixe de raios X.

O uso do feixe de raios X de maior brilho possibilita registrar os dados de difragdo com
maior rapidez e resolugdo. A alta intensidade amplifica os sinais de difragdo dos cristais de
proteinas, que é essencial para solucionar a estrutura, principalmente aqueles que produzem
reflexdes fracas (cristais pequenos) e pouco espagadas (com celas unitdrias grandes) — uma vez
que a distancia entre as reflexdes no padrdao de difragdo é inversamente proporcional ao

tamanho da cela unitaria.

A coleta de dados é uma etapa importante na resolugdo de uma estrutura
cristalografica. A estratégia é vinculada ao tipo de rede cristalina e ao método escolhido para
resolugdo do problema das fases. Quando a estrutura ndo é solucionada por substituicdo
molecular, a acuidade e a precisdo na coleta dos dados sdo essenciais, jd que a obtenc¢do das

fases serd realizada a partir de pequenas diferengas nos fatores de estrutura.

Durante a coleta dos dados de difracdo, a posicdo de cada dtomo da estrutura do
cristal influencia na intensidade de todas as reflexdes, e de um modo oposto, a intensidade de
cada reflexdo, depende das posi¢cdes de todos os atomos da célula unitaria (Wlodawer et al.,
2001). De acordo com a lei Bragg ou sua interpretacdo geométrica dada pela construcdo de

Ewald, somente as reflexGes provenientes de planos na rede cristalina de forma dependente
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do angulo de rotagdo serdo medidas e neste experimento a informagdo da fase é perdida

(Taylor, 2010).

A recuperagdo das fases da onda espalhada pelo cristal, ou seja, obter informacdes
sobre as fases relativas com as quais os elétrons dos atomos, no interior do cristal espalham a
radiagdo, e assim ter a resolugdo da estrutura, é o problema central da cristalografia (Taylor,
2003). Para soluciona-lo podem ser utilizados métodos diretos, o método da substitui¢do
molecular e métodos com a utilizagdo de atomos pesados (substituicdo isomorfa e/ou
espalhamento an6malo). Aqui, serdo discutidos o método de substituicdo molecular e o de

atomos pesados, que foram os utilizados para resolugdo das estruturas aqui apresentadas.

A substituicdo molecular, método primeiramente descrito por Michel Rossamann e
David Blow (1962), é uma forma de se obter a fase para os fatores de estrutura através de um
modelo de busca homdélogo. A ideia é construir um modelo e entdo simular a sua difragdo e
comparar os seus fatores de estrutura com os fatores coletados experimentalmente. Este
método exige que haja um conhecimento prévio de uma estrutura tridimensional de uma
proteina, que servird de modelo, tal molde tem que conter pelo menos 30% de sua sequéncia
de aminodcidos idéntica a da proteina alvo, junto com um desvio do RMSD (Root Mean Square

Deviation) menor que 2.0 A entre os 4&tomos Ca do modelo e da nova estrutura (Taylor, 2010).

O modelo prévio permite atribuir o valor das fases iniciais para os dados de difragdo
coletados, assumindo que as sequéncias similares tenham enovelamento geral também
conservado. Dessa maneira, as posi¢cdes dos atomos do modelo devem estar relativamente
proximas a posicdo dos dtomos da proteina que pretende-se determinar a estrutura. Esse
método vem se tornando mais comum a medida que os bancos de dados de estruturas
resolvidas crescem, o que aumenta as chances de encontrar um modelo de busca adequado

(Giorgetti et al., 2005).

A substituicdo molecular consiste, basicamente, no processo de orientar (através de
um operador de rotagdo) e posicionar (por de um operador de translagdo) o modelo de busca
no sistema cristalino alvo no espaco reciproco pela fun¢do de Patterson (Lebedev et al., 2008;
Isupov e Lebedev, 2007). Nos casos em que ha um modelo de busca adequado, as operacées
de rotagdo e translagdo serdo encontradas com facilidade e as fases calculadas estardo
préximas das fases verdadeiras. Em caso de baixa identidade, o mapa obtido pode ser ndo-
interpretavel, mesmo que as solugdes sejam encontradas, devendo-se entdo recorrer a
métodos experimentais para a solugdo do problema das fases, como a substituicdo isomorfa

com espalhamento anémalo ( Evans e McCoy, 2008).
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A resolugdo do problema das fases pelos métodos de espalhamento anémalo se baseia
na absorgdo dos raios X de elementos especificos incorporados na rede cristalina. Neste caso,
deve existir alguma espécie no cristal que absorva raios X em um comprimento de onda
apropriado, como alguns atomos de metal pesado, com um elevado nimero de elétrons. Esses
atomos sdo introduzidos em cada macromolécula seja durante expressdao em meio minimo
suplementado com aminoacidos modificados (selénio-metionina) ou apds a formagdo do
cristal pela técnica de soaking. Os metais pesados mais comumente usados sdo Pt, Hg, U, Au e
I. Esses compostos frequentemente se ligam em sitios especificos na superficie da proteina
sem causar mudancas conformacionais ou alterar o reticulo cristalino, formando complexos
isomorfos. Essa adicdo de datomos pesados, na estrutura causa mudancas significativas nas
intensidades do padrdo de difracdo, as quais sdo entdo usadas para obter uma estimativa das
fases para cada reflexdo, e esses dados sdo usados como ponto de partida para a construcdo

do modelo.

A introducdo de um 34tomo pesado muda significantemente a intensidade do
espalhamento. Os atomos pesados contribuem para a intensidade do espalhamento na
propor¢do do quadrado do numero de elétrons que eles contém. Por exemplo, um datomo de
uranio contém 15 vezes mais elétrons do que um atomo de carbono, e entdo a sua
contribuicdo para a intensidade serd equivalente aquela de 225 atomos de carbono. Como
resultado, a mudang¢a na intensidade provocada pela adigdo de um dtomo pesado a uma

proteina pode ser facilmente medida (Giacovazzo, 2002).

S3o raros os dados que permitem a recuperagao das fases com tal precisdo que
admitem interpretar todo o mapa da densidade. As fases experimentais sdo apenas o ponto de
partida. Para obter um melhor resultado utilizam-se métodos de modificacdo da densidade,
que sao baseados no conhecimento, mesmo que minimo, da estrutura em questdo. Solvent
flattening, solvent flipping e NCS averaging sao as técnicas que podem ser utilizadas para obter

uma melhora da densidade eletronica, e das fases.

O processo de refinamento geralmente envolve ciclos de otimizagdo intercalados de
algoritmos computacionais que utilizam restri¢des estéreo-quimicas e informag&es estruturais
elementares para o refinamento e corre¢des manuais que melhoram a concordancia dos
mapas da densidade eletrénica com as coordenadas atémicas (Wlodawer et al., 2008). Alguns
indicadores estatisticos de qualidade precisam ser analisados para que a estrutura seja
validada, como R-factor e Rse, RMSDs de distancias e angulos de ligagGes, e a estereoquimica

por meio do grafico de Ramachandran.
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O R-factor, normalmente expresso em porcentagem, mede a discrepancia global
relativa entre o fator de amplitude da estrutura experimental, F,,, € o fator de amplitude da
estrutura obtido no modelo, F... O R-factor combina os erros intrinsecos dos dados
experimentais e o desvio do modelo do real. Um bom refinamento mostra um R-factor em
torno de 20% dependendo da resolugdo dos dados e o nivel de interpretacdo do mapa de

densidade eletrénica (Wlodawer et al., 2008).

O Riee, € calculado de forma analoga ao R-factor, porém nao é influénciado pelo
refinamento. Para a determinagdo do R;.. Usa-se de 5 a 10% reflexdes Unicas escolhidas de
forma rand6mica, e tais reflexdes sdo excluidas do conjunto de dados que sdo refinados, desta
forma o R € calculado a partir dessa fracdo do conjunto de dados, servindo como um
indicador que a estrutura modelada e refinada é compativel ou ndo com os dados coletados a
partir do cristal (Kleywegt, 2007). Os valores médios para o Ry tende a ser préximos a 5 a 10%
maior que o R-factor. Quando a discrepancia é maior, pode estar indicando um over-fitting dos
dados experimentais, o que pode resultar em modelo ndo compativel com os dados
experimentais, ou seja, incorreto. Um caso comum de over-fitting é a adicdo em excesso de
moléculas de agua, que faz com que o R-factor seja reduzido, mas ndo o Rfree (Wlodawer et

al., 2008).

O RMSD (root-meam-square deviation) dos comprimentos e angulos de ligagcdes é o
indice que verifica os padrdes geométricos tipicos das ligagdes quimicas presentes na proteina.
Os valores do RMSD esperados para o comprimento estdo em torno de 0,02 A, mas algumas
variagdes podem ser encontradas, ja que os calculos sdo realizados através das médias entre
as ligacdes de estruturas disponiveis em banco de dados (Jaskolski et al., 2007; Wlodawer et

al., 2008).

O grafico de Ramachandran fornece um mapa dos adngulos de tor¢do @/ da cadeia

principal polipeptidica (figura A3). Tais angulos sdo utilizados na validacado da estrutura, porque

eles nao sdo restringidos no refinamento (Wlodawer et al., 2008).
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Figura A3: Representacdo esquemadtica de um fragmento da cadeia central da proteina, com a definigao

de angulos de tor¢do @, Y e w (Wlodawer et al., 2007).

A cristalografia de macromoléculas bioldgicas pode ser uma importante ferramenta a
ser utilizada: para descobertas de novos farmacos, sendo fundamental para observar as
interacdes farmaco-receptor; estudos de otimizacdo de enzimas, analisando quais sdo as
regides a serem racionalmente editadas molecularmente e as que sdo esséncias para a
interagdo com o substrato; compreender correlagdes estrutura-fungdo; resolugdo da estrutura
de proteinas sabidamente relacionadas a disturbios bioldgicos pode ser uma ferramenta inicial
para entendimento global e pleno, observando as diferengas de uma molécula “sadia” e a que
produz a doenga. Pode-se afirmar que a cristalografia de macromoléculas sé uma ferramenta
que as aplicagdes ainda estdo longe de atingir sua saturagdo e continuard por muito tempo
auxiliando no entendimento de eventos bioldgicos ao nivel atdmico de forma complementar a
outras técnicas como ressonancia magnética nuclear, espalhamento de raios X a baixos

angulos e microscopia eletronica.
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Anexo 2 Artigos publicados

Dissecting structure-function-stability relationships of a thermostable
GH5-CBM3 cellulase from Bacillus subtilis 168.
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Cellulases participate in a number of biological events, such as
plant cell wall remodelling, nematode parasitism and microbial
carbon uptake. Their ability to depolymerize crystalline cellulose
is of great biotechnological interest for environmentally
compatible production of fuels from lignocellulosic biomass.
However, industrial use of cellulases is somewhat limited by both
their low catalytic efficiency and stability. In the present study, we
conducted a detailed functional and structural characterization of
the thermostable BsCel5A (Bacillus subtilis cellulase 5A), which
consists of a GHS (glycoside hydrolase 5) catalytic domain
fused to a CBM3 (family 3 carbohydrate-binding module). NMR
structural analysis revealed that the Bacillus CBM3 represents
a new subfamily, which lacks the classical calcium-binding

motif, and variations in NMR frequencies in the presence of
cellopentaose showed the importance of polar residues in the
carbohydrate interaction. Together with the catalytic domain,
the CBM3 forms a large planar surface for cellulose recognition,
which conducts the substrate in a proper conformation to
the active site and increases enzymatic efficiency, Notably, the
manganese ion was demonstrated to have a hyper-stabilizing
effect on BsCelSA, and by using deletion constructs and X-ray
crystallography we determined that this effect maps to a negatively
charged motif located at the opposite face of the catalytic site.

Key words: accessory domain, cellulase SA, carbohydrate-bind-
ing module, kinetics, structure, thermal stability.

INTRODUCTION

The production of ethanol from lignocellulosic biomass is well-
placed among other possibilities to produce energy, owing
to its potential sustainability and agro-economic benefits [1].
Different chemical and enzymatic strategies have been proposed
for the saccharification of lignocellulosic biomass [2.3]. The
latter has been implemented at different organization levels, from
point mutations of cellulolytic enzymes to the engineering of
whole metabolic pathways in micro-organisms [4]. Furthermore.
these two approaches have been employed synergistically to
increase the yields of fermentable sugars from lignocellulosic
biomass. Although enzymatic hydrolysis has been successfully
implemented as a biomass-to-bioenergy technology. it is widely
regarded as an expensive and wasteful link in the whole
chain of bioethanol production, mainly because of the large
amounts of enzymes required to compensate for their low
catalytic efficiency and stability [5.6]. Driven by this need, a
number of enzymes with biological and commercial value have
been systematically modified through structure-based rational
approaches, or by intelligent use of serendipity [7-9]. In spite
of these efforts, the molecular basis of protein stability and
its intricate correlation with catalysis is still elusive, putting
a premium on studies that address structure-function—stability

relationships and the discovery of new alternative pathways to
improve thermal stability of the enzymes.

Endo-f-1.4-glucanases (EC 3.2.1.4), also referred to as
endoglucanases, are the major enzymes responsible for the
breakdown of internal glycosidic bonds of cellulose chains.
Several endoglucanases from different Bacillus subtilis strains
(BsEgls) have been cloned and characterized, aiming at
their potential applications in the biofuels industry [10-17).
BsEgls encompass a catalytic domain belonging to family 5A,
containing a CBM3 (family 3 carbohydrate-binding module)
appended to their C-terminus. BsEgls show maximum activity
at approximately pH6 and 60°C [10,14] and are capable of
hydrolysing CMC (carboxymethylcellulose) and lichenan, but
not xylan, chitosan or laminarin [10,18]. Typically, BsEgls are
thermostable enzymes, retaining 90 % of activity after incubation
for2 hat65°C, 70 % after 30 min at 75°C, and 12 % after 10 min
at 80°C [11,13,14].

It has been proposed that the non-catalytic domain of BsEgls is
important to bind insoluble substrates [ 13], increasing the catalytic
efficiency by a mechanism that involves the disruption of the
compact cellulose structure and delivering of the substrate to
the CC (catalytic core) in a favoured configuration for catalysis
[19-21]. As it is often the case with GHs (glycoside hydrolases),
deletion of the accessory domain decreases the thermal stability

Abbreviations used: BsCel5A, Baclllus subtilis cellulase 5A; CBM, carbohydrate-binding module; BsEgl, Bacillus subtilis endoglucanase; CC, catalytic
core; CMC, carboxymethylcellulose; CtCipACBM, Clostridium thermocelium CBM3; GH, glycoside hydrolase; HSQC, heteronuclear single-guantum
coherence; NOE, nuclear Overhauser effect; NOESY, nuclear Overhauser enhancement spectroscopy; PEG, poly(ethylene glycol); SAXS, small-angle
X-ray scattering; Ty, melting temperature; TmCel5A, Thermotoga maritima Cel5A; WT, wild-type.
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of the catalytic domain [22-30]; however, in BsEgls it has a
contrary effect, by increasing enzyme stability [13]. Interestingly,
the thermal stability conferred by a CBM to its parental protein
is not transferred when it is recombinantly fused to a new CC,
suggesting a complex molecular modulation and co-evolution
of both modules [25,31-34]. In addition. experimental and in
silico studies regarding the influence of the linker region [35]
and domain—domain interactions [26.29] in the thermal stability
of GHs are inadequate. Thus, in spite of extensive functional
and structural studies of CBMs, the consequences of the fusion
of a given CBM to a specific GH are as yet unpredictable
[22.24,36,37].

In the present study we have described in detail the role
exerted by the accessory domain in the operation and stability
of BsEgls. Furthermore, by studying the specific nature of BsEgl
thermal stability. we uncovered a novel stabilization mechanism
based on metal ion co-ordination. This in-depth understanding
of the modulation of the function and stability of BsEgls at a
molecular level is a required step towards its optimization and use
in biotechnological processes.

MATERIALS AND METHODS
Cloning, expression and purification

Three constructions of BsCelSA (B. subtilis cellulase 5A) were
amplified by PCR using B. subtilis 168 genomic DNA and specific
oligonucleotides [5'-GCTAGCGCAGCAGGGACAAAAACG-3'
and 5-GGATCCTTAGGTGCCGAGAATGTTTTCTC-3' for CC:
5'-GCTAGCATTTCTGTACAGTACAGAGCA-3' and 5-GGA-
TCCCTAATTTGGTTCTGTTCCC-3' for CBM3: and 5-GCT-
AGCGCAGCAGGGACAAAAACG-3 and 5'-GGATCCCTAA-
TTTGGTTCTGTTCCC-3' for the WT (wild-type) protein]. The
amplified sequences were cloned into pGEM-T Easy vector
(Promega) and further subcloned into the pET28a expression
vector using the restriction sites present in the oligonucleotides
(underlined sequences). The proteins were expressed in
BL2I(DE3)slyD~ cells at 37°C for 4 h after induction with
0.5mM IPTG (isopropyl B-D-thiogalactopyranoside) in Luria—
Bertani broth. For NMR experiments, the BL21(DE3)siyD~
cells transformed with pET28a-CBM3 plasmid were grown in
M9 minimal medium supplemented with 2 g/I ['*Clglucose and
1 ¢/l ["NJammonium chloride [38] using the same conditions
described above. The harvested cells were resuspended in lysis
buffer (50 mM sodium phosphate. pH 7.2, 100 mM NaCl, I mM
PMSF and 5mM benzamidine) and disrupted by lysozyme
treatment (80 peg/ml. 30 min, on ice), followed by sonication
(10 pulses of 10 s onice using a Vibracell VCX 500, Sonics
& Materials). The solutions were centrifuged at 10000g for
30 min and the supernatants were loaded on to nickel-charged
5ml HiTrap Chelating columns (GE Healthcare) using a flow
rate of | ml/min. The proteins were eluted using a non-linear
gradient of 0-500mM imidazole. For WT construction, an
anionic-exchange chromatography using a 5 ml HiTrap SP HP
column (GE Healthcare), a flow rate of 1 ml/min and a non-linear
gradient of 0—1 M NaCl was used to improve sample purity.
All constructions were concentrated further using Ultrafree-
CL (Millipore) and submitted to size-exclusion chromatography
using a Superdex 75 16/60 column (GE Healthcare) and a flow rate
of 0.5 ml/min. All chromatographic steps were performed using
an AKTA FPLC system (GE Healthcare). Sample homogeneity
was confirmed by SDS/PAGE under denaturing conditions [39].
Protein concentration was estimated by absorbance at 280 nm
using molar extinction coefficients derived from the sequence of
the constructs.
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Enzymatic characterization and optimization of
endo-p-1,4-glucanase activity

The standard enzymatic assays for evaluation of CC and
WT constructs were performed in triplicate using different
substrates at 0.25% and 100 ng of enzyme in 50 mM citrate-
phosphate buffer. pH 6.0. The mixture was incubated at 60°C
for 60 min to determine activity in a set of 12 polysaccharides
including B-glucan, CMC, larch arabinogalactan. laminarin,
galactomannan, xyloglucan. debranched arabinan. 1.4-B-D-
mannan, rye arabinoxylan, xylan from beechwood. pectin and
lichenan (purchased from Megazyme and Sigma-Aldrich). The
enzymatic activity was determined by the amount of reducing
sugar liberated from different polysaccharides using the DNS
(3.5-dinitrosalicylic acid) method [40]. One unit of endoglucanase
activity was defined as the quantity of enzyme to release 1 yzmol
of reducing sugars per min under standard conditions. A response
surface methodology was performed to optimize the reaction
conditions for both CC and WT constructs of BsCel5A in the
absence or presence of manganese ion (10 mM). The variables
analysed in the present study were the pH together with the
temperature. A central composite design (k = 2) with four
central points and a total of 12 experiments was considered for
optimization of these variables. Details concerning the statistical
approaches for these experiments have been described by Myers
and Montgomery [41]. The regression and graphical analysis of
the data were performed using the software Statistica™ version
8.0. considering a P value of .05 as significant. The significance
of the regression coefficients was given by Student’s 1 test.
The second-order model equation was determined by Fisher’s
test and the multiple coefficient of determination (R*) gave the
variance explained by the model. All glucanase activity assays
were carried out in triplicate using 10 ul of enzyme (100 ng),
40 pl of 0.1 M citrate-phosphate buffer and 50 jul of f-glucan
(stock 0.5 % in water). The enzymatic reaction was performed at
different pH values in the citrate-phosphate buffer system and
various temperatures as indicated in Supplementary Table S1
(at http://www.Biocheml.org/bj/441/bj4410095add.htm). Metal
ions, chelating agent (EDTA). surfactants (SDS and Triton X-
100) and organic solvents (methanol, ethanol and DMSO) were
added to the enzyme assay to test their effects on activity.
Control experiments using a citrate-free buffer were carried out,
and the results were statistically identical with those obtained
in the citrate buffer, indicating no chelating effect of the
citrate over the manganese ion under the tested conditions.
The kinetic study was performed with g-glucan as substrate at
60°C and pH 6.0 according to the method described above. The
kinetic parameters k_, and K,, were determined by a non-linear
regression fit of the saturation curves using the Michaelis—Menten
equation.

CD spectroscopy and thermal unfolding studies

Far-UV CD spectra (190-260 nm) were recorded on a Jasco J-810
spectropolarimeter (Jasco International Co.) coupled to a Peltier
temperature controller using a | mm quartz cuvette. Proteins were
used at a concentration of 10 M. Data collection parameters
were set to scan rate of 50 nm/min, response time of 4 s, sensitivity
of 100 mdeg, accumulation of 10, heating rate of 1°C/min and
delay time for spectrum collection of 60 s. Results were expressed
as mean residue ellipticity (deg -cm’ -dmol =" - residue ~'). All
thermal unfolding experiments were monitored at 222 nm, except
for the CBM3 construct, which was monitored at 230 nm.
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SAXS (small-angle X-ray scaitering)

SAXS data for CC, CBM3 and WT constructs were collected
using a 165 mm MarCCD detector at the DO2A/SAXS2 beamline
(Brazilian Synchrotron Light Laboratory, Campinas, Brazil). The
radiation wavelength was set to 148 A (1 A = 0.1nm) and
the sample-to-detector distance was set to 1559.1 mm to give
a scattering vector range from 0.1 nm~' to 2.3 nm~' (g =
4#*sinfl/h, where 26 is the scattering angle). The samples
at 2, 4 or §mg/ml, in 150 mM NaCl and 20 mM Tris/HCI,
pH 7.5, were centrifuged for 10 min at 20000 g (4°C) and then
filtered to remove any aggregates. Measurements were carried out
at room temperature (~23°C). Buffer scattering was recorded
and subtracted from the corresponding sample scattering. The
integration of SAXS patterns was performed using Fit2D software
[42] and the curves were scaled by protein concentration.
Data analysis was performed using the GNOM program [43].
Low-resolution envelopes of each construction were calculated
from the experimental SAXS data using an ab initio procedure
implemented in the DAMMIN program [44]. Averaged models
were generated from 10 runs using the DAMAVER package
[45]. SAXS envelopes and NMR or XTAL structures were
superimposed using the SUPCOMB 2.0 program [46]. BUNCH
software [47], which employs rigid body model and simulated
annealing routines, was used to find the best relative positions
of NMR and XTAL structures in relation to the SAXS envelope.
The CRYSOL program [48] was used to calculate the scattering
curve from high-resolution structures, including the WT model
obtained from BUNCH.

NMR spectroscopy

NMR experiments were performed using a Varian Inova spectro-
meter at the National Biosciences Laboratory (LNBio/CNPEM),
operating at a 'H Larmor frequency of 599.887 MHz and
temperature of 20°C. For these experiments, the spectrometer
was equipped with a triple resonance cryogenic probe and a
Z pulse-field gradient unit. The ""N-"C-labelled CBM sample
was dissolved in 20 mM phosphate buffer, pH 7.2, containing
50mM NaCl and 5% (v/v) *H,O, at a final concentration
of approximately 0.3 mM. Water suppression was achieved
by low-power continuous wave irradiation over the relaxation
delay or using the WATERGATE method [49]. All data were
processed using NMRPipe and NMRVIEW software [50.51].
Prior to Fourier transformation, the time domain data were
zero-filled in all dimensions, When necessary, a fifth-order
polynomial baseline correction was applied after transformation
and phasing. To obtain distance constraints, cross-peak volumes
were estimated from NOESY (nuclear Overhauser enhancement
spectroscopy). Protein backbone resonance peaks were assigned
using 'H-"N-HSQC (heteronuclear single-quantum coherence)
and standard triple resonance experiments, including HNCACB,
CBCACONH, HNCO and HNCACO [52] of the "N-"C-labelled
CBM3 sample. All spectra for resonance assignment were
recorded by setting up a resolution of 2048 x 128 x96 points and
spectral window of 8.00 kHz, 12.07 kHz and 1.95 kHz for 'H, 'C
and "*N respectively. In order to assign the side chain resonances,
the "N-"C-labelled CBM sample was freeze-dried and dissolved
in 100% °H,0, followed by acquisition of HCCH-TOCSY,
hCCH-TOCSY spectra. NOE (nuclear Overhauser effect)-derived
distance restraints were obtained from the "N-HSQC-NOESY
and "C-HSQC-NOESY (separately optimized for aliphatics
and aromatics), both collected with 80 ms mixing time. The
CBM3 structure was calculated in a semi-automated iterative
manner with the CYANA program (version 2.1) [53], using 100

starting conformers. The CYANA 2.1 protocol was applied to
calibrate and assign NOE cross-peaks. After the first few rounds
of automatic calculations, the NOESY spectra were analysed
again to identify additional cross-peaks consistent with the
structural model and to correct misidentified NOEs. The structures
obtained were further refined by restrained minimization and
molecular dynamic studies using the CNS software [54]. The
20 structures with the lowest target function were selected to
represent the ensemble of protein structures, The quality of
the structures was analysed with PROCHECK-NMR [55]. The
summary of NMR data is presented in Supplementary Table S2
(at http://www.Biocheml.org/bj/441/bj44 10095add.htm).

Proton/deuterium exchange

Proton/deuterium exchange measurements were carried out with
the "N-"C-labelled CBM3 sample dissolved in 100 % “H,0O. In
order to monitor the intensity loss of labile protons, a series of 'H-
N-HSQC spectra were collected first at 15 min (time required
to dissolve the protein and perform the first experiment) and
subsequently at 40 min time intervals over two days. Additionally,
alast spectrum was collected 10 days after the protein dissolution.

X-ray crystallography

The highly purified CC sample was concentrated to 75 mg/ml
and its buffer was exchanged to water by ultrafiltration using
Vivaspiné centrifugal filters (GE Healthcare). Crystallization
experiments were performed by the vapour diffusion method
using a HoneyBee 963 robot (Genomic Solutions). Sitting drops
were prepared by mixing 0.5 pl of the protein solution with an
equal volume of mother liquor and equilibrated against 80 ul
of the reservoir solution at 18°C. Formulations based on the
following commercial crystallization kits were tested: SaltRX,
Crystal Screen, Crystal Screen 2 (Hampton Research), Precipitant
Synergy, Wizard 1 and Il (Emerald BioSystems), PACT and
JCSG + (Qiagen/Nextal), with a total of 544 solutions. Large
crystals grew within 45 days in the following conditions: 100 mM
Bis-Tris-propane pH 6.5, 20 % (w/v) PEG [poly(ethylene glycol)]
3350 and 200 mM sodium nitrate (form I); 100 mM SPG (succinic
acid, sodium dihydrogen phosphate monohydrate, glycine) pH 6.0
and 25% (wiv) PEG 1500 (form II). Crystals were transferred
to new drops containing the mother liquor and 20% (v/v)
glycerol for cryoprotection and then flash-cooled in a 100 K
nitrogen gas stream. In order to obtain an ion—protein complex,
crystals belonging to form II were soaked for 3min in a
cryoprotectant solution containing 50 mM of manganese chloride.
X-ray diffraction data were collected on the WO1B-MX2 beamline
atthe Brazilian Synchrotron Light Laboratory (Campinas, Brazil).
The wavelength used was 1.4586 A and the intensities were
recorded in a Mar Mosaic 225 mm CCD (charged-coupled-
device) detector. Data were indexed, integrated and scaled using
the HKL2000 package [56]. The structure of the crystal form
1I* was solved by the molecular replacement method using the
MOLREP program [57] and the atomic co-ordinates of Cel5A
from Bacillus agaradhaerens (PDB code 7A3H), which shares
70 % identity with the catalytic domain of BsCel5A as the search
model. Initial cycles of refinement involved a restrained and
overall B-factor refinement in the REFMACS program [58] using
automatic weighting between X-ray and geometry terms. After
each cycle of refinement, the model was inspected and manually
adjusted into the (2F, — F.) and (F, — F.) electron density maps
using the COOT program [59]. Solvent molecules were manually
added at positive peaks above 3.0 o in the difference Fourier
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Table1 Kinetic parameters of BsCel5A and its catalytic core using 8-glucan
as substrate

cc Wr
Parameter 0mM Ma2+ 10 mM Mn®+ 0mM Mn2+ 10 m Mn?+
Vi 1437+66 923+59 462+31 3b7+18
K 14+02 16+03 032402 05+02
Kea 787 505 404 312
KealKsy 56.2 316 1278 588

maps, taking into consideration hydrogen bonding potential. This
structure was extensively refined and then used as the search
model for solving other crystalline forms.

Accession numbers

Structure factors and atomic co-ordinates of the BsCel5A CC were
deposited in the PDB under accession codes 3PZV (Form 1), 3PZU
(Form 1) and 3PZT (Form 11*). NMR data of the BsCel5A CBM3
were deposited in the Biological Magnetic Resonance Bank and
PDB under codes 17399 and 2L.8A respectively.

RESULTS AND DISCUSSION
Accessory domain enhances catalytic efficiency

The WT protein and its truncated domains were expressed in
Escherichia coli cells and purified by nickel-affinity and size-
exclusion chromatographies (see Supplementary Figure S1 at
http://www.Biocheml.org/bj/441/bj4410095add.htm). Biochem-
ical characterization showed that the CBM3 deletion does
not alter the substrate specificity (see Supplementary Figure
S2 at http://www.BiochemJ.org/bj/441/bj4410095add.htm) and
optimal conditions for catalysis (see Supplementary Figure S3
at hup://www.Biocheml.org/bj/44 1/bj4410095add.htm). Despite
the fact that the physiological substrate of BsCel5A is cellulose,
we have used soluble substrates in kinetic studies owing to the very
slow rate of hydrolysis of insoluble substrates, such as Avicel®
(results not shown). In addition, it has been shown that BsCel5A
is only able to bind Avicel® when CBM3 is appended to its
C-terminus [13].

The kinetics study showed that CBM3 increased BsCelSA
affinity to the substrate owing to a reduced K. but the enzyme
turnover (V) is reduced (Table 1). However, the reduction
in K, largely compensates for the lower V,,, and. as a result,
CBM3 enhances catalytic efficiency (k./K,) (Table 1). We
determined that BsCel5SA displays an extended substrate binding
surface owing to the strategically three-dimensional arrangement
of CBM3 in rclation to CC (sce details below), which favours
additional protein—carbohydrate interactions. These additional
interactions are reflected in a higher substrate affinity and may
also explain the lower turnover of the WT enzyme (V,..).

Deletion of the accessory domain reduces enzyme stability

The thermal stability of the BsCel5A constructions was assessed
by unfolding studies using CD spectroscopy (Figure 1). As
expected. CD spectra of CC and CBM3 displayed characteristic
profiles of «/p and all-g proteins respectively (Figure 1A). It
is worth noting that BsCel5A and its truncated forms showed a
single structural transition in the thermal unfolding experiments
(Figure 1B), despite the fact that BsCel5A is atwo-domain protein
and therefore two transitions corresponding to each domain were

(© The Authors Journal compilation © 2012 Biochemical Society

expected. Perhaps the 23-residue-long linker and inter-domain
contacts drive the thermal denaturation to a single-transition
process. Interestingly, unfolding studies revealed that deletion of
the accessory domain increases the thermal stability from 64 to
78°C (T,,. melting temperature). The reduced thermal stability of
the WT protein is probably influenced by the significantly lower
stability of CBM3 (T, =59°C) in relation to the parental catalytic
domain (T, = 78°C). As shown by NMR structural studies, the
lower stability of BsCelSACBM is explained by the absence of
a structural calcium ion. Moreover, deletion of CBM3 promotes
exposure of polar residues at the CC surface, which becomes
favourably hydrated, thus increasing stability [60].

Both biochemical and biophysical studies clearly indicate
the importance of CBM3 in the regulation of overall BsCel5A
function, in spite of its apparent negative effect on stability.

Bacillus CBM3 is a member of a novel calcium-independent
subfamily

To gain insights into the structural determinants of the stability
of Bacillus CBM3. we performed a NMR study. The 'H-"N-
HSQC spectrum of CBM3 showed high-quality signal dispersion
(see Supplementary Figure S4 at http://www.Biochem].org/
bj/441/bj4410095add.htm), indicating a well-folded protein. The
most common classification. based on sequence similarities.
defines BsCelSA CBM3 as a member of the CBM3 family
(http://www.cazy.org/Carbohydrate-Binding-Modules.html). So
far, five members of CBM3 have been solved, sharing from
13 to 36% of identity with the BsCelSA CBM3. BsCel5A
CBM3 folds into a A-sandwich, a common scaffold for CBMs,
encompassing a core formed by two p-sheets of four and
five S-strands. and one short a-helix at the C-terminal region
(Figure 2A). Structural comparisons showed that the S-sandwich
core is conserved among CBMs, but the surface loops are
different in both composition and conformation (Figure 2B).
Canonically. the CBM3 members with solved structures have a
highly conserved calcium-binding site. which is not present in
the BsCelSA CBM3 structure (Figures 2B and 2C). A search for
sequences sharing similarity with BsCel5A CBM3 in GenBank®
resulted in a set of CBMs that do not have the structural
requirements for calcium binding (see Supplementary Figure S5
athttp://www.Biochem].org/bj/441/bj4410095add.htm). Interest-
ingly. all of these CBMs are from Bacillus spp.. suggesting that
the ancestor of this bacterium genus has lost the CBM3 calcium-
binding site during evolution.

Therefore, we propose a new classification of CBM3 into two
groups: the calcium-binding proteins, which include the already
defined subfamilies CBM3a, CBM3b, CBM3b’ and CBM3c; and
the calcium-independent proteins, termed in the present study
as the CBM3d subfamily, with BsCelSA CBM3 being its first
structurally characterized member. The classification of CBM3s
in a. b and c refers to the type of substrate that is preferentially
recognized by the CBM [61]. The a and b groups bind crystalline
cellulose; a is specific for cellulosomal-scaffolding proteins and b
is found in soluble cellulases. Previously, it was shown that certain
CBM3b members bind neither crystalline nor soluble cellulose
and hence, they were collectively designated as CBM3b’ [62]. The
¢ group binds single-chain cellulose and is found in cellulosomal
cellulases. The new CBM3d subfamily is closely related to the
CBM3a subfamily, owing to its substrate preference; however. it
lacks the calcium-binding site, which seems to play a structural
role. Indeed. our biophysical studies showed that the Bacillus
CBMS3 is less stable than its parental protein, which can be
attributed to the lack of structural calcium.
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Figure 1  Biophysical characterization of BsCel5A constructions
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(A) Far-UV CD spectra of CC (@), CBM (A} and WT (M), (B) Thermal denaturation in the absence (dashed lines) or presence of manganese (solid lines) of CC (a), CBM (b) and WT (c).
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Figure 2  NMR solution structure of BsCel5A CBM3

(A) View of the ensemble of 20 lowest energy structures, with A-strands in cyan, -helices
in magenta and loops in grey. (B) Structural superposition of BsCel5A CBM3 structure on
CtCipACBM (PDB code INBC) with structural differences coloured in blug and red respactively.
The Ca** ion from the CCipACBM structure is shown as a green sphere. (C) Calcium-binding
site of GLCipACBM (wheat) and the corresponding region in the BsCel5A CBM3 structure (light
biue). (D) BsCelbA CBMB residues invalved in carbohydrate recognition: residues conserved in
CtCipACBM and identified by NMR CSP (chemical shift perturbation) analysis (carbon atoms
in green); residues conserved but not identified by NMR CSP (carbon atoms. in yellow); and
residues not conserved but identified by NMR CSP (carbon atoms in cyan).

It is worth mentioning that there is another classification
of CBMs taking into account both structural and functional
similarities, which assorts these modules in types A, B and C

[19]. The type A binds crystalline cellulose and chitin through
a flat surface, type B binds a single-chain polysaccharide via
an extended groove or cleft, and type C binds mono-, di- or
tri-saccharides. In this classification, the BsCelSA CBM3 is
considered a type A member, owing toits ability to bind crystalline
cellulose [13] and higher structural similarity with type A (PDB
code INBC) than other type B (PDB code 1J84) or type C
(PDB code 1182) CBMs.

Polar residues play a pivotal role in oligosaccharide recognition

by CBM3d

The molecular surface of CBMs has been associated with the
type of substrate that they can bind. e.g. CBM3a presents a
very flat surface compatible with its target, crystalline cellulose.
Despite the fact that BsCel5A binds crystalline cellulose and
the binding occurs only when the CBM3 is present [13], the
Bacillus CBM3 surface is not as flat as those of CBM3a
members (Figure 3). This unexpected surface topology of
BsCel5A CBM3 can be attributed to the absence of the CBM3a
p4" strand (Figure 3) and to the inherent flexibility of its
surface loops. as assessed by hydrogen—deuterium exchange (see
Supplementary Figure S6 at http://www.Biochem].org/bj/441/
bj4410095add.htm) and NMR relaxation experiments (results not
shown). On the basis of these dynamics studies, we suggest
that the BsCelSA CBM3 can undergo conformational changes,
adapting its topology for cellulose recognition and binding.
Moreover, the exact protein—carbohydrate interactions are not
known, since sugar-complex structures of a CBM3a or even
a type A CBM are not available. Thus, in order to map the
residues involved in the recognition of cellulose, we analysed
variations in NMR frequencies of BsCelSA CBM3 in the presence
of cellopentaose. The major perturbations in chemical shifts
occurred in Asn** and Arg**, and minor changes were observed
in GIn*, GIn*** and Asp*” (Figure 2D and Supplementary Figure
S7 at http://www.Biochem].org/bj/441/bj4410095add.htm). The
residues Arg*®, GIn', GIn*' and Asp"’ are conserved in
CtCipACBM  (Clostridium thermocellum CBM3, PDB code
INBC), a well-characterized type A CBM [63]. Tyr*" is also
conserved, but it is not affected by the presence of cellopentaose,
perhaps owing to the short length of this oligosaccharide.

The molecular recognition and affinity towards carbohydrates
is typically achieved by van der Waals interactions arising from
stacking of aromatic residues with the furanose/pyranose rings
and by hydrogen bonds between polar groups of saccharides and
amino acid side chains. The mapped interactions of the BsCel5A
CBM3 with cellopentaose revealed that the carbohydrate-binding

© The Authors Journal compilation © 2012 Biochemical Sociely
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Figure 3 Structural comparison of BsGel5A GCBM3 (CBM3d) with CBM3a, b’ and ¢

The CBM3s from CipA (CBM3a, PDB code INBC), E4 (CBM3¢, PDB code 4TF4) and Cel9V (CBM3h', PDB code 2WOB) were superposed on the CBM3d structure and are shown as cartoon
representations (left-hand panel). The maln differences at the carbohydrate-binding face were coloured in green (CBM3d), orange (CBM3a), cyan (CBM3g) and pink (CBM3N'). The molecular
surfaces of CBM3a, b, ¢ and d are shown as side (middie panels) and frontal (right-hand panels) views following the colours above.

face is rich in charged and polar residues, such as glutamine,
arginine, aspartate, lysine and asparagine. The only aromatic
residue on this face is Tyr*", whereas a set of aromatic residues
is buried in the p-sandwich core making hydrophobic contacts.
These findings indicate that the interactions of BsCelSA CBM3
with cellulose are mainly by polar side chains. Moreover,
we suggest that these polar residues may not only work on
the carbohydrate affinity/recognition, but could specifically
replace inter-chain hydrogen bonds, acting to disrupt the tight
cellulose structure [63]. Therefore it may result in the local
separation of cellulose single chains to be delivered to the CC,
thus contributing to a higher catalytic efficiency.

Three-dimensional domain architecture of BsCel5A reveals a flat
cellulose-binding platform

BsCel5A and its separated domains were analysed by SAXS,
showing that all forms are monomeric in solution with R,
values of 1.75, 1.63 and 3.04 nm. and D, values of 4.65, 4.8,
and 9.5 nm, for the CC, CBM3 and WT protein respectively
(Table 2 and Supplementary Figure S8 at http://www.Biocheml].
org/bj/441/bj4410095add.htm). Both CC and CBM3 were nicely
fitted into the corresponding envelopes (Figure 4A). The good
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quality of SAXS data allowed us to observe the active-site cavity
in the CC. The averaged low-resolution model of the WT protein
calculated from 20 independent ab initio models gives a good
notion of the three-dimensional arrangement of the accessory
domain with respect to its parental catalytic domain (Figure 4B).
The molecular envelope reveals a large continuous planar surface,
which has been considered essential for crystalline cellulose
binding. The atomic co-ordinates of both domains were fitted
into the SAXS model of the WT protein, which showed that
this planar surface is formed by the active-site interface of the
CC in line with the cellulose recognition face of CBM3. This
model is in full agreement with the substrate-recognition face
mapped by NMR and with the crystallographic structures of
the multidomain endoglucanase from Clostridium celluloivticum
(Cel9G) and cellulase E4 from Thermobifida fusca (Figure 4C).

Manganese metal ion hyper-stabilizes the CC of BsCel5A

Divalent ions are well-known cofactors of enzymes. either
activating their catalytic machinery or having a structural role.
In the present study we tested the effect of different divalent ions,
including Mn**, Mg**, Ca**, Zn**, Ni** and Co**. None of
them affected the stability. except the Mn** ion. which drastically
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Table 2 Summary of SAXS calculations
CC CBM WT
Exper” Envely XTAL% Exper* Envelf NMRE: Exper* Envelt Assemi
Ry (nm) 1.75 1.73 186 1.63 163 1.65 3.04 2.96 287
Do (1) 465 480 9.50
1§ 213 2.89 1.89 275 237 201

*Calculated from experimental data.

+Calculated from the SAXS-derived envelope.
Calculated from XTAL, NMR or assembly.

§Comparison between experimental and thearetical curves

Figure 4  SAXS analysis of BsCel5A constructions

(A) SAXS envelopes from CC (left-hand panel) and CBM3d (right-hand panel) are shown as transparent surfaces and the fitied XTAL or NMR structures are shown as cartoon representations.
(B) Different views of the CC and CBM3d arrangement into the SAXS envelope from the WT protein. (C) Overlay of the E4 structure from T. fusca (light blue) on the BsCel5A model (grey). The
oligosaccharide bound in the E4 catalytic domain is shown in green and the BsCelSA CBM3 residues identified by NMR CSP are shown in yellow.

improved the thermal stability of BsCel5A. by elevation of the T,
by 23°C, from 64 to 87°C (Figure 1B). This result indicates that
Cel5As (family SA cellulases) display a very specific motif for
recognition of manganese ions. Thus, in order to map the domains
involved in the manganese ion interactions, truncated forms of the
protein were analysed. As shown in Figure 1(B), the CC had its
thermal stability improved by the Mn** ion, whereas that of CBM
remained unaltered, mapping the specific interactions of the Mn**
ion with the CC.

Structural basis for BsGel5A stabilization by manganese ion

Inorder toidentify the manganese-binding site and to delineate the
structural basis for the enhanced thermal stability of BsCel5A by
this ion, we undertook an X-ray crystallographic study. BsCel5A
CC crystallized in two different crystalline forms (form I and
form II), which diffracted up to 2.90 Aand2.10 A respectively.
However. only the crystal form II was successfully soaked
with manganese ions (Table 3). Crystals belonging to form I
display a very particular crystallographic symmetry in which
the manganese-binding site is concealed by an aspartate residue
of the neighbouring molecule (Figure 5D), which prevented ion
incorporation by soaking methods.

The BsCel5A CC structure encompasses a classical (f/a);-
barrel fold (Figure 5A), with the active site located at the
crevice formed by the C-terminal ends of S-strands. The catalytic
machinery involves two acid residues. Glu™ and Glu'’, the
aromatic gate keepers Trp™” and Trp®', and the polarizers His™,
Arg” and Thr™*® (Figure 5B). From homology with other GH5
cellulases, Glu' is expected to be the proton donor. which
protonates the glycosidic bond and catalyses the bond fission.
and the Glu™" is the nucleophile, which facilitates the reaction
by stabilizing the resulting carbonium ion intermediate. Several
studies demonstrated the key role of a histidine residue in
the protonation of the acid/base glutamate residue, which is
controlled by a catalytic triad, similar to the serine proteases
[64]. In this scheme, a third element, which could be a
serine/threonine residue, an aspartate residue or a water molecule,
would protonate the histidine, permitting a classification of the
glycosyl hydrolases according to this histidine proton donor [64].
BsCel5A contains a threonine residue in the equivalent position.
which allows classification as type A catalytic triad. Cel5As
from Thermotoga maritima and C. thermocellum have a water
molecule in the corresponding position and are classified as type C
enzymes (see Supplementary Figure S9 at http://www.Biocheml.
org/bj/441/bj4410095add.htm). Water-dependent catalytic mach-
ineries are labile at alkaline conditions, since the water molecule

© The Authors Journal compilation (€ 2012 Biochemical Society
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Table 3 Data collection and refinement statistics
Values in parentheses are for the highest-resolution shell. RMSD, root mean square deviation.

Parameter Form | Form Il native Form 1" 10.mM Mn?
Data collection
Space group i c2 P22 P2122
Unit cell parameters (A, °) a=15536,0=81.08 c=11427, s =10429 a=>5024 b=110.76,c=121.38 a=49530=11062c=12226
Resolution 50.00-2.90 (3.00-2.90) 50.00-2.10(2.18-2.10) 50.00-1.97 (2.04-1.97)
Mumber of unique reflections 30407 (2607) 39069 (3393) 47366 (4163)
Multiplicity 35(27) 69(62) 48(43)
Completeness (%) 97.1(837) 972(85.9) 976 (87.8)
Presge (%) 8.3(43.6) 116(31.9) 8.4(37.3)
lfer (1) 11.3(2.0) 135(5.0) 14.7(38)
Refinement
Rusi/Riee (%) 23.0/296 17.1/221 16.4/206
Average B-factor 545 azr 291
RAMSD for bond lengths (A) 0.006 0.023 0.025
RMSD for bond angles (°) 1.261 1.903 1.938
Protein chains 4 2 2
Water molecules 30 330 452
Ramachandran plot
Favoured region (%) 90.63 96.44 97.09
Additionally allowed region (%) 8.02 339 2.9
Qutlier region (%) 135 017 0.00
PDB code 3pzy 3pzy ¥

Figure 5 Crystal structure of the BsCel5A CC

(R) Cartoon representation of the protein structure, with the manganese fon shown as a green
sphere. (B) Zoom of the active site showing the glutamate residues (carbon atoms in yellow),
other calalytically relevant residues (carbon atoms in green) and two water molecules (red
spheres). (C) Electrostatic surface coloured by charge, from red ( —) to blue (+ ), indicating
the presence of the manganese ion in an acidic groove. (D) Interactions of protein residues
(grey) and water molecules (red spheres) with the manganese fon (green sphere). The 29 A
resolution structure (pink) has an aspartate residue of a neighbouring molecule (blue) occluding
the manganese-binding site.

deprotonates at high pH, disrupting the hydrogen network
required for catalysis. On the other hand, enzymes with the type A
catalytic triad would remain active even in basic conditions, which
is advantageous for biotechnological purposes.

In the manganese complex structure, the ion is located at
the opposite face of the active site, near to the lid-like p-
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hairpin (Figure 5C), and is hexa-co-ordinated by the two
negatively charged residues Asp'™ and Asp'’, the polar Asn'*,
the carbonyl oxygen from Gly"" and two water molecules
(Figure 5D). The strategic location of the manganese-binding site
permits simultaneous water-mediated interactions between the N-
terminus and distant regions of the protein, increasing the overall
structural rigidity and consequently a notable gain in the protein
stability. Comparison between forms II (without manganese ion)
and IT* (with manganese ion) showed that the ion only substituted
awater molecule in the highly negatively charged aperture without
affecting either the cleft architecture or the conformational states
of catalytically relevant residues. This result also suggests that
the region comprising the lid-like £-hairpin, which is subsequent
to the N-terminal end, can be a strategic motif that could be
engineered with the aim of improving protein stability. Indeed, in
the analogous hyperthermostable TmCelSA (T, maritima Cel5A)
[65]. the B-hairpin is replaced by an «-helical element, which
enables additional polar contacts, supporting the fact that the
stabilization of this region may implicate a higher overall stability.

157

The effect of the manganese ion on kinetics and specificity of
BsCelsA

Our biochemical data showed that the presence of Mn** ions
prolonged the lifetime of the enzyme at high temperatures
(90°C) (see Supplementary Figure S10 at http://www.Biochem].
org/bj/441/bj4410095add.htm)  without interfering with the
optimal conditions (pH and temperature) for activity (see Sup-
plementary Figure S3). Although it was expected that the gain in
thermal stability by Mn** ions could produce higher relative activ-
ities at high temperatures, both univariate (Supplementary Figure
S11 at http://www.Biocheml].org/bj/44 1/bj4410095add.htm) and
response  surface (Supplementary Figure S3) experiments
indicated no alteration in the temperature-dependent activity
profile. This native-like behaviour of BsCel5A could be related to
the unaltered configuration of the active site, since the ion binds
to a remote site, ~30 A away from the active-site cleft. In terms
of protein dynamics, we suggest that, although the 1on stabilizes
the structural framework of the enzyme, the catalytic machinery
remains susceptible to temperature-induced changes.
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As expected, the presence of Mn’* ions did not modify
substrate preference, but it slightly reduced the total activity
by approximately 30 % (Supplementary Figure S2). This partial
inhibition was initially attributed to a possible secondary
binding site involving the catalytic glutamate residues, since the
manganese-binding site is sterically and electrostatically similar
to the active-site pocket, and in the crystal structure of TmCel5A,
a divalent (cadmium) ion was found interacting with the catalytic
elutamate residues [66]. However, kinetic experiments showed
that the Mn** ion did not interfere with the substrate binding (K ,,)
(Table 2), thus discarding the possibility of an inhibitory effect
by a competitive mechanism, In fact, only V., was decreased by
the presence of Mn** ions, which reflected as a lower enzymatic
efficiency (Table 2). It could be a consequence of the higher overall
molecular rigidity, which prevents the conformational changes
required for optimal catalysis. This hypothesis is supported by
previous studies that described the pivotal role of ligand-induced
conformational alterations in the catalytic activity of family 5A
cellulases [66].

As a complement to the thorough characterization of the
binding and effects of the Mn** ions, other ligands were
tested, including several ions (Fe'*, Cu’*, Mn**, Zn*t,
Ni**, Co™*, Mg** and Ca’*), a chelating agent (EDTA),
surfactants (SDS and Triton X-100) and organic solvents
(methanol, ethanol and DMSO) (see Supplementary Figure S12
at http://www.Biochem).org/bj/441/bj4410095add.htm). Briefly,
none of the additives increased the enzymatic activity; Fe'* and
Cu* almost abolished the activity; methanol and ethanol did not
reduced the enzymatic activity at concentrations up to 10 % and
SDS caused a decrease of 30 % in enzymatic activity.

Biotechnological implications

Modern biotechnology lies at the interface between basic and
applied science, and continuously demands novel enzymes with
improved catalytic efficiency and stability under extreme and non-
natural conditions. Cellulases have many industrial applications,
including food processing, finishing of textiles and generation
of cellulosic bioethanol, one of the sustainable energy sources.
These industrial processes require cellulolytic activity under a
broad range of pH, temperature and ionic strengths, In this
context, the understanding of enzymes at a molecular level and the
mechanisms toimprove their stability and to modify their catalytic
efficiency and specificity is essential for rational protein design
aiming to ameliorate their use in biotechnological processes.

In the present study, we investigated the role of the accessory
domain in the stability and function of family 5 cellulases,
and a novel mechanism for thermal stabilization was proposed.
Our results showed that Bacillus CBM3 represents a novel
subfamily, which lacks the calcium-binding site and its binding to
carbohydrate is mediated by polar contacts. Moreover, Bacillus
CBM3 decreases the overall enzyme stability, which can be
attributed to the lack of the structural caleium ion, but on the
other hand it improves the catalytic efficiency. The discovery
of a specific manganese-binding site that is conserved among
SA cellulases suggests a novel approach for thermal stability
enhancement without enzyme engineering.
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Figure S1  SDS/PAGE analysis of the purified BsCel5A constructions
(R)WT, (B) CC and (C) CBM3.
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Figure 82 Relative activity of BsCel5A (WT) and the CC on different
substrates

Substrates used were A-glucan (BG), carboxymethylcellulose (CMC) and lichenan (LG).
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Structural factors and atomic co-ordinates of the Bacillus subtilis cellulase 5A catalytic core have been deposited in the Protein Data Bank unde
accession codes 3PZV (Form 1), 3PZU (Form Il) and 3PZT (Form II*). NMR data of the Bacillus subtilis cellulase 5A CBM3 were deposited in the Biologica
Magnetic Resonance Bank and Protein Data Bank under codes 17399 and 2L8A respectively,
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Figure 83 Response surface analysis

Effect of pH and temperature on the glucanase activity of BsCelSA (A, without Mn?* and B, with 10 mM Mn?* ) and on the catalytic core (C, without Mn?* and D, with 10 mM Mn?+ ),
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Figure S4  Assigned N-'H-HSQC spectrum of the CBM3 domain
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Figure S5 Multiple sequence alignment of the region corresponding to the
classical calcium-hinding site in CBMs helonging to family 3

CBM3a (PDB codes 1NBC and 1G43), CBM3b” (PDB code 2WOB), CBM3e (PDB codes
1687 and 4TF4) and CBM3d sequences: Bsu, B. subtifis (GB: NP_389695.2); Bst, Bacillus
stearothermophilus (GB: AD021451.1); BIi, Bacillus icheniformis (GB: AAPS1020.1); Bpu,
Bacillus pumilus (GB: ACY72384.1); and Bam, Bacillus amyfoliquefaciens (GB: ABSTO711.1).
The residues that interact with the calcium ion by side-chain or main-chain atoms are highlighted
in green or cyan respectively. The residug conserved in all CBM3 subclasses is in yellow and
those conserved only in CBM3d members are in red. The numbers at the top correspond to the
BsCel5A numbering and the numbers at the bottom correspond to the TNBC numbering.

No exchange 15 minutes 6 hours 10 days

Figure $6 "N-'H-HSQC spectra (bottom panels) of hydrogen-deuterium exchange experiments at different time intervals and schematic representation of
the structure (top panels) indicating more (green) or less (red) solvent-exposed residues
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Figure S7 "N-'H-HSQC spectra of CBM3 as isolated (black) and in the

presence of cellopentaose (overlayed in red)

The residues perturbed by the ligand are labelled. The inget shows a magnification of a

representative spectral region with chemical shift changes.
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Figure S8  SAXS scattering curves (top panels) and normalized distance distribution p(r) functions (bottom panels)

(R) Catalytic core, (B) CBM3 and (C) full-length protein.

W.Gmw

lddA

a

éﬂ 44 howtes
Hi P

Figure 89 Schematic representation of the three possible catalytic triads

in cellulases belonging to family 5A

Carbon atoms are coloured in white, blue and brown for type A, B-and C respectively.
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Figure §11 Temperature-dependent activity profile of BsCel5A in the
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Figure S12 Effect of different additives on the endo-1,4-B-glucanase
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Table $2 Summary of the NMR data for Bacillus CBM3
RMSD, root mean square deviation.

Factor Result
NOES
Total 1373
Sequential 672
Medium-range distance 105
Long-range distance 59
Ramachandran plot
Favoured region (%) 974
Generously allowed region (%) 26
Disallowed region (%) 00
RMSD (A)
Backbone atoms (full-length®) 0.91
Backbone atoms (structured) 0.66
Non-hydrogen atoms (full-length) 1.66
Non-hydrogen atoms (structured) 153

*Full-length CBM3d comprises the amino acid segment from 351 to 499.

+Structured regions are the segments 354-359, 373-378, 368-395, 402-408, 417422,

431-438, 452457, 467473, 484-488 and 491-496.

Tahle S1 Central composite design matrix (22) and glucanase activity after 10 min of incubation

Coded levels (X; =pH; % =T)

Actual levels (X; =pH; X, =T)

Run number X Xp X Xa Glucanase activity (IU/mg protein)
1 =4 —4 46 742 1398
2 1 -1 74 742 1709
3 = 1 46 948 175.2
4 1 1 74 948 2042
5 —1414 0 40 845 68.6
6 1414 0 80 845 154.6
7 0 —1414 60 700 159.7
8 0 1414 6.0 99.0 2389
9 0 0 60 845 2346
10 0 0 6.0 845 2413
1 0 0 6.0 84.5 2478
12 0 0 6.0 845 2471
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The breakdown of p-1,4-mannoside linkages in a variety of mannan-containing polysaccharides is of
great importance in industrial processes such as kraft pulp delignification, food processing and produc-
tion of second-generation biofuels, which puts a premium on studies regarding the prospection and engi-
neering of -mannanases. In this work, a two-domain f-mannanase from Thermotoga petrophila that
encompasses a GH5 catalytic domain with a C-terminal CBM27 accessory domain, was functionally
and structurally characterized. Kinetic and thermal denaturation experiments showed that the CBM27
domain provided thermo-protection to the catalytic domain, while no contribution on enzymatic activity
was observed. The structure of the catalytic domain determined by SIRAS revealed a canonical (2/p)g-bar-
rel scaffold surrounded by loops and short helices that form the catalytic interface. Several structurally
related ligand molecules interacting with TpMan were solved at high-resolution and resulted in a
wide-range representation of the subsites forming the active-site cleft with residues W134, E198,

Keywords:

Mannan endo-14-f-mannosidase
Glycoside hydrolase family 5
Carbohydrate binding module 27
Thermotoga petrophila RKU-1
Crystal structure

Substrate recognition

R200, E235, H283 and W284 directly involved in glucose binding.

© 2011 Elsevier Inc. All rights reserved,

1. Introduction

Mannan endo-1.4-f-p-mannosidase or 1,4-f-p-mannan mann-
nohydrolase (EC 3.2.1.78), commonly referred as p-mannanase,
catalyzes the hydrolysis of p-1,4-mannoside linkages in various
mannan-containing polysaccharides, such as glucomannans and
galactomannans (Stalbrand et al, 1993; de Vries and Visser,
2001). Degradation of these polysaccharides represents a key step
for a number of industrial applications including delignification of
kraft pulps (Tenkanen et al., 1997; Montiel et al., 2002), food pro-
cessing (Sachslehner et al., 2000; Dhavan and Kaur, 2007) and pro-
duction of second-generation biofuels (Dhavan and Kaur, 2007). [n
general, these Dbiotechnological processes such as biomass
pre-treatments, are performed under extreme environmental

Abbreviations: Mannanases: TpMan, from Thermotoga petrophila; TiMan, from
Thermobifida fusca; TrMan, from Trichoderma reesei; LeMan, from Lycepersicon
esculentum; CmMan, from Celivibio mixtus; CiMan, from Cellvibrio japonicus; BaMan,
from Bacillus agaradhaerens; BsMan, from Bacillus subtilis; VsMan, from Vibrio sp.
strain MA-138.

* Corresponding author. Address: Laboratorio Nacional de Biociéncias (LNBio),
Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais, Rua Giuseppe Maximo
Scolfaro, 10000 Campinas, 13083-970 SP, Brazil. Fax: +55 19 3512 1004.

E-mail address: mario.murakami@lnbio.org.br (M.T. Murakami).

1047-8477/$ - see front matter © 2011 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi;10,1016j,jsb.2011.11,021

conditions regarding pH, osmolarity and temperature. Thus,
p-mannanases being stable and functional at high temperatures
offer substantial techno-economical advantages.

In addition to their biotechnological relevance, mannan-degrad-
ing enzymes also participate in a number of biological processes
such as fruit ripening (Pressey, 1989), seed germination (Black,
1996) and remodeling of plant cell walls (reviewed in Schrider
et al., 2009). These enzymes have also been used in structural
characterization of polysaccharides having f-mannosidic linkages
and sequencing of heteropolysaccharides and carbohydrates at-
tached to glycoproteins (Dhavan and Kaur, 2007).

Thermotoga petrophila strain RKU-1 (T) is a hyperthermophilic
bacterium isolated from the Kubiki oil reservoir in Niigata (Japan)
that grows optimally at 80 °C (Takahata et al., 2001). Some hyper-
thermostable enzymes produced by this microorganism have dem-
onstrated great potential for industrial applications and served as
models for investigating structure-function-stability relationships
in multidomain glycosyl hydrolases (Santos et al., 2010, 2011;
Squina et al., 2010; Cota et al., 2011).

The p-mannanase from T. petrophila RKU-1, TpMan, consists of a
CaZy GH5 catalytic core connected to a CBM27 accessory domain
by an 100-residue-long linker. To date, only six structures of GH5
endo-p-1,4-mannanases have been solved: Thermobifida fusca

Please cite this article in press as: Santos, C.R.d. et al. Molecular insights into substrate specificity and thermal stability of a bacterial GH5-CBM27
endo-1,4-f-o-mannanase. |. Struct. Biol. (2011), doi:10.1016/j.jsb.2011.11.021
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KW3 (TfMan, PDB codes 1BQC, 2MAN, 3MAN; Hilge et al., 1998),
Trichoderma reesei (TrMAn, PDB codes 1QNO, P, Q, R, S; Sabini
et al., 2000), Bacillus sp. JAMB-602 (PDB code: TWKY; Akita et al.,
2004), Lycopersicon esculentum (LeMan, PDB code 1RH9; Bourgault
et al., 2005), Bacillus agaradhaerens (BaMan, PDB code 2WH];
Tailford et al., 2009), and Bacillus sp N16-5 (PDB code: 3JUG; not
published). From those, only LeMan and TrMan share some
sequence identity (~30%) with TpMan. Both enzymes are non-
thermophilic proteins and are poorly related to bacterial p-man-
nanases because of their low sequence similarity and high degree
of glycosylation. Several f-mannanases from both eukaryotic and
prokaryotic organisms display high affinity for glucomannans
(Pressey, 1989; Tenkanen et al., 1997; Hilge et al., 1998; Tailford
et al., 2009; Tanaka et al., 2009); however, the identification of glu-
cose binding sites and their respective mode of interaction remain
unknown,

Thus, in order to shed light on the molecular basis of thermal
stability and substrate specificity of thermostable bacterial f-man-
nanases, we performed an extensive biochemical and structural
characterization of a f-mannanase from the hyperthermophilic
bacterium T. petrophila RKU-1. Unfolding studies of deletion mu-
tants demonstrated that the CBM27 accessory domain confers
thermo-protection to the catalytic core. The TpMan catalytic core
structure was solved by the SIRAS method and several ligand-pro-
tein structures were obtained at high resolution revealing the de-
tails of the substrate-binding channel and the mechanism of
glucose binding.

2. Material and methods
2.1. Cloning, protein expression and purification

The catalytic domain of the endo-1,4-p-p-mannanase (residues
32-393) from T. petrophila RKU-1 (TpManACT, GenBank Accession
Code: YP_001245126) was cloned, expressed and purified accord-
ing to Santos et al. (2010). Briefly, Escherichia coli BL21(DE3)ASlyD
cells harboring the TpManACT/pET-28a vector were grown in
selective LB medium to an ODggoy Of 0.8 and 0.5 mM IPTG was
added to induce heterologous expression for 4 h. The harvested
cells were lysed and TpMan isolated from the soluble fraction by
nickel-affinity and size-exclusion chromatographies. Sample qual-
ity was assessed by polyacrylamide gel electrophoresis under
denaturing conditions (Laemmli, 1970) and dynamic light scatter-
ing experiments.

Prior to crystallization, the sample was dialyzed against 25 mM
Tris-HCI pH 7.5 and concentrated to 12 mg ml ' with Amicon cen-
trifugal ultrafiltration units (Millipore).

2.2. Enzyme assays

Mannan endo-14-p-mannosidase activity was determined
using a modified 3,5-dinitrosalicylic acid (DNS) method (Miller,
1959). The reaction was performed by mixing 10 pL of the diluted
enzyme with 50 uL of mannan or glucomannan at 5 mg/mL for
5min at 85°C. The reaction was stopped by the addition of
100 pL DNS reagent followed by boiling the sample in a ~100 °C
water bath for 5 min. A response surface methodology was em-
ployed to optimize the reaction conditions for TpMan using gluco-
mannan as substrate. The variables pH and temperature were used
to design a central composite (k = 2) with four central points, total-
izing 12 experiments (Table S1) (Myers and Montgomery, 2001;
Cota et al., 2011). One unit of mannan endo-1,4--mannosidase
activity was defined as the amount of enzyme needed to release
1 pmole of mannose equivalents per minute. All experiments were
done in triplicate, and average values are reported.

2.3. Capillary zone electrophoresis of oligosaccharides

The oligosaccharide 1,4-p-p-mannohexaose (Megazyme) was
derivatized with 8-aminopyreno-1,3,6-trisulfonic acid (APTS) by
reductive amination (Chen and Evangelista, 1995). Capillary zone
electrophoresis (CZE) was performed on a P/ACE MQD instrument
(Beckman Coulter) equipped with laser-induced fluorescence
detection. A fused-silica capillary (TSP050375, Polymicro Technol-
ogies) of internal diameter of 50 pm and total length of 31 cm was
used as separation column for oligosaccharides. Samples were in-
jected by application of 0.5 psi pressure for 0.5 s. Electrophoresis
conditions were 15 kV/70-100 pA at a controlled temperature of
20 °C. Oligomers labeled with APTS were excited at 488 nm and
emission was collected through a 520 nm band pass filter.

2.4, Circular dichroism spectroscopy

Far-UV CD spectra of the full-length protein (TpMan) and the
truncated catalytic domain (TpManACT) were measured between
190 and 260 nm in 10 mM phosphate buffer, pH 6.0 at 25 °C with
a Jasco J-810 spectropolarimeter (Hachioji City, Tokyo, Japan) using
a 2-mm-path-length cuvette and a protein concentration of
0.1 mg/ml. For each experiment, a total of 20 spectra were col-
lected, averaged and corrected by subtraction of a buffer blank
and ellipticity was reported as the mean residue molar ellipticity
(0; deg cm? dmol ).

In order to investigate the thermal stability, CD spectra were
analyzed at different temperatures ranging from 20 to 100 °C.
Thermal unfolding was monitored by far-UV CD at 222 nm. The
reversibility of thermal denaturation was verified by cooling the
denatured sample and subsequent reheating.

2.5. Crystallization, iodine derivatization and data collection

Since attempts to crystallize the intact TpMan were unsuccess-
ful, due to the inherent flexibility of the long linker, crystallization
experiments were carried out with a truncated form (TpManACT)
in which the linker and CBM27 domain were removed.

TpManACT crystals were obtained by the sitting drop vapor dif-
fusion method at 293 K by mixing 0.5 pl of protein solution with an
equal volume of reservoir solution consisting of 0.1 M citrate pH
5.5,1 M ammonium phosphate and 0.2 M sodium chloride. The na-
tive structure was obtained when a single crystal was directly
flash-cooled in a 100 K nitrogen stream without the addition of
cryoprotectants. The iodine derivative was prepared according to
the quick cryo-soaking method (Dauter et al., 2000) by soaking
TpManACT crystals in the cryosolution (12.5% (v/v) glycerol) with
0.5 M sodium iodide, for 1 min, Glucose was incorporated by soak-
ing crystals in the reservoir solution containing 0.5 M glucose, for
5 min. Likewise the maltose complex was obtained by adding
0.1 M maltose in the drop solution. The 1222 crystal form was ob-
tained from a solution containing 0.1 M phosphate pH 4.2, 5% (w/v)
PEG-1000, 36% (w/v) ethanol and 10% (v/v) glycerol (Santos et al.,
2010).

Diffraction intensities were measured at the tunable-energy
MX2 beamline (Brazilian National Synchrotron Light Source, Cam-
pinas, Brazil). All datasets were collected with X-ray energy set to
8500 eV except for the derivative crystal whose data were col-
lected at 7797 eV in order to increase the anomalous signal. Data
were indexed, integrated and scaled using the HKL2000 package
(Otwinowski and Minor, 1997).

2.6. Structure determination and refinement

TpManACT structure was determined by single isomorphous
replacement anomalous scattering (SIRAS) method using the

Please cite this article in press as: Santos, CR.d, et al. Molecular insights into substrate specificity and thermal stability of a bacterial GH5-CBM27
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native and iodide derivative datasets (Table 1). The positions of
thirteen iodine atoms with occupancy over 0.4 were obtained by
using the SHELXD program (Schneider and Sheldrick, 2002). The
iodine substructure was further used to estimate phases using
the SHELXE program, which also employs solvent flattening meth-
od to improve the quality of phases (Sheldrick, 2002). Automated
model building using the amino acid sequence of TpMan (GenBank
code YP_001245126) was performed with the ARP/wARP program
(Langer et al., 2008). Around 99% of the molecule was automati-
cally traced. Initial cycles of refinement involved a restrained and
overall B-factor refinement using the REFMAC5 program
(Murshudov et al., 1997). After each cycle of refinement, the model
was inspected and manually adjusted to correspond to computed
cA-weighted (2F, — F.) and (F, — F.) electron density maps using
the COOT program (Emsley and Cowtan, 2004). Water molecules
were manually added at positive peaks above 3.0 ¢ in the differ-
ence Fourier maps, taking into consideration hydrogen-bonding
potential. Crystal structures with resolution better than 1.85 A res-
olution were subjected to restrained and anisotropic refinement in
later cycles. The 1222 form and complex structures were solved by
molecular-replacement method using the refined native structure
as template with the MOLREP program (Vagin and Teplyakov,
1997). Data collection and refinement statistics are summarized
in Table 1.

3. Accession Numbers

Coordinates and structure factors have been deposited in the
Protein Data Bank with the Accession Codes 3PZG, 3PZ9, 3PZM,
3PZN, 3PZ1, 3PZ0 and 3PZQ.

4. Results and discussion
4.1. Functional characterization

TpMan was incubated with APTS-labeled mannohexaose and
cleavage products resolved by capillary zone electrophoresis
(Fig. S1). The major cleavage product was mannotriose with detec-
tion of minor amounts of mannobiose and mannotetraose, con-
firming that TpMan is an endo-f-1,4-mannanase.

A Central Composite Design with two variables (pH and tem-
perature) was used to optimize TpMan reaction conditions (Table
S1). Both wild-type (WT) and catalytic-domain proteins estab-
lished maximal activity at the acidic pH range of 4.5-6.5
(Fig. $2). The truncated catalytic domain had optimal activity at a
lower temperature range (79-89 °C) when compared to the WT
protein (81-93 °C) (Figs. S2B and D), This difference may be an
indication that the full-length WT protein is more thermotolerant
than the truncated catalytic domain. A similar thermoprotection
effect was also observed for Man26 from the thermophilic bacte-
rium Caldicellulosiruptor strain Rt8B.4, which contains two tandem
N-terminal CBM27s (Roske et al., 2004). The deletion of both acces-
sory domains reduced the optimal temperature for catalysis from
80 to 60 °C (Roske et al., 2004).

4.2. How useful is the CBM27 accessory domain for catalytic function?

A kinetic study was performed with full-length WT and cata-
lytic-domain proteins using 1,4-p-p-mannan and konjac gluco-
mannan as substrates (Table 2). Both TpMan and TpManACT had
a clear preference for konjac glucomannan, exhibiting a significant
higher catalytic efficiency (Table 2). Preference for konjac gluco-
mannan has also been shown for endo-1,4-f-mannosidase from
Aspergillus niger BKO1 (Bien-Cuong et al., 2009), which shares 32%
of amino acid sequence identity with TpMan. Moreover, the

A. niger mannosidase contains no accessory domain indicating that
the molecular determinants for glucomannan specificity reside
exclusively in the catalytic domain. Indeed, deletion of the
CBM27 domain from TpMan had no affect on enzyme specificity
(Table 2). In contrast, Man5C from Vibrio sp., a GH5 mannanase
with a CBM27 accessory domain, showed strong positive interac-
tion of the accessory domain with enzyme kinetics improving cat-
alytic efficiency (ke /K.) (Tanaka et al., 2009). On the other hand,
Man5C was isolated from a mesophilic bacterium and shares only
37% of amino acid sequence identity with TpMan thus suggesting
distinctive roles for the accessory domain.

Unconventionally, the deletion of the accessory domain has no
statistically relevant effect on the catalytic efficiency upon both
mannan and konjac glucomannan (Table 2). For both substrates,
the truncated catalytic domain showed higher V. In addition,
substrate-binding assays showed that TpMan was not adsorbed
by insoluble mannan corroborating our kinetic results (results
not shown)These data suggest that the accessory domain in
TpMan contributes neither to increase catalytic efficiency nor for
substrate specificity.

4.3. The CBM27 accessory domain is critical for thermal stability

The apparent minor effect of the CBM27 accessory domain on
TpMan enzymatic function as well as the lower temperature opti-
mum of the truncated catalytic domain led us to examine a possi-
ble role of CBM27 in enzyme stability. Circular dichroism of full-
length WT and truncated catalytic-domain proteins showed typical
2/ fold spectra (Fig. 1A), which are in full agreement with crystal-
lographic data. The full-length protein displayed a slighter global
residual molar ellipticity when compared to the truncated catalytic
domain (Fig. 1A). This effect can be attributed to the built-in
unstructured 100-amino acid residue-long linker in the full-length
protein (Fig. 3S).

To evaluate the role of CBM27 on enzyme stability, thermal
denaturation experiments were performed. As predicted, the dele-
tion of the CBM27 accessory domain reduced the melting temper-
ature from 100 to 88 °C (Fig. 1B), confirming the importance of
CBM27 for thermal stability. Thus, based on these biochemical
and biophysical evidences, the accessory domain of TpMan should
be properly referred as a thermostabilizing domain instead of a
carbohydrate-binding module.

4.4. TpMan structure

TpMan shares low amino acid sequence identity with other
structurally determined mannanases (~30%). The most similar
mannanases are LeMan, TrMan and CmMan (from Cellvibrio mixtus,
PDB codes 1UUQ and 1UZ4), which present 33%, 33% and 26% of
identity and structural superposition rmsd values of 1.6, 1.9 and
2.0 A, respectively (Fig. 2A, left). CmMan is an exo-cleaving enzyme
with only one substrate binding subsite (—1) (Dias et al., 2004). Ba-
Man and TfMan, are endo-cleaving mannanases with a clear ability
to cleave glucomannan, but are poorly related to TpMan.

The three-dimensional structure of the TpMan catalytic domain
folds into a classical (p/at)s barrel (Fig. 2A). The C-terminal barrel
core of p-strands is surrounded by loops and short helices that
form a flat molecular surface around the catalytic groove. The ac-
tive-site cavity has a volume of 1.507 A® (Fig. S4A) and is populated
by a number of aromatic and acidic amino acids including catalytic
residues, E198 and E317 (Figs. S4B and S5). In the TpMan active-
site geometry, E198 is hydrogen bonded to H278 and W134 side
chains, whereas E317 is coordinated by R71 and Y280 side chains
(Fig. S5). Residues Y45, W73, N197, R200, E235, W284 and W350
forming the catalytic interface are absolutely conserved within
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Table 1
Data and refinement statistics for TpManACT structures.
Crystalline form | Crystalline form 11 lodine Glucose Maltose Maltose + Glycerol
Data collection
Space group 1222 P2:2i2 P2:2i2 P212:2 P2i2121 P21212

Cell dimensions

a, b, c(A) 91.03, 89.97, 97.90 55.46, 83.35,92.18

55.55, 83.63, 92.66

55.43,83.23,91.92 55.11, 83.19, 91.52 55.29, 83.30, 92.08

Resolution (A) 30.00-1.40 30.00-1.42 30.00-1.82 30.00-1.55 30.00-1.92 30.00-1.55
(1.45-1.40) (1.47-1.42) (1.89-1.82) (1.61-1.55) (1.99-1.92) (1.61-1.55)

Mosaicity (°) 0.9 03 0.5 04 1.0 0.6

Rym (%) 5.1(33.7) 7.2(56.8) 9.0(31.1) 73 (52.2) 9.5 (50.9) 7.1 (56.0)

Il (1) 403 (4.9) 302 (2.2) 245(89) 232(29) 25.0(5.0) 247(24)

Completeness (%) 96.5(78.7) 98.4 (86.0) 99.3(98.2) 99.9(99.1) 99.6 (99.3) 97.7 (84.5)

Unique reflections 76,427 (6160) 80,074 (6891) 39,216 (3790) 62,462 (6068) 32,825 (3225) 61,007 (5208)

Multiplicity 12.1(8.1) 9.1(5.3) 13.6 (12.5) 6.1(53) 10.0 (10.5) 71(5.7)

Structure refinement

Rwork/Reree (%) 15.4/184 145/17.8 - 14.0/18.3 16.3/21.0 17.1/202

Overall B factor 17.4 178 - 17.0 185 174

No. protein atoms 2950 2943 - 2937 2942 2944

No. water molecules 319 417 = 370 265 291

Ligands TRS-GOL = - GLC MAL MAL-GOL

RMSD bond lengths (A) 0.030 0.030 - 0.027 0.025 0.033

RMSD bond angles () 2.301 2229 - 2.073 1.997 2.639

Ramachandran plot

Most favored regions (%) 96.9 96.6 = 96.9 96.1 96.9

Allowed regions (%) 3a 3.4 3.1 3.9 341

PDB entry code 3PZG 3pZ9 - 3PZI 3PZ0 3rPZQ

Values in parentheses are for highest-resolution shell.

Table 2
Apparent kinetic parameters of TpMan and TpManCT.

B-1.4-Mannan Glucomannan (Konjac)
TpManACT TpMan TpManACT TpMan
Vinax (1Ufmg) 25010 100£5 2036 11414
Key (mg/mL) 1.71+0.16 152+£023  080+0.11 1.02+0.19
Koo (575 178 126 148 145
Kearl K 104 83 165 142

all other B-mannanases with significant amino acid sequence iden-
tity (>30%) to TpMan (Fig. 2B).

In order to determine the mechanisms that guide substrate
binding interactions of a hyperthermostable f-mannanase, six pro-
tein crystals complexed with natural and mimetic oligosaccharides
were obtained (Fig. S6). The seven TpMan structures, one native
and six carbohydrate complexes shared high overall similarity
(RMSD < 0.4 A); however, local differences were observed in side
chain conformations of residues at the protein surface due to dis-
tinct crystalline contacts.

4.5. Protein-ligand interactions

Glucose and maltose ligands were incorporated using the soak-
ing method, which yielded high-resolution structures enabling
accurate interpretations of binding modes (Fig. S6). The preference
for glucomannan as substrate by TpMan (Table 2) motivated the
soaking with glucose (GLC) and maltose (MAL) molecules, since
structural determinants for glucose binding remain unknown.

In the glucose-TpMan complex crystal, the monosaccharide
occupied the +1 subsite and displayed an unexpected orientation
in which the reducing O1 atom was pointing to the negative bind-
ing subsite (Fig. 3A). This steric positioning was stabilized by sev-
eral hydrogen bonds with residues E198, R200, E235, H283 and
W284.

When TpMan crystals were soaked in the reservoir solution
containing 100 mM maltose, three maltose (MAL) molecules were
incorporated; one at a remote site participating in crystal packing
(Fig. S7A) with no apparent biological relevance and two located at
the active-site pocket (Fig. 3B). MAL1 was found at -3 and -2 sub-
sites, and MAL2 was attached to +1 and —1 subsites (Fig. 3B). Both
ligands made extensive interactions with the catalytically-relevant
residues and aromatic gate-keepers. Analogously to the glucose
complex, MAL1 also adopted a pose in which the free 01 atom
was turned to the substrate recognition area (Fig. 3B).

Residue N197 is conserved in all GHS p-mannanases (Sabini
et al,, 2000) and was found in LeMan structure interacting with
the —1 mannosyl group (Bourgault et al., 2005). Mutating this res-
idue to alanine caused loss of activity in E. chrysanthemi mannan-
ase (Bortoli-German et al, 1995). In TpMan complexes with
glucose and maltose, this residue was not making any contacts
with ligands, indicating that N197 is exclusively involved in man-
nose recognition.

A complex with carbohydrate mimetics including hydroxylated
organic compounds, tris and glycerol, were also obtained. They
were found at the active-site pocket spanning —3 to +1 subsites
and a detailed interaction map is shown in Fig. S7B. The TpMan
crystal complex with maltose and glycerol showed a similar con-
figuration observed in the maltose complex with the exception of
MAL1, which was replaced by two glycerol molecules (Fig, S7C).

The presence of multiple ligands at the +1 subsite is compatible
with the broad substrate specificity exhibited by TpMan, which
hydrolyzes glucomannan, mannan and other mannan-containing
polysaccharides. The ligand-protein complexes examined in this
study revealed a thorough recognition and interaction map of gly-
cosyl groups with residues forming the catalytic interface of TpMan.

4.6. Mapping of substrate-binding subsites

Comparative structural analysis of TpMan complexes with
other mannanase complexes permitted us to map the substrate
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Fig.1. Biophysical characterization of TpMan constructs. (A) Far-UV CD spectra and (B) thermal denaturation of wild-type (continuous line) and ACT (dashed line) proteins.
Experimental denaturation data are shown as open and full circles for ACT and WT constructs, respectively.

Fig.2. Sequence and structural analysis of TpMan. (A) Structural superposition of TrMan (pink, left), LeMan (blue, left), BaMan (cyan, right), TfMan (green, right) on TpMan
(yellow, both). The catalytic residues, E198 and E317, are drawn as sticks with carbon atoms in yellow. (B) Multiple sequence alignment of TpMan with other j-mannanases
with known 3-D structures. Residues identical to those of TpMan are shaded in gray. The residues strictly conserved in all f-mannanases and cellulases belonging to GHS
family are highlighted in blue (catalytic residues) and yellow, (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of

this article.)

binding subsites (Fig. 4). The ligands found in TpMan structures
covered -3, -2, —1 and +1 substrate-binding subsites and the
—4 and other positive binding subsites were suggested by struc-
tural comparisons.

From the eight residues strictly conserved among GH5 mannan-
ases and cellulases (Hilge et al., 1998), seven are present in TpMan.
All conserved residues encompass —1 and +1 subsites including
R71, N197, E198, H278, Y280, E317 and W350 (Fig. 4Bi). The -2
subsite formed by residues Y45, W73 and D371 is also conserved
in LeMan and TrMan (Fig. 4Bii). However, in the +1 subsite of
TpMan, there is a non-conserved histidine residue (H283), which
is replaced by a glutamine in LeMan and by a serine in TrMan
and with no equivalent residue in both TfMan and BaMan
(Fig. 4Bi). In the native structure, H283 displayed a double side-
chain conformation (Fig.S8), whereas in the sugar-complex struc-
tures, it adopts a defined rotamer conformation in proximity to
the aromatic residues W280 and F373 (Fig. $8). In addition, this

residue participates in the coordination of MAL and GLC molecules,
suggesting a role in substrate recognition and interaction.

The structure of TfMan with a mannotriose bound to the active
site (PDB code 3MAN) revealed the residues forming -2, -3 and
—4 subsites (Hilge et al., 1998). In this complex structure, a flat sur-
face was observed at the —4 subsite (Fig. S9D), whereas in the
TpMan there is a narrow cleft at the equivalent position
(Fig. S9A). The residues D84, K85, $359 and D360, which made con-
tacts with the glycosyl residue at the —3 subsite in the TpMan-
maltose complex, are closing the aperture and may establish the
—4 subsite (Fig. 4Biii). This region is also different in LeMan and
TrMan, which contain a wider cleft (Figs. S9B and S9C, respec-
tively), indicating that the —4 subsite in TpMan is unique.

The -3 subsite is also different when compared to other man-
nanases, mainly because of residue Y370 that makes hydrophobic
stacking interactions with the saccharide ring (Fig. 4Biv). This res-
idue is absent in all other mannanases and in the TfMan structure a
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w284

Fig.3. Stereo view of interactions between ligands and active-site residues of TpMan: (A) glucose and (B) maltose complexes,

Fig.4. Comparison of TpMan substrate-binding sites with other endo-fi-1,4-mannanases. (A) Molecular surface representation of TpMan with substrates bound to the active
site. (B) Details of the residues forming the subsites: (i) —1 and +1, (ii) -2, (iii) —4, (iv) -3, (v) +2 and (vi) +3. The carbon atoms of residues and ligands are colored according to
each endo-B-1,4-mannannase: TpMan and maltose in yellow, TrMan and mannobiose in pink, TfMan and mannotriose in green, LeMan in blue and BaMan in cyan.

129



130

Camila Ramos dos Santos et al./Journal of Structural Biology xxx (2011) xxx-XXX 7

similar role is played by residue W30 (Fig. 4Biv). TpMan has a
phenylalanine residue, F137, at the corresponding position, which
does not seem to interact with the substrate.

Despite no ligand was observed occupying the +2 subsite in sev-
eral TpMan structures, residues R200, E235 and W284 located
downstream to the +1 subsite are conserved in LeMan and TrMan
(Fig. 4Bv). Furthermore, these residues made direct or water-med-
iated hydrogen bonds with GOL, GLC and MAL molecules that were
found at the +1 subsite (Figs. 3 and S7), suggesting that they form
the +2 subsite in TpMan.

The +3 subsite was proposed to be formed by residue W171 in
TfMan (Hilge et al., 1998) and structural superposition with TpMan
indicates that W253 is the equivalent residue (Fig. 4Bvi). In Leman
and TrMan, this residue is substituted by a tyrosine, and in BaMan,
there is no corresponding residue.

In summary, multiple ligand-complex structures showed that
TpMan can bind glycosyl groups at subsites ranging from -3 to
+1. In LeMan and TrMan those residues involved in binding of gly-
cosyl groups, comprising subsites —2, —1, +1 and +2, are conserved
indicating a similar molecular recognition pattern of gluco-substi-
tuted mannans. Studies on BaMan indicated the -2 subsite in
determining specificity however, in TpMan, TrMan and LeMan
the —2 subsite as well as additional distal subsites are different,
suggesting a distinctive structural mechanism.

5. Concluding remarks

The carbohydrate-binding modules have been associated with
targeting the parental catalytic domain to the appropriate sub-
strate enhancing the specific activity of the enzyme (Bolam et al,,
1998; Boraston et al.,, 2003; Carrard et al., 2000). Our biochemical
data suggested that CBM27 of TpMan is not implicated in substrate
selectivity and has no significant effect on enzyme kinetics. On the
other hand, the accessory domain confers thermal stability to the
catalytic domain, indicating a structural role. Biophysical charac-
terization of other T. petrophila glycosyl hydrolases containing
CBMs showed similar thermo-protective effects. However, the
mechanism by which CBM27, an independent domain connected
to the catalytic domain by a 100-residue-long linker, interferes
with enzyme stability remains unknown.

The crystal structure of the catalytic domain, solved by the
SIRAS method, unveiled the molecular topology of the catalytic
interface of TpMan and several ligand-complex structures allowed
us to define each subsite forming the large substrate-binding chan-
nel and to identify residues relevant for glucomannan recognition.
Glucose and maltose complexes revealed that subsites ranging
from —3 to +1 are able to bind glycosyl groups so that the saccha-
ride adopts an unusual orientation with the free O1 atom turned to
the substrate-binding subsites.

The biochemical and structural dissection of this hyperthermo-
stable GH5-CBM27 endo-1,4-f-mannanase from T. petrophila con-
tributes to a better understanding of the molecular determinants
for substrate binding, particularly for gluco-substituted mannans
and presents an unconventional facet of some carbohydrate-bind-
ing modules more related to structural stability instead of enzyme
function.
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Table S1: Central composite design matrix (2%) and the response of TpMan activity after

10 minutes of incubation.

Run no. Coded levels Actual levels Lar:cigiriitr;ase
(Xi=pH; X, =1) (X1 =pH; X> = 1) (IU/mg protein)
Xy X Xy Xz
1 -1 -1 4.6 74.2 139,8
2 1 -1 7.4 74.2 170,9
3 -1 1 4.6 94.8 175,2
4 1 1 7.4 94.8 204,2
5 -1.414 0 4.0 84.5 68,6
6 1.414 0 8.0 84.5 154,6
7 0 -1.414 6.0 70.0 159,7
8 0 1.414 6.0 99.0 238,9
9 0 0 6.0 84.5 234,6
10 0 0 6.0 84.5 241,3
11 0 0 6.0 84.5 247.,8
12 0 0 6.0 84.5 247,1
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Figure S1: Capillary zone electrophoresis of APTS-labeled oligosaccharides released by

TpMan during enzymatic hydrolysis of mannohexaose.
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Figure S2: Functional characterization of TpMan constructions. 3D and 2D profiles of

response surface results of TpMan (A, B) and TpManACT (C, D).
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Figure S3: Schematic representation of TpMan domain architecture.

Figure S4: Details of the TpMan catalytic groove. (A) Molecular surface representation
with the active-site pocket colored in blue. (B) Stick representation of the residues

forming the pocket.

Figure S5: Hydrogen bond network supporting the catalytic residues E198 and E317.
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Figure S6: Electron density map (1.0 sigma) for the ligands in TpMan complexes. (A)
1222 space group structure, (B) TRS+GOL complex, (C) CIT+GOL complex, (D) GLC
complex, (E) MAL complex and (F) MAL+GOL complex.
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Figure S7: Interactions between ligands and protein residues in TpMan complexes: (A)
maltose at a remote site, (B) glycerol and tris molecules at the active-site pocket, and

(C) maltose and glycerol also at the active site.

Figure S8: (A) Double side-chain conformation of the residue H283 with electron
density map (1.0 sigma). (B) Representation of the +1 subsite in the presence of a

maltose molecule.
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Figure S9: Molecular surface representation of the active-site cleft of TpMan (A),
LeMan (B), TrMan (C), TfMan (D) and BaMan (E). The surface and carbon atoms of
ligands are colored according to each endo-f-1,4-mannannase: TpMan and maltose in
yellow, LeMan in blue, TrMan and mannobiose in pink, TfMan and mannotriose in

green and BaMan in cyan.
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The repeat domain of the type III effector protein PthA shows a TPR-
like structure and undergoes conformational changes upon DNA
interaction
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The repeat domain of the type lll effector
protein PthA shows a TPR-like structure
and undergoes conformational changes upon

DNA interaction
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and Celso Eduardo Benedetti*
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ABSTRACT

Many plant pathogenic bacteria rely on effector pro-
teins to suppress defense and manipulate host cell
mechanisms to cause disease. The effector protein PthA
modulates the host transcriptome to promote citrus
canker. PthA possesses unusual protein architecture
with an internal region encompassing variable numbers
of near-identical tandem repeats of 34 amino acids
termed the repeat domain. This domain mediates pro-
tein—protein and protein-DNA interactions, and two
polymorphic residues in each repeat unit determine
DNA specificity. To gain insights into how the repeat
domain promotes protein—protein and protein—-DNA
contacts, we have solved the structure of a peptide cor-
responding to 1.5 units of the PthA repeat domain by
nuclear magnetic resonance (NMR) and carried out
small-angle X-ray scattering (SAXS) and spectroscopic
studies on the entire 15.5-repeat domain of PthA2
(RD2). Consistent with secondary structure predictions
and circular dichroism data, the NMR structure of the
1.5-repeat peptide reveals three z-helices connected by
two turns that fold into a tetratricopeptide repeat
(TPR)-like domain. The NMR structure corroborates the
theoretical TPR superhelix predicted for RD2, which is
also in agreement with the elongated shape of RD2
determined by SAXS. Furthermore, RD2 undergoes con-
formational changes in a pH-dependent manner and
upon DNA interaction, and shows sequence similarities
to pentatricopeptide repeat (PPR), a nucleic acid-binding
motif structurally related to TPR. The results point to a
model in which the RD2 structure changes its compact-
ness as it embraces the DNA with the polymorphic dire-
sidues facing the interior of the superhelix oriented to-
ward the nucleotide bases.

Proteins 2010; 78:3386—3395.
© 2010 Wiley-Liss, Inc.

Key words: TAL effectors; tetratricopeptide repeat; pen-
tatricopeptide repeat (PPR); Xanthomonas citri.
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INTRODUCTION

Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac), the causal agent of
citrus canker, induces the formation of raised pustules on the
surface of the host plant. The pustules typically develop into
larger corky and water-soaked lesions, which break the epider-
mis favoring bacterial dissemination.2 Although it is known
that canker lesions result from the intense division and expan-
sion of the host cells at the site of infection, how exactly Xac
induces cell division and growth is not yet clear. We have shown
that Xac modulates the synthesis of cell growth regulators during
the onset of infection? and that the common action of auxin
and gibberellin is required for initial canker development.4
Interestingly, these hormones alone or in combination had no
apparent effect on citrus cell growth or division, suggesting that
another factor is required for canker formation.* This additional
factor is thought to be the Xac effector protein PthA, which is
sufficient to promote cell hypertrophy when transiently
expressed in citrus leaves.? Accordingly, expression of PthA pro-
teins in citrus cells provokes transcriptional changes that overlap
with those triggered by Xac infection associated with auxin and
gibberellin action (Pereira and Benedetti, unpublished data).

PthA proteins differ from each other primarily by the
number of near-identical repeats of 33-34 amino acids that are
tandemly located in the central region of the protein. This
domain confers host selectivity and is critical to determine
pathogenicity.0:7 PthA proteins are 95-97% identical to
AvrBs3, the best known Xanthomonas type 111 effector protein.
AvrBs3 is targeted to the nucleus of host cells where it modu-
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lates transcription.8 Notably, AvrBs3 recognizes different
plant promoters and activates transcription of particular
genes in both susceptible and resistant plants.g‘10 The
interaction of AvrBs3 with its target DNA is mediated by
its repeat domain,9*IZ which is also essential for AvrBs3
dimerization before its nuclear import.13‘ Likewise, we
found that the repeat domain of PthA proteins is critical
for protein—protein interactions.!4 Therefore, it is
becoming clear that the repeat domain of such effectors
has a dual character as a protein scaffold that allows pro-
tein—protein and protein-DNA contacts with host targets.

An intriguing aspect of the repeat domain of such effec-
tors is the variability found in every repeat unit at certain
amino acid positions. In the case of the PthA variants, the
polymorphism occurs preferentially at Positions 4 (D, E, Q,
orA), 12 (Nor H), 13 (I, D, G, or S), and 24 (R or A) of the
repeat units.14 Since most members of the AvrBs3/PthA
protein family share high-sequence identity, it has been
postulated that, besides the variation in the number of
repeat units, the polymorphism within the repeat units
would play a critical role in conferring the specificity
required for the interactions with particular protein or
DNA targets. Indeed, recent studies have demonstrated that
the pair of residues at Positions 12-13 determines the DNA
sequence speciﬁcityw'lﬁ; however, the structural basis for
these interactions is presently unknown. Thus, structural in-
formation on the repeat region becomes highly relevant for
understanding the molecular function of this unique pro-
tein domain. Although numerous homologues of AvrBs3/
PthA proteins have been identified, no three-dimensional
(3D) structure is yet available for any transcription activa-
tor-like (TAL) effector. Despite considerable efforts, we have
not yet been able to crystallize any of the PthA variants or
their repeat domains. Thus, we used a combination of circu-
lar dichroism (CD), dynamic light scattering (DLS), nuclear
magnetic resonance (NMR), small-angle X-ray scattering
(SAXS) and molecular modeling approaches to gain insights
into the 3D structure of the PthA repeat domain. In this
work, we present the first 3D structure of a peptide corre-
sponding to 1.5-repeat units of PthA2 (PDB code: 2KQ5)
and a low-resolution envelope for the entire repeat domain
of PthA2 (RD2) that is in agreement with its theoretical tet-
ratricopeptide repeat (TPR)-like structure. Spectroscopic
studies also revealed that RD2 undergoes conformational
changes in a pH-dependent manner and in the presence of
DNA. Furthermore, we show that the repeat units of RD2
are similar to pentatricopeptide repeat (PPR), a 35 amino
acid motif that is structurally related to TPR and have
nucleic acid binding activity, 1718

MATERIALS AND METHODS

Protein expression and purification

The 15.5-RD2 was amplified from X. citri plasmids
and cloned into the BamHI/Sacl sites of pET28a

(Novagen). The construct was sequenced and used to
transform Escherichia coli strain BL21 (DE3). Protein
expression was induced at ODgy = 0.6 with 0.4 mM
IPTG at 25°C. The cells were harvested after 3 h, centri-
fuged, and suspended in binding buffer (20 mM Tris—
HCI pH 8.0, 200 mM NaCl, 15 mM imidazole, 5% (v/v)
glycerol, 1 mM PMSF, 0.5% Nonidet P-40) and incubated
on ice with lysozyme (1 mg mL™') and RNAse (10 pg
mL ") for 30 min. Bacterial cells were disrupted by soni-
cation and the soluble fraction was incubated with
DNAse I (0.5 pg mL ") and MgCl, (2 mM). The suspen-
sion containing the 6xHis-RD2 was loaded on a 5-mL
HiTrap chelating HP (GE Healthcare) column pre-equili-
brated with binding buffer. The column was washed with
20 column volumes of the same buffer and the protein
was eluted with imidazole gradient. After purification, di-
thiothreitol (DTT) was added to a final concentration of
1 mM and fractions displaying the highest purify were
concentrated and loaded on a G75 16/60 Superdex
(GE Healthcare) column, pre-equilibrated with 20 mM
Tris—HCI pH 8.0, 200 mM NaCl, 5% (v/v) glycerol, and
1 mM DTT. RD2 was eluted as a single peak with a
molecular mass corresponding to the monomer.

Dynamic light scattering

DLS experiments were carried out using a DynaPro
810 (Protein Solutions) apparatus equipped with a Peltier
module for temperature control. The wavelength of the
laser light and the output power were set to 830 nm and
30 mW, respectively. About 100 measurements were
made at intervals of 20 s for each run. The DLS experi-
ments were repeated several times with intervals of 30
min to check stability. Protein solutions of 1 mg mL™"
were prepared in 50 mM sodium acetate pH 5.0, 50 mM
sodium phosphate pH 6.0 and 7.0, and 20 mM Tris—HCI
pH 8.0. The complex of RD2:DNA was prepared in a
molar ratio of 1.0:1.2, incubated for 12 h at 20°C, and
centrifuged at 10,000g for 15 min at 4°C before analysis.
Standard curves of bovine serum albumin were used for
calibration and the experiments were conducted at 18°C.
Hydrodynamic parameters were determined using the
software DYNAMICS v.6.10.1.2.

CD measurements

CD spectroscopy experiments were conducted on a
JASCO J-810 CD spectrophotometer equipped with a
Peltier temperature control using 1-mm path quartz cuv-
ettes. Spectra were acquired with a final protein concentra-
tion of 5.0-10 uM in 20 mM Tris-HCI pH 8.0, containing
1.0 mM DTT and 100 mM NaCl. The RD2:DNA mixes
were incubated for 3 h at 20°C and centrifuged (10,000¢)
for 15 min at 4°C before analyses. CD measurements were
collected between 185 and 260 nm using a scanning rate
of 50 nm min~" with an average response time of 4 s.
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Secondary structure variations were monitored as a func-
tion of changes in the initial CD spectrum upon addition
of sodium dodecyl sulfate (SDS) for the 1.5-repeat unit.
For all the spectra, an average of 10 scans was accumulated
and the background spectrum of the buffer was subtracted.

NMR studies

NMR experiments were performed at 20°C using a Var-
ian Inova 600 MHz spectrometer equipped with a cryo-
genic probe. Synthetic peptides (Proteimax, Sao Paulo,
Brazil) corresponding to 1.0- or I.5-repeat units of the
repeat domain of PthA were dissolved in 20 mM phosphate
buffer, pH 5.0, containing 70 mM SDS, 1.0 mM DTT, and
5% (vfv) D,0, at a final concentration of ~1.0 mM. Pep-
tide resonance peaks were assigned using standard meth-
ods including correlation spectroscopy, ! total correlation
spectroscopy  (TOCSY),2Y and nuclear Overhauser
enhancement spectroscopy (NOESY).2! The TOCSY spec-
tra were acquired using a DIPSI spin-lock sequence at a
field strength of 10 kHz and a mixing time of 70 ms.
NOESY spectra were recorded with mixing times of 150
and 300 ms. All 2D experiments were acquired in the
phase-sensitive mode using the method of states.22 Water
suppression was achieved by low-power continuous wave
irradiation during the relaxation delay or using the
WATERGATE method.23 Data were processed and ana-
lyzed using the NMRPipe/NMRVIEW software.24 Before
Fourier transformation, the time domain data were zero
filled in both dimensions to yield a (4096 by 4096) data
matrix. When necessary, a fifth-order polynomial baseline
correction was applied after transformation and phasing.
To obtain distance constraints, crosspeak volumes were
estimated from the NOESY spectra.

The structure of the peptide corresponding to 1.5-repeat
units of PthA was calculated in a semiautomated iterative
manner with the program CYANA version 21,25 using 100
starting conformers. CYANA 2.1 protocol was applied to
calibrate and assign NOE crosspeaks. After the first few
rounds of automatic calculations, the NOESY spectra were
analyzed again to identify additional crosspeaks consistent
with the structural model and to correct misidentified
NOEs. The structures obtained were further refined by
restrained minimization and molecular dynamic (MD)
studies using the CNS software.26 The 20 structures with
the lowest target function were selected to represent the en-
semble of peptide structures. The quality of the structures
was analyzed with PROCHECK-NMR.27 The NMR data
were deposited in the biological magnetic resonance bank
(BMRB) and protein data bank (PDB) under the entry
codes 16589 and 2KQ5, respectively.

SAXS data collection and analysis

SAXS data were collected at the D11A-SAXS beamline at
the Brazilian Synchrotron Light Laboratory (LNLS). The

3388 rroTEINS

radiation wavelength was set to 1488 A and a charge-
coupled device area detector (MARCCD 165 mm) was
used to record the scattering patterns. The sample-to-de-
tector distance was set to 1415.95 mm to give a scattering
vector ranging from 0.10 to 3.5 nm ™~ '. The measurements
were carried out with a sample concentration of 2 mg
mL~" at 18°C. Each protein sample was previously
analyzed by DLS and only monodisperse solutions
(polydispersity <20%) were used. Protein samples were
centrifuged for 15 min at 10,000¢ to eliminate any existing
aggregates immediately before each measurement. The
scattering curves of the protein solutions and buffers were
collected in frames of 300 s each to avoid radiation-
induced protein damage. Each frame was carefully checked
for possible bubbles or radiation-induced aggregation of
the protein before calculating the average intensity and the
associated experimental error. The experimental intensities
were corrected for background, buffer contributions,
detector inhomogeneities, and sample transmission.

The radius of gyration (Ry) was evaluated using Guinier
appmximation28 as implemented in the program PRI-
MUS.?? The indirect Fourier transform package GNOM3!
was used to evaluate the pair-distance distribution func-
tion p(r). The low-resolution envelope of the RD2 protein
was determined using ab initio modeling implemented in
DAMMIN.3! An averaged model was generated from sev-
eral runs using the DAMAVER suite of programs.32 The
SAXS model and the NMR structures were superimposed
with SUPCOMB 33

Homology molecular modeling of the RD2

The crystal structures of importin 3-1 from Saccharomyces
cerevisiae (ZBPT)34 and TIP120 from Homo sapiens
(1U6G)3> were used as 3D templates for restraint-based mod-
eling as implemented in the MODELLER program‘36 The
overall model was improved enforcing the proper stereochem-
istry using spatial restraints and CHARMM energy terms, fol-
lowed by conjugate gradient simulation based on the variable
target function method.36 Ten models were built for the RD2
sequence based on the (m)GenThreader alignment. All mod-
els were evaluated with the DOPE potential and the one with
the lower global score was selected for explicit solvent MD
simulation using GROMACS® 1o check its stability and con-
sistency. The overall and local quality analyses of the final
model were assessed by VERIFY3D8 PROSA,¥ and
VADAR 40 Three-dimensional structures were displayed, ana-
lyzed, and compared using the program COOT.4!

RESULTS AND DISCUSSION

The 1.5-repeat peptide of PthA shows a
TPR-like fold

Secondary structure algorithms predict only a-helices
and turns for the repeat domains of PthA proteins. Not
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Figure 1

Structural features of the repetitive units of RD2. (a) PSIPRED
secondary structure prediction of two consecutive repeat units of RD2
showing coils (C) and helices (H). The 1.5-repeat unit peptide used for
structural resolution is shown in bold and the secondary structure
elements determined by NMR are represented underneath the sequence.
(b) CD curves of the purified 15.5-repeat domain (5 pM) of PthA2
(RD2) in comparison with that of the 1.5-repeat unit peptide (10 uM)
in the presence and absence of different SDS concentrations.

surprisingly, the predictions are almost identical within
each of the repeat units, as shown for two consecutive
repeats found in the PthA variants [Fig. 1(a)]. The pre-
dictions are consistent with the far-UV CD spectrum of
the entire 15.5-RD2 showing two minimum peaks at 208
and 222 nm and a positive peak at 193 nm, which indi-
cate that RD2 has high contents of «-helices [Fig. 1(b)].
CD data analysis has indicated that the 34-amino acid
peptide corresponding to one repeat unit of PthA is not
structured in solution (not shown). Thus, we have used
in silico 3D modeling algorithms to find a minimal pep-
tide size that possesses the stereochemical requirements
for a structured motif, and we observed that the 1.5-
repeat peptide is the minimal structural unit of the
repeat region of PthA. CD measurements indicated that
the 1.5-repeat peptide is partially unfolded in solution;
however, addition of 2 mM SDS was sufficient to increase
the contents of secondary structural elements, particu-
larly a-helices [Fig. 1(b)]. Although SDS has been suc-

cessfully used to investigate the structure of membrane
peptides, it has also been shown to stabilize conforma-
tions in peptides with propensity to form a-helices via
electrostatic interactions.*2 We therefore used NMR tech-
niques to solve the structure of the 1.5-repeat peptide in
the presence of SDS since no experimental 3D model of
the repeat unit was yet available.

The 1.5-repeat structure was solved using 982 distance
constraints derived from the NOESY spectra. The inter-resi-
due NOEs correlate with the chemical shift index and show
a dense pattern of daN(i,i + 3), daB(ii + 3), and daN(ii
+ 4) NOEs involving residues V3-110, Q14-Q20, P24-A29,
and V37-G45, indicating that these regions possess an heli-
cal fold (Supporting Information Figure 1). Statistics of an
ensemble of 20 lower energy structures [Fig. 2(a)] show no
significant violations of the molecular geometry parameters
(Table I). In addition, the Ramachandran plot analysis
shows that all phi—psi angles are in allowed regions and the
root mean square deviations (RMSD) for the backbone and
side chains are within expected values, indicating a good
stereochemical quality of the ensemble.

The peptide folds into a helical-bundle structure that
is very similar to the TPR topology [Fig. 2(a)], thus cor-
roborating the secondary structure predictions and CD
data. In fact, the CD curve of RD2 is quite similar to
those of TPR domains with a 222/208 nm ratio of ~1.3,
which indicates coiled-coil-like conformations.43—46 The
specific interactions responsible for these conformational
states are the presence of a series of hydrogen bonds
between the backbone carbonyl (C=0) of residues “7"
and the backbone amide (NH) of residues “i + 4” span-
ning the helical regions. The secondary structure is also
stabilized by hydrophobic interactions that keep the heli-
cal regions close together. Preferential spatial arrange-
ment is confirmed by NOE interactions between side
chains of the hydrophobic residues V4-S8 with T18-L22
and L16-C27 with L32-H43 [Fig. 2(b)].

Interestingly, the two hypervariable diresidues NI and
HD, known to specify preferential interactions with ade-
nine and cytosine in DNA target sites, respectively, 15,10
are structurally close in the NMR structures [Fig. 2(c)].
This would be expected considering that each pair of the
variable residues recognizes one nucleotide in a linear
fashion, that is, one variable diresidue to one nucleotide
in the DNA target sequence.!®16 We also noticed that
the K residues, which typically play a central role in pro-
tein-DNA interactions,%” are located adjacently to the
polymorphic diresidues [Fig. 2(c)].

The RD2 has an elongated shape

The ab initio molecular shape of RD2 was determined
by SAXS analysis and the corresponding profiles of the
scattering curve and distance distribution function p(r) are
shown in Figure 3(a). SAXS calculations revealed a maxi-
mum dimension of 129 A from the pl(r) curve and a gyra-
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Figure 2

The NMR structure of the 1.5-repeat peptide of PthA. (a) Ensemble of the 20 lowest energy structures showing three helices connected by two
turns. (b) The lowest energy structure showing the hydrophobic interactions between the side chains of residues VVAIA and LLPVL, which stabilize
the structure. (c) Orientation of the hypervariable diresidues NI and HD relative to the K residue in the peptide structure.

tion radius of 40.82 + 0.01 A for the RD2 molecule. These
values are in agreement with those obtained from the
in silico modeling (see below) and indicate that RD2 is a
monomer in solution. Analytical size-exclusion chroma-
tography and DLS data also suggest that RD2 is a mono-
mer in solution with a hydrodynamic radius of around
4.5 nm for a sample with low polydispersity index (15%).

The low resolution envelope of RD2 was derived with-
out imposing any constraints [Fig. 3(b)]. Structural
alignments of each individual molecular model, obtained
by ab initio shape reconstruction, showed that they are
very similar as indicated by the normalized spatial dis-
crepancy (NSD) values, which are around 0.8. The RD2
model reveals an elongated or extended shape consistent
with the notion that the repeat units are structurally
arranged in tandem along the repeat region [Fig. 3(b)].
The elongated shape of the RD2 molecule can also be
noted from the p(r) curve profile [Fig. 3(a)].

Molecular modeling predicts a TPR-like
superhelical structure for RD2

Fold assignment searches for RD2 using PSIPRED*S
returned 10 protein structures with significant scores, all
displaying TPR domains. The crystal structures of the yeast
importin B1 (PBD code: 2BPT) and human TIP120 (PDB
code: 1U6G) were used as templates to generate a
restraint-based 3D model of RD2 [Fig. 4(a)]. The model
shows good local and global stereochemical properties
with a Z-score of 6.8. Analyses of the Ramachandran plot
indicate that 93% of the RD2 residues are in most favor-
able regions, 5% are in additional allowed regions and only
2% are in disallowed regions. In addition, local quality
analysis assessed by plotting the energies as a function of

the amino acid positions shows no positive values thus
highlighting the good stereochemical quality of the model
and its suitability for structural analysis and comparisons.
The NMR structure of the 1.5-repeat peptide superimposes
adequately with the RD2 model with an RMSD of 2.7 A
[Fig. 4(b)], thus corroborating the in silico model.

The RD2 3D model conserves all the structural features
found in TPR-containing proteins encompassing 31 anti-
parallel a-helices that fold into a superhelical structure
[Fig. 4(a)] and is in agreement with previous molecular
modeling studies.4? Furthermore, the superhelix model is
consistent with the RD2 CD data showing an average 222/
208 nm ratio >1.1, which is typical of coiled-coil regions.
The repeat units of RD2 have the same amino acid seg-
ment length of TPRs and their superposition indicates that

Table |
Structural Statistics of the 1.5-Repeat Unit Peptide
NOEs
Total number 982
Short range li— < 1 650
Medium range 1 < li—l <5 156
Long range li -1 > 5 176
CYANA
Target function 101 £0.15
Distance violation >0.20 0
Dihedral angles >5 0
RMSD
Backbone (total) 072 + 013
Side chain (total) 154 + 0.17
PROCHECK
Most favorable 84.1%
Additional allowed 15.3%
Generously allowed 0.6%
Not allowed 0.0%
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Figure 3

Ab initio shape determination of RD2. (a) Experimental SAXS curve
and the theoretical fitting of the data (black and red, respectively) using
the program GNOM. The inlet shows the pair distance distribution
function p(r). (b) Different views of the ab initio low resolution
DAMMIN envelop model of RD2 in solution. The NSD values for a set
of 15 DAMMIN and GASBOR models ranged from 0.85 to 0.95 in both
calculations.

they are quite similar to one another (RMSD < 1.5 A). As
observed in the structure of the 1.5-repeat peptide [Fig.
2(b)], the superhelix is stabilized by contacts of hydropho-
bic residues across the a-helical faces resulting in a contin-
uous hydrophobic core. Additional polar interactions
between close side chains contribute to the protein packing
and stabilization. Notably, the in silico model fits remark-
ably well on the SAXS envelope and displays a NSD of
1.25, indicating high-shape complementarity between the
ab initio envelope and the surface of the theoretical super-
helix model [Fig. 4(c}].

TPR domains are a well-known protein scaffolds that
mediate interprotein associations and assembly of multi-
protein complexes in numerous organisms. The domain
was first identified in yeast proteins required for mitosis
and RNA synthesis as a degenerated 34-amino acid
sequence arranged in tandem repeats.SO’Sl Since then,
studies have highlighted its diversity of arrangements and
functions. 5293 More recently, it was found that TPR
domains can self-interact and promote protein oligome-
rization, 43,5455 Thus, the TPR-superhelical structure of

RD2 is consistent with the fact that RD2 also self-inter-
acts in two-hybrid assays and associates with a number
of citrus proteins, including the TPR domain of TDX.14

Conformational changes of RD2 upon
interaction with DNA

Although TPR domains have not been reported to bind
nucleic acids directly, they are found in numerous DNA
and RNA-binding proteins.>1:53:56:57 To gain insights
into how the RD2 superhelix could bind DNA with

(a)

Figure 4

The structural model of RD2. (a) A cartoon representation of the TPR-
like superhelical structure of RD2 depicting helices in cyan and loops in
magenta. (b) Superposition of the NMR (gray) and modeled structures
(cyan) of the PthA 1.5-repeat unit. (¢) Orthogonal views illustrating the
superposition of the TPR-like superhelical structure of RD2 onto its
SAXS envelope.

erroTEINS 3391



146

M.T. Murakami et al.

(b)

Mass (%)

~115 A

50+
——pH 80
| ——pH70
4 ——pH 6.0
——pH 5.
30
20
104
0 T
1 10
Rh (nm)
50-
——RD2 (pH 8.0)
40 ——RD2 + dsDNA
——RD2 + ssDNA
30+
20
10+
0 :
1 10
Rh (nm)

Figure 5

Conformational changes of RD2. (a) A ribbon representation of the RD2 TPR-like structure highlighting the relative location of the hypervariable
diresidues (yellow spheres) and the lysines (blue spheres). The approximate dimensions of the height, cleft and spacing between two consecutive
hypervariable diresidues are shown. DLS curves of RD2 at different pHs (b) and after incubation with the single-strand (ss) or double-strand (ds)
DNA sequence ACACATTCTAAAATTTATATAAACCCTCATCCATTTCC derived from a citrus PthA-induced promoter (c).

sequence specificity, we looked at the spatial distribution
of the polymorphic residues at Positions 12 (N or H) and
13 (I, D, or G). As observed in the 1.5-repeat peptide struc-
ture [Fig. 2(c)], the NI, HD, and NG pairs are located at
the same side of the molecule at the tip of helix1, in close
proximity to the K residues [Fig. 5(a)]. Furthermore, it is
evident from the RD2 model that the polymorphic diresi-
dues are mostly oriented to the inner face of the superhelix
[Fig. 5(a)]. Thus, the only way the polymorphic residues
could contact DNA would be the protein embracing the
double strand, which is consistent with the fact that ligand
binding in TPR proteins predominantly involves the con-
cave surface of the TPR domain.>3 The atomic distances of
the superhelix clefts (18 A wide on average) supports this
notion [Fig. 5(a)]. However, both the modeled structure
and the SAXS envelop of RD2 have a molecular length of
~115 A [Fig. 5(a)], which would cover ~34 nucleotides,
that is, twice as many nucleotides as predicted to bind
RD2.15 Therefore, to be able to bind a 17-nucleotide target

sequence, as predicted by the linear recognition model of
one nucleotide per hypervariable diresidues, 1316 the RD2
protein would have to undergo some degree of compac-
tion, like a coil spring being compressed. Surprisingly,
when the hydrodynamic behavior of RD2 was investigated,
substantial changes in its hydrodynamic radius (Ry,) due to
pH changes were found [Fig. 5(b)]. At pH 8.0, the RD2
molecule displays an Ry, of 4.5 nm that is consistent with
the SAXS measurements done at similar pH. However, at
more acidic pH, which might mimic the DNA surface, the
Ry, values are around 3.5 nm, indicating that RD2 can
assume a more compact structure [Fig. 5(b)]. Similarly,
RD?2 significantly increased its compactness (Ry, of 3.6 nm)
in the presence of a DNA fragment derived from a citrus
promoter upregulated by PthA2 [Fig. 5(c)]. Changes in the
hydrodynamic radius was not clearly observed when the
corresponding single-strand sense DNA was used [Fig.
5(c)], indicating that compaction preferentially occurs
upon double-strand DNA interaction.
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Figure 6

CD spectra of RD2 at different pHs and in the presence of DNA. CD curves of
RD2 protein taken at different pHs (a) and after incubation with two DNA
fragments (c), showing major changes in the 222/208 nm ratios at acidic pH
and in the presence of DNA. The DNAI sequence (ACACATTCTAAAATTTAT
ATAAACCCTCATCCATTTCC) is derived from a citrus promoter ugregulnted
by PthA2 whereas DNA2 contains the predicted PthA2 binding site!” (ACAC
ATTCTAAAATTTACACACCTCTTTTAATATTTCC).

To further investigate these conformational changes, the
secondary structure of RD2 at different pHs and in the
presence of DNA was analyzed by CD spectroscopy. At
acidic pH, RD2 apparently looses some of its a-helical
contents, as judged by the lower intensities of the 208 and
222 nm negative signals at pHs 7.0, 6.0, and 5.0, relative
to pH 8.0 [Fig. 6(a)]. However, the 222/208 nm ratio
shifted from 1.3 at pH 8.0 to nearly 1.0 at pH 5.0, indicat-
ing a decrease in coiled-coil-like conformations at acidic
pHs. The 222/208 nm ratio of RD2 also diminished in the
presence of DNA. This was observed not only with the cit-
rus promoter fragment but also with a DNA fragment
containing the predicted PthA2 binding site!> [Fig. 6(b)].
Interestingly, it has been shown that a disulfide bond

within the TPR region of the barley Sgtl protein is
thought to promote a compaction of the helical bun-
dles®3 The reduced Sgtl has a CD 222/208 nm ratio of
~1.2, whereas oxidized Sgtl has a ratio of ~D.9,43 indicat-
ing that compaction of the TPR helical bundles is associ-
ated with a decrease in its coiled-coil-like conformation.

The repeat units of RO2 are similar to
PPR motifs

As TPR domains show no obvious sequence similarities to
the repeat units of RD2 and so far have not been reported to
bind DNA directly, we searched for TPR-related motifs with
known nucleic acid binding properties. Su?risingly, we found
that the consensus sequence of PPR motifs 859 is very similar
to that of the repeat units of RD2 (see Fig. 7). In addition,
BLAST searches using the RD2 sequence as query also identi-
fied a number of Arabidopsis (Q9MA95.2, NP_187175.1) and
rice (Os02g0555100, Os]_07125, Os]_12287) proteins con-
taining PPR motifs.

PPRs are formed by 2-26 tandem arrays of a degener-
ate 35 amino acid motif with an average of 9-12 motifs
per protein,!798 PPR proteins have been associated with
the transcription and translational machineries, glaying
roles in mRNA stabilization and RNA editing 17:18:6
Interestingly, some of the citrus proteins that were iso-
lated in a two-hybrid screening as interactors of PthAs
are associated with RNA stabilization. 14 Although no
PPR structures are known, tandem PPR motifs are pre-
dicted to fold into a superhelical structure just like the
TPR su]:)erhelix.lg’58 Accordingly, the CD spectrum of
maize PPR5 resembles that of RD2!7 and a structural
model of PPRs superposes well to the RD2 superhelix
(results not shown). Thus, the structure of RD2 proposed
here is consistent with the notion that nucleic acid-bind-
ing PPR motifs display a TPR-like fold. Although PPR
proteins are almost absent in prokaryotes, the fact that
they are predominantly found in plant mitochondria and
chloroplasts0!  raises the possibility that PthAs and
related type III effectors might have evolved from a com-
mon PPR ancestor protein.

TVQ! PVLCQAHGLTPEQVVAIAS HDG-GKQAL Ro2 rep2
TVQRLLPVLCQAHGL' QVVAIASHDG-GKQAL RD2 repé
TVQRLLPVLCQAH| QVVAIASNGG-GKQAL RD2 reps
..LY..M....G..PN, TYNALINAYAK.G. PPRcons.
LA ¥ LA PTI Jp.
Figure 7

The repeat units of RD2 are similar to PPR motifs. Protein sequence
alignment between three polymorphic repeat units of RD2 and the
consensus sequence from 1303 pentatricopeptide (PPR) motifs
performed by ClustalW2 (EMBL-EBI). Identical residues are shaded and
indicated by asterisks, whereas similar residues are indicated by single
or double dots. Dots in the PPR consensus sequence represent the most
variable residues in PPR motifs.
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In conclusion, this work provides the first experimen-
tal structural data of the PthA repeat domain. Both the
NMR structure of the 1.5-repeat peptide and the SAXS
envelope of RD2 corroborate the theoretical model that
predicts a TPR-superhelical structure for RD2. Moreover,
DLS and CD studies show that RD2 undergoes confor-
mational rearrangements upon DNA interaction thus
supporting the idea that the protein embraces the DNA
with differential compactness as to cover a variable num-
ber of nucleotides.
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