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Prefacio

Os resultados obtidos durante o desenvolvimento do presente trabalho
serdo apresentados na forma de um artigo cientifico e de um capitulo de
resultados complementares. No artigo intitulado “Functional and Small angle X-ray
Scattering Studies of a New Stationary Phase Survival Protein E (SurE) from
Xylella fastidiosa: Evidence of Allosteric Behaviour”, encontra-se a parte principal
do trabalho desenvolvido durante esta tese e descreve a caracterizacao
enzimatica e estrutural a baixa resolugdo da nucleotidase SurE do fitopatdgeno
Xylella fastidiosa. Tal manuscrito foi submetido e aprovado pela revista FEBS
Journal.

Como resultados complementares, sdo apresentados os resultados de
clonagem, expresséo, purificagdo e dicroismo circular além dos testes de
cristalizagéo e coleta de dados de raios X da proteina XfSurkE. Adicionalmente, sdo
descritos os ensaios de expressdo e purificacdo de uma proteina relacionada a
viruléncia (XfVirJ) e de uma policetideo sintase (XfFnrE). Ambas as proteinas
também estéo relacionadas a patogenicidade de Xylella fastidiosa, razéo pela qual
foram estudadas neste presente trabalho.

Em anexo, encontra-se um artigo, no qual participei como co-autor,
desenvolvido pelo grupo de pesquisa onde realizei esta tese. Este artigo,
publicado em 2006 e intitulado “A new member of aldo-keto redutase family from

the plant pathogen Xylella fastidiosa” (Archives of Biochemistry and Biophysics
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453; 143-150), descreve a expresséo, purificagédo, caracterizagdo enzimatica e por
espalhamento de luz a baixo dngulo de uma aldo-ceto redutase de Xylella.

Ao final deste trabalho, apresenta-se a discussdo e as conclusdes
baseadas nos resultados obtidos no estudo da proteina SurE. Incluiu-se também
uma breve descricdo das perspectivas de pesquisa das trés proteinas que foram

estudadas durante o Doutorado.
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Resumo

A linhagem 9a5c da bactéria Xylella fastidiosa foi o primeiro fitopatégeno a
ter seu genoma completamente sequenciado, o qual gerou diversas informacgbes
sobre seu metabolismo e patogenicidade. Das orfs codificadas por esta bactéria,
destaca-se; no presente trabalho, a XF0703, cuja proteina correlata (com 28,3
kDa) possui similaridade com proteinas SurkE de varias outras bactérias. Proteinas
SurEs sdo nucleotidases que desfosforilam  diversos nucleosideos
monofosforilados para seus respectivos nucleosideos. Tal fungdo é de
fundamental importdncia para manter o pool balanceado dos quatro
(deoxi)ribonucleosideos para sintese de DNA e RNA, respectivamente. Este
trabalho descreve a clonagem da orf XF0703 no vetor pET29a, a expresséo da
proteina recombinante (XfSurE) em Escherichia coli BL21(DE3) e a purificacdo da
mesma por cromatografia de afinidade ao niquel. A andlise da estrutura
secundaria foi feita por dicroismo circular e realizou-se a determinacdo do estado
oligomérico por cromatografia de gel filtragdo e espalhamento de luz a baixo
angulo (SAXS), os quais revelaram que a proteina € um tetrdmero. Dados de
caracterizacdo funcional indicam que a proteina possui maior atividade em pH
neutro na presenga do ion manganés como cofator, com uma maior afinidade pelo
substrato 3'-AMP (Ko 5=0,16 mM). Além disso, ensaios cinéticos mostram que a
proteina possui um comportamento alostérico com alta cooperatividade positiva
(coeficiente de Hill em torno de 2,6) com todos os quatro substratos naturais

testados (3-AMP, 5-dAMP, 5-AMP e 5-GMP). Experimentos com a técnica de

XV



SAXS permitiram calcular o raio de giro (32,7 + 0.2 A), distdncia méaxima
intramolecular (100 A) e a simetria do envelope da molécula (222). A estrutura de
diversas SurEs homologas ja cristalizadas foram superpostas ao envelope obtido,
sendo que StSurE (SurE de Salmonella com maior identidade de aminoacidos)
mostrou ter o melhor ajuste. No entanto, notou-se que havia espagos vazios no
envelope de XfSurE e tais espacos podiam ser preenchidos a partir do
afastamento das algas responsaveis pela tetramerizagdo e pela rotagdo dos
dimeros. Estes movimentos (translacdo e rotacdo) podem explicar o
comportamento alostérico da proteina, facilitando a entrada de substrato ao sitio

catalitico da molécula.
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Abstract

The 9ab5c strain from bacterium Xylella fastidiosa was the first
phytopathogen to have its genome completely sequenced, which revealed a lot of
information about its metabolism and its pathogenicity. From a variety of orfs
encoded by this bacterium, we highlight, in this work, the XF0703, which correlated
protein (with 28.3 kDa) has similarity with SurE proteins from several other
bacteria. The SurE proteins are nucleotidases that dephosphorylate various
monophosphorylated nucleosides to their respective nucleosides. This function is
critical for maintaining the balanced pool of four (deoxy) ribonucleosides for DNA
and RNA synthesis.

In this work, we describes the cloning of the XF0703 orf into the vector
pET29a, the recombinant protein overexpression (XfSurE) in Escherichia coli
BL21(DE3) and the protein purification by nickel affinity chromatography. The
secondary structure analysis was done by circular dichroism, while oligomeric state
determination was achieved by gel filtration chromatography and small-angle X-ray
light scattering (SAXS), which showed that the protein is a tetramer. Functional
characterization data indicate that the protein has a highest activity at neutral pH in
the presence of manganese as a cofactor, with a highest affinity for the 3'-AMP
substrate (Ko s = 0,16 mM). Furthermore, kinetic tests showed that the protein has a
allosteric behavior with a high positive cooperativity (Hill coefficient around 2.6) for
all natural substrates screened (3'-AMP, 5-dAMP, 5-AMP and 5-GMP).
Experiments with SAXS technique have allowed to calculate the radius of gyration

(32.7 £ 0.2 A), maximum intramolecular distance (100 A) and molecule symmetry
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(222). The structures of other homologue SurE proteins were superimposed to the
obtained envelope and StSurE structure from Salmonella (with the highest amino
acid identity) showed the best fit. However, it was noted that there were empty
spaces on the XfSurE envelope and such spaces could be filled with the translation
of the loops responsible for tetramerization and the rotation of the dimers. These
movements (rotation and translation) can explain the allosteric behavior, facilitating

the entry of substrate to the catalytic site of the molecule.
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1. Introducao

Embora seja cultivada em mais de 100 paises, a cultura de laranja
apresenta uma distribuicdo pouco uniforme: o Brasil € o maior produtor global,
sendo responsavel por mais de 1/3 da produgdo mundial. Mais de 85% da
producdo nacional se concentra no estado de Sdo Paulo cuja area plantada se
estende a 700 mil hectares e a producéo chega a 350 milhdes de caixas ou 14,28
toneladas de fruto (safra 2007/2008). Os lucros advindos da exportacéo de suco
de laranja chegam a 2,35 bilhdes de dolares, sendo que Sao Paulo é responsavel
por 90% das exportacdes. No que se refere a pauta de exportacdo brasileira de
produtos agricolas e derivados, o mercado de suco de laranja sO6 perde em
lucratividade para o setor sucroalcooleiro e carne bovina (Secretaria de Agricultura

e Abastecimento do Estado de S&o Paulo).

No entanto, apesar da grande importdncia econ6mica derivada da
citricultura brasileira, as divisas geradas pela mesma poderiam ser bem maiores.
Isso ndo é possivel, pois ocorre uma baixa produtividade em nossos pomares
devido a varios fatores, principalmente pragas e doencas, que acometem grande
parte das arvores causando danos irreversiveis. Dentre estas pragas, uma das
mais devastadoras é a Clorose Variegada de Citros (CVC), conhecida

popularmente como “amarelinho” (Lee et al, 1991; Laranjeira ,1997).

A CVC é causada pela bactéria Xylella fastidiosa, um fitopatbgeno que
coloniza o xilema da planta. Todavia, a CVC n&o é a unica doenga causada por
esta bactéria, sendo esta também responsavel pela doenca de Pierce em videiras

e outras moléstias em pessegueiros, amendoeiras € em outras espécies vegetais
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(Purcel & Hopkins, 1996). O impacto econdmico causado por esta doenca é
enorme, pois uma planta infectada pela bactéria perde a clorofila, ocorre o
amarelamento e o aparecimento de manchas das folhas. Tais sintomas levam a
uma producgao precoce de frutos pequenos e duros, imprestaveis para o consumo,

0s quais perdem seu valor comercial.

Desde a publicacdo da seqUéncia do genoma completo de Haemophilus
influenzae em 1987, houve um grande avanc¢o na area de genOmica bacteriana
com centenas de organismos ja sequenciados, sendo muito deles patégenos
humanos. No entanto, patégenos vegetais causam perdas de cerca de 20% na
producdo mundial de alimentos, devido as doengas causadas. Eles sé&o, portanto,
agentes indiretos da miséria humana (Dow & Daniels, 2000). Doencas de
bactérias fitopatogenas sdo mais severas nos trépicos, onde seus efeitos podem
ser localmente impactantes. A necessidade de descobrir novas estratégias
baseadas no entendimento da patogenicidade impulsionou projetos de
sequenciamento de genomas como o da Xylella fastidiosa linhagem 9a5c

(Simpson et al., 2000)

Os dados gerados por tais estudos impulsionaram a entrada da era pos-
gendmica ou gendmica funcional e, a partir deste momento, comegaram trabalhos
envolvendo a andlise do transcriptoma (série de transcritos produzidos por um
organismo), do proteoma (conjunto completo de proteinas codificadas por um
organismo em uma determinada situacdo) e, enfim, a integracéo de todas as vias
metabolicas de um organismo, o metaboloma. Tudo isso aliado ao conhecimento

de genOmica estrutural (andlise da estrutura do genoma: mapeamento de genes,

2
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arquitetura dos cromossomos, seqiiéncia de bases, organizagédo dos genes nos
cromossomos, além da determinagéo estrutural de proteinas), efetuando-se a

caracterizagdo molecular completa do organismo (Griffits et al., 2000).

Assim, as informag¢des geradas pelo sequenciamento do genoma da
bactéria Xylella fastidiosa linhagem 9a5c (projeto ONSA/2000, Simpson et
al.,2000) servem como base para abordagens da gendmica funcional, almejando-
se principalmente ao estudo das proteinas relacionadas a patogenicidade da
bactéria. Para tal, € necessario estudo de expressao génica e aspectos funcionais
destas proteinas, compreendendo etapas de expressao e purificacdo protéica e,
posteriormente, a resolugdo estrutural destas por métodos de cristalografia de
raios X ou espectrometria por ressonancia magneética nuclear (RMN). A partir da
elucidacdo da estrutura protéica, espera-se encontrar métodos mais diretos e
eficazes de combate a CVC. Desta maneira, os resultados aqui obtidos,

acrescentardo conhecimentos basicos ao estudo da patogenicidade da bactéria.
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2. Revisao Bibliografica

2.1. Xylella fastidiosa

A Clorose Variegada dos Citros (CVC) é uma doenga de importancia
agrondémica, cujo agente causal é a bactéria Xylella fastidiosa (Wells et al., 1987,
Hartung et al., 1994), uma bactéria gram-negativa parasita do xilema da planta.
Em 1987, a espécie X. fastidiosa foi classificada taxonomicamente e seu nome
proposto por Wells et al. (1987), sendo posicionada em um género a parte dos
demais grupos bacterianos. Esta bactéria possui o formato de bacilos filamentosos
gram-negativos (tamanho aproximado: 0,25-0,35um x 0,9-3,5um), os quais exibem
rugosidades na superficie da parede bacteriana (Chagas et al, 1992), néo
apresentando flagelos, apenas fimbrias filamentosas. Esta bactéria requer,
também, a preparacédo de meios ricos especificos para fins de cultura laboratorial
(Chang e Walker, 1988), cresce sob temperatura 6tima de 26-28°C e pH 6timo
entre 6,5 e 6,9 (Wells et al, 1997). A Xylella € considerada um organismo de
manutencdo dificil em cultura no laboratério, devido as suas exigéncias
nutricionais e ao seu crescimento excessivamente lento (Dow e Daniels, 2000).

A X. fastidiosa é transmitida por mudas contaminadas e por vetores
homopteros adultos, que se alimentam da seiva do xilema. Dezessete espécies de
“cigarrinhas” (Fundecitros, 2002) sdo capazes de transmitir a CVC: elas se
alimentam de arvores contaminadas, adquirem a bactéria e, ao se alimentarem de
arvores sadias, transmitem a doenca. Atualmente, a Xylella encontra-se
disseminada em todas as regides de citricultura do pais (Roberto et al., 1996). Os

primeiros pontos de disseminagédo da CVC no Brasil foram observados em 1987,
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no interior do estado de Sdo Paulo. A doengca se apresentava como uma
anormalidade em pomares de laranjas doces, os quais exibiam nas folhas os
sintomas de clorose e redugcdo do tamanho, drastica redugcdo no tamanho dos
frutos, bem como sintomas de deficiéncia de zinco e fitotoxicidade por cobre e
boro. Em poucos meses a planta deixava de produzir frutos apropriados a
comercializagdo (Tubelis, 1992). Outros sintomas observados sdo: necrose e
abscisédo foliar em folhas mais velhas (Sherald, 1993), frutos com alto conteudo de
acucar, pequenos, duros e cujo amadurecimento é precoce (Lee et al., 1993). O
espalhamento da doenca por toda a planta é relativamente rapido, ocasionando o
declinio do crescimento e da produtividade com o passar dos anos (Lee et al.,
1991). A bactéria e alguns sintomas caracteristicos sdo mostrados na Figura 1.

A X. fastidiosa, além de causar doenca em citros, também ataca diversos
hospedeiros como: alfafa e videira (Goheen et al., 1973), péssegueiros (Hopkins et
al., 1973; Nyland et al., 1973), amendoeiras (Mircetich et al., 1976); ameixeiras
(Hopkins, 1989), pereiras (Leu e Su, 1993) e plantas de café (Paradela Filho et al.,
1997). Casos de ataques por Xylella nestas culturas foram verificados em areas
tropicais e subtropicais por toda a América (Hopkins, 1989) e alguns paises da
Asia (Leu e Su, 1993). As linhagens de Xylella que atacam diferentes espécies de
plantas também tém sido analisadas quanto a diversidade genética existentes
entre elas (Lacava et al., 2001). Verificou-se que a linhagem 9a5c de Xylella (a
primeira a ter seu genoma sequenciado) possui uma alta patogenicidade, ou seja,
€ capaz de produzir os sintomas da CVC quando introduzidas em laranjeiras,

mesmo sob condi¢des de laboratorio (Li et al., 1999).
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Figura 1. A bactéria Xylella fastidiosa e os sintomas da CVC. (A) A bactéria Xylella
fastidiosa dentro do vaso xilematico (retirado de www.genomenewsnetwork.org/), (B)
Planta de Citrus com sintomas de CVC (www.ars.usda.gov) e (C) Comparagdo do
tamanho do fruto de uma laranja saudavel (a esquerda) a frutos acometidos pela doenca

(a direita) (Fonte: www.ufv.br).

2.2. Gendémica

A genbmica estuda a caracterizacdo molecular sistematica de genomas
inteiros, através de seu sequenciamento completo. A partir do conhecimento do
mapa fisico (Fronme et al,, 2000) e da sequéncia de bases do genoma de X.
fastidiosa (Simpson et al., 2000) tornou-se possivel, a investigagéo das proteinas
expressas utilizando ferramentas moleculares. A bactéria X. fastidiosa linhagem
9a5c¢ foi o primeiro fitopatégeno a ser seqienciado no mundo e seu genoma

compreende um cromossomo circular de 2,7 Mb e dois plasmideos de 51 kb e 1
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kb (Simpson et al., 2000). Cerca de 7% do seu genoma séo derivados de fagos,
sugerindo-se transferéncia horizontal durante o processo evolutivo (Wixon, 2000;
de Mello Varani et al, 2008). Posteriormente, outras trés linhagens de Xylella
também foram sequenciadas: Ann-1 (de oleandro, um tipo de arbusto), Dixon
(amendoeira) e Temecula-1, responsavel pela doenca de Pierce em videiras na
Califérnia (Bhattacharyya et al., 2002).

Os dados de sequenciamento impulsionaram os estudos nhesses
microrganismos, permitindo a formulagdo de diversas vias metabdlicas virtuais
bem como uma viséo geral dos processos bioquimicos que ocorrem na bactéria
(Simpson et al., 2000; Lambais et al., 2000). Foram realizados estudos de perfil
de expressdo génica por meio de microarranjos sob diferentes condi¢gbes (de
Souza et al, 2004; Pashalidis et al., 2005, Zaini et al, 2008) além da
caracterizagdo funcional e estrutural de diversas proteinas (Catani et al., 2004,
Muniz et al., 2004; Rosselli et al., 2006; Rinaldi et al., 2009) e analise de linhagens
mutantes (Gaurivard et al.,, 2002; Souza et al., 2006; Shi et al., 2007; Li et al.,

2007).

2.3. Mecanismos de patogenicidade

Sabe-se que, ao contrario de outros fitopatégenos, a Xylella é xilema-
dependente, vivendo exclusivamente no interior destes vasos, formado
principalmente por células lignificadas mortas da planta (Hopkins, 1989; Alves et
al., 2004; Fritchi et al, 2007). A transmissdo da doenca se da unicamente atraves

de insetos hospedeiros, aos quais a bactéeria esta extremamente adaptada. Uma
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vez inoculada na planta, a bactéria comeca a se reproduzir dentro dos vasos
xilematicos, e os sintomas da doenca aparecem depois de algumas semanas na
variedade que ataca videiras (Costa et al., 2004) ou depois de alguns meses em
Citrus sp - linhagem 9a5c)

Os sintomas da doenga sdo consequUéncias da oclusdo dos vasos
xilematicos, que ocasiona um estresse hidrico na planta (McElroni et al., 2001). O
processo de colonizagdo do xilema se da inicialmente pela adeséo as partes
internas destes vasos, seguida do processo de auto-agregacao bacteriana e, por
consequiéncia, o desenvolvimento de um biofime. Posteriormente, ocorre a
migragéo e o fluxo de bactérias por entre os vasos xilematicos via interconexdes
membranosas denominadas pits (Tyree et al, 2002). A bactéria necessita,
provavelmente, de um arsenal enzimatico extracelular para atravessar estas
membranas, sendo este composto principalmente por poligalactoronases,
xilanases e celulases, capazes de degradar tais membranas (Simpson et al., 2000;
Van Sluys et al., 2003; Stevenson et al., 2004). A poligalactoronase PglA parece
ter um papel critico neste processo, pois na linhagem Temecula-1 mutante para
este gene apresentam um fenétipo menos agressivo e o grau de colonizagéo da
bactéria € bem menor (Roper et al.,, 2007b). Na linhagem 9a5c de Citrus sp, a
sequéncia deste gene apresenta um frameshift, sendo que se especula que esta
seja uma provavel razdo da menor viruléncia desta linhagem comparada aquela
que ataca uvas (Van Sluys et al., 2003).

A severidade dos sintomas estd diretamente relacionada ao grau de

colonizagdo dos vasos e ndo ao numero de vasos infectados em si. Observou-se

8



Revisao Bibliografica
L_____________________________________________________________________________________________________________________|

que, em épocas em que ha alta requisicdo de agua pela planta, como no veréo, os
sintomas sao mais proeminentes (Elrone et al, 2001). Esta oclusdo néo é
unicamente causada pelo acumulo de biofilme bacteriano ou de celulas de Xylella
mortas, mas também pela producéo de tiloses e gel de polissacarideos produzidos
no processo de resposta pela planta, os quais também blogueiam o xilema apéds a
infecgéo (Fritschi et al., 2007; Lee et al., 2005; Chaterjee et al., 2008a).

No que se refere ao inseto transmissor, a Xylella parece ser a unica entre
os patégenos de plantas capaz de se multiplicar dentro do vetor (Hill et al., 1995) e
ser transmitida sem a necessidade de um periodo de laténcia (Purcell et al., 1979).
Portanto, a transmissao da bactéria pelo vetor se d4 em trés passos: (1) aquisi¢cao
do patégeno a partir de uma planta infectada, (2) adesao da bactéria na cuticula
do inseto seguido de colonizacdo da superficie e (3) inoculagdo da bactéria pelo
vetor em uma nova planta (Purcell et al., 1979). Verifica-se que, conforme
mencionado, uma vez adquirida a bactéria, o vetor pode transmiti-la
imediatamente para outra planta sem a necessidade de colonizagéo no interior do
aparelho sugador do inseto (Purcell et al., 1979).

A producédo de polissacarideos extracelulares (EPS) estd envolvida na
viruléncia e na formacéo de biofilme de diversos fitopatdgenos (Denny, 1995). Em
Xanthomonas, estes polissacarideos sdo chamados de goma xantana, os quais
sdo transcritos por um cluster de 12 genes (gumB a gumM) (da Silva et al., 2002;
Lee et al., 2005). Xylella apresenta o mesmo cluster, porém néo possui 0s genes
guml, gumdJ e gumL, 0s quais sao responsaveis por adicionar residuos manosil na

goma xantana (Simpson et al., 2000; Van Sluys et al., 2003). Nota-se que os EPS
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estdo mais relacionados a maturagéo do biofilme em Xylella do que a adeséo
inicial da bactéria na planta (Souza et al., 2006; Chaterjee et al., 2008a). Outro
fator interessante & o baixo nivel de producao destes EPS em Xylella, o qual pode
estar relacionado ao seu crescimento fastidioso em meios de cultura (Roper et al.,
2007a).

Apesar de ndo ser uma bactéria flagelada, a Xylella apresenta dois tipos de
pili localizados em lados opostos de sua célula. O pili tipo IV é esta relacionada a
mobilidade e migragéo enquanto que o pili tipo | é responsavel pela adeséo e
formacéo de biofilme bacteriano. Portanto, tais estruturas estdo envolvidas em
mecanismos opostos (Chaterjee et al., 2008a). Sabe-se que, a mobilidade
twitching, coordenada pelo pili tipo 1V, & controlada por uma via de quimiosensores
transcritos pelos genes pilG e chpC (Burr et al., 2007).

Os dados do genoma de diversas linhagens de Xylella revelaram um
grande numero de genes que codificam adesinas e hemaglutininas (Simpson et
al., 2000). Adesinas estéo relacionadas a adeséo célula-célula durante a formacao
de biofilme. As adesinas fimbriais parecem contribuir para agregacgéo celular (de
Souza et al, 2004) enquanto que adesinas nao fimbriais estdo envolvidas na
adesdo inicial da célula em superficies (Feil et al., 2007; Ray et al., 2002).
Nocautes realizados nos genes que codificam hemaglutininas (hfxA e hfxB)
resultaram em um fendétipo mais virulento, em conseqiiéncia, de uma hiper-
mobilidade da bactéria (Guilhabert & Kirkpatrick, 2005). Esta maior viruléncia foi
resultante de um maior niumero de vasos colonizados pela bactéria, o que

aumentou a severidade dos sintomas. Portanto, sugere-se que estas
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hemaglutininas s&o responsaveis por uma maior adesdo célula-célula e também
pelo aumento da adesdo da bactéria a superficies, inibindo assim, sua eficiéncia
de colonizacédo (Chaterjee et al., 2008a).

A comunicacdo célula-célula se da através de pequenas moléculas
sinalizadoras, as quais atuam de forma a permitir uma agé&o coordenada da
comunidade bacteriana durante a formacéao de biofiime, dado a um determinado
estimulo. A molécula mais importante para esta comunicacdo é o fator de
sinalizag&o difusivel (DSF) sintetizado pelo gene rpfF em Xylella e Xanthomonas
(Barber et al., 1997; Chaterjee & Sonti, 2002; Fouhy et al., 2007). Acredita-se que
em Xylella o DSF é um derivado do acido 12-metil tetradecanéico (Simonato et al.,
2007) enquanto que em Xanthomonas, a molécula é estruturalmente diferente,
parecendo ser derivada do acido cis-11-metil-2-dodecandico (Wang et al., 2004).
Embora comum em muitos fitopatdogenos, o DSF apresenta um perfil diferente na
regulacdo da viruléncia em diferentes taxas. Em Xanthomonas campestris, esta
relacionado a producdo de EPS e enzimas extracelulares (Torres et al., 2007,
Barber et al, 1997) enquanto que em Xanthomonas oryzae esta envolvido no
suprimento de ferro (Chaterjee et al., 2002).

Em Xylella, o DSF regula positivamente genes fimbriais e ndo fimbriais
relacionados a agregacéao célula-célula e adesao a substratos (Reddy et al., 2007;
Roper et al., 2007a; Shi et al., 2007). Tal observacdo & consistente com os
resultados obtidos com as linhagens mutantes para o fator de sinaliza¢édo difusivel
DSF (gene rpfF) e que, portanto, o acumulo de DSF parece modular

positivamente a formacéo de biofilme (Chaterjee et al., 2008b) (Figura 2).

11



Revisao Bibliografica
L_____________________________________________________________________________________________________________________|

Outro sinalizador intracelular bem conhecido é o c-di-GMP, um segundo
mensageiro (D’Argenio & Miller, 2004, Dow et al., 2006), cujo ciclo de sintese e
degradacdo € modulado por proteinas que possuem os dominios contendo os

aminoacidos GGDEF (sintese), EAL e HD-GYP (degradag&o).

Receptor Reguladores @ Genes de adesao e
intracelular de > Transcricionais formacao de
DSF (Clp, sigma 54) biofilme (gumJ,

: fimA, hxfA e hxfB)
Proteina RpfG ‘/GD

-
OF O, O

Proteinas com
dominio GGDEF
EAL e HD-GYP

Figura 2. Via de sinalizagdo mediada pelo fator de sinalizagdo difusivel (DSF) e c-di-
GMP em Xylella (Chatterjee et al., 2008a). Ao entrar na célula, este fator & reconhecido
por receptores intracelulares, os quais ativam fatores transcricionais que, por sua vez,
regulam positivamente a expressdo de genes relacionados adesdo e formacgéo de
biofilme. A sintese de DSF é auto-regulada negativamente pela inibicdo da DSF sintase
de acordo com nivel de DSF. J& o c-di-GMP esta envolvido em vias de viruléncia e é
degradado por proteinas com dominio GGDEF, como RpfG, a qual também esta

envolvida na ativacéo de fatores trancricionais como Clp.

A proteina RpfG de X. campestris possui o dominio HD-GYP responsavel
pela degradacdo de c-di-GMP (Slater et al, 2000; Ryan et al., 2006).

Paralelamente, analisando o genoma da linhagem Temecula, observou-se que, a

12
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proteina PD0279 possui o dominio GGDEF, responsavel pela sintese de c-di-GMP
e que tal proteina é altamente regulada por DSF. Portanto, as vias de regulacao
de DSF podem envolver a modulacdo de c-di-GMP, as quais podem estar
relacionadas em varias vias de viruléncia e metabolismo da bactéria - Figura 2.
(Chaterjee et al., 2008b). Em Xanthomonas, é bem conhecido que c-di-GMP
regula a expressdo de varios genes relacionados a formacéo de biofilme (em
Xylella, c-di-GMP parece inibir tais genes), assim como foram identificadas varias
proteinas com os dominios GGDEF, EAL e HD-GYP (Ryan et al., 2007) Outro
aspecto interessante € que a degradacéo desta molécula gera duas moléculas de
5-GMP, as quais podem servir de substrato para a proteina XfSurE, a enzima
mais bem caracterizada neste presente estudo.

No que tange a fitopatogenicidade da bactéria, outras proteinas deste
estudo podem estar diretamente relacionada a este processo (Tabela I). Por
exemplo, a XfVird pode estar relacionada no processo de secregdo de
macromoléculas efetoras (secre¢do do tipo IV); a XfTolB, no processo de
manutencédo da integridade da membrana externa e na translocagé&o de colicinas,
as quais sdo agentes citotéxicos. A proteina XfFnrE (esta possui um dominio
DsbA) e XfDsbC podem estar relacionadas a formagdo e isomerizagao,
respectivamente, de pontes dissulfetos em proteinas que serdo exportadas pela
célula. Por fim, XfHtpX & uma protease relacionada a degradacdo de proteinas

nao enoveladas.

13
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2.4 As orfs estudadas e suas proteinas correlatas

No presente estudo, foram pesquisadas 6 orfs relacionadas ao metabolismo
e viruléncia de Xylella fastidiosa, cujas algumas caracteristicas sdo ilustradas na
Tabela I

Tabela I: Breve descricdo das orfs estudadas neste trabalho incluindo a anotagdo no genoma de
Xylella (9a6c¢), a predicdo da proteina correlata, o tamanho génico e o peso molecular da proteina
e provavel fungao.

orf Proteina Tamanho Funcao
XF0617 Vird 903 bp Viruléncia, relacionada a
31,3 KDa secrec¢ao tipo IV
XF0703 SurE 789 bp Nucleotidase
28,3 KDa
XF1177 DsbC 789 bp Tiol disulfeto isomerase
28,5 KDa
XF1625 TolB 1320 bp Precursor de TolB
47,6 KDa (transporte)
XF1856 FnrE 672 bp Policetideo sintase
25 KDa (familia DsbA
oxidoredutase)
XF2287 HtpX 870 bp Protease
31,1 KDa

A seguir, faz-se uma breve descricdo sobre estas proteinas e os estudos
envolvendo proteinas similares em outros organismos. E importante ressaltar que,
a XfSurE, por ser a proteina mais bem caracterizada neste estudo, possuira
tépicos especificos para a mesma, os quais discutem a funcéo, estrutura e outros

assuntos relacionados as proteinas SurEs ja caracterizadas.
2.4.1. orf Xtvird

A orf XF0617 codifica uma proteina de 28,6 kDa e possui relativa
similaridade (41%) com o gene acvB de viruléncia de Agrobacterium tumefaciens

(Kalogeraki & Winans, 1995). O gene acvB expressa uma proteina periplasmatica
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(Kang et al., 1994) relacionada com a mediagéo da transferéncia do T-DNA para
planta hospedeira, sendo também participante da formacédo do tumor na planta
(Wirawan & Kojima, 1996). Esta proteina esta relacionada a secrecao do tipo IV e
apresenta um gene homologo no DNA plasmidial desta bactéria denominado virJ

(Kalogeraki & Winans, 1995).

Existem evidéncias que em diferentes linhagens de Agrobacterium existe
apenas um gene acvB ou virJ funcional. Tais genes sdo de importancia
fundamental para a patogenicidade da bactéria, uma vez que, linhagens mutantes
para ambos os genes se tornam avirulentas (Pan et al., 1995). Apesar da diferente
localizacdo, codificam proteinas com a mesma fungcédo e apresentam homologia,
principalmente na regido carboxi da proteina a qual, é praticamente idéntica.
Também ambas apresentam um perfil hidropatico, o que sugere que as proteinas
codificadas por estes genes sejam exportadas para o espaco periplasmatico e que
elas tenham uma seqiéncia sinal que as direcionem para tal compartimento
(Kalogeraki & Winans, 1995).

Séo proteinas relacionadas a secrecdo de tipo IV (transferéncia de
macromoléculas como o DNA) onde tambeém participam uma série de outras
moléculas que podem levar, por exemplo, a rapida disseminacdo de genes
resistentes a antibidticos e a outros tratamentos. (Christie, 2001).

Em relagéo a orf em estudo, foi realizado um trabalho envolvendo analise
por microarranjos de Xylella fastidiosa (Nunes et al, 2003) comparando-se a
transcricdo de genes da bactéria em dois diferentes meios de cultura. Foi

verificado que a orf XF0617 estava presente em uma grande quantidade de
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transcritos quando a bactéria era cultivada em meio Perinwinkle Wilt (PW - meio
contendo fitona peptona, ftripticase peptona, K,HPO,, KH,PO4, sulfato de
magnésio, hemin chloride, fenol vermelho) mostrando que tal orf era induzida

neste meio e que o gene correspondente a ela era transcrito na bactéria.

2.4.2. orf XfdsbC

A familia protéica Dsb catalisa a formacao de pontes dissulfeto de proteinas
bacterianas que para serem secretadas sofrem dois processos: um oxidativo e
outro redutivo (isomerizagéo). O processo oxidativo leva a formagcdo de pontes
dissulfeto de proteinas recém translocadas para o periplasma, enquanto no
processo de isomerizacdo (redutivo), onde se inclui a DsbG, ha o rearranjo das
pontes dissulfeto que foram formadas incorretamente (Collet et al, 2002; Kadokura
et al, 2003). Sabe-se que a DsbC e DsbG tém a mesma fungéo em Escherichia
coli, mas ndo se conhece o motivo. No entanto, ha indicios de que a proteina
DsbG €& menos expressa e apresenta uma maior especificidade pelo substrato.

Foi obtida a estrutura de dois cristais da proteina DsbG com a resolugéo de
1.7 e 2.0-A que representam, respectivamente, a forma reduzida e oxidada da
proteina. A forma oxidada € menos estavel que a reduzida, o que contribui para a
atividade isomerase, ja que para tal é requerido os dois sitios ativos de cisteina
reduzido em um ambiente periplasmatico oxidativo. A estrutura da DsbG também
revela uma superficie de ligacdo que €& carregada, a qual é consistente com a
interagcdo com proteinas globulares que também possuem superficie carregada.

Isto sugere que a DsbG pode agir “posteriormente” e preferencialmente no
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rearranjo de pontes dissulfeto de proteinas ja parcialmente ou totalmente
enoveladas (Heras et al. 2004).

Em levedura foi caracterizada uma proteina similar denominada PDI, cuja
estrutura da superficie € semelhante a DsbC e DsbG com o arranjo de dominios
de tioredoxina. Como a estrutura da DsbG, o formato da proteina PDI lembra uma
letra “V” com os sitios ativos préximos a extremidade e no interior do vértice
encontram-se aminoacidos hidrofébicos que ajudam na interacdo de proteinas

parcialmente enoveladas (Tian et al., 2006).

2.4.3. orf XftolB

A orf XF1625 é similar a sequéncia do gene tolB de E. coli. Os produtos dos
genes do sistema Tol-Pal s&o necessarios para manter a integridade da
membrana externa de bactérias Gram-negativas. Eles também estdo envolvidos
na patogenicidade de E. coli, Vibrio cholerae e Salmonella enterica. Em Erwinia
chrysanthemi, uma bactéria enteropatogénica, mutantes para o gene to/B, além de
outros genes do sistema Tol-Pal, ndo eram viaveis a ndo ser que fossem
adicionado acucares ou osmoprotetores no meio para manter a viabilidade.
Também foram prejudicados a morfologia e o processo de divisdo das células
além da diminuicéo da patogenicidade (Dubuisson et al., 2005).

Em E. coli, a proteina TolB também interage com a colicina E9 no
periplasma. A exportacdo de colicinas € um processo pouco estudado, mas
estudos recentes sugerem que ha uma regiéo de ligagéo entre a colicina E9 com a
TolB, tal regido é denomininada TolB Box, a qual é formada por um

pentapeptideo. Ensaios com mutagénese in vitro e ressonancia magnética desta

D —————————  —  — — — — — — — — — —  — —  —  ————— ———— — ——————————
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regido indicam que ela € muito maior (cerca de treze aminoacidos) e que a
substituicdo de 3 aminoacidos pode causar a diminuicdo da afinidade da colicina

pela proteina TolB (Hands et al., 2005).

2.4.4. orf XffnrE

A orf XF1856 possui 771 pb, codifica uma proteina com 256 aminoacidos e
28,6 kDa. Apresenta similaridade de 34% com a proteina FrnE (uma ditiol-
dissulfeto isomerase envolvida na sintese de policetideos.) de Deinococcus
radiodurans. Policetideos sdo produtos aromaticos polifuncionais naturais como
antibioticos (Dreier & Khosla, 2000). Estes compostos possuem grande
importancia, pois sdo responsaveis pela producéo de substancias que participam
da defesa e da detoxificagdo de microrganismos. Muitos destes compostos tém
interesse farmacéutico, como a frenolicina, um agente antimalarial (Bibb et al.,

1994).

2.4.5. orf XthtpX

A orf XF2287 possui similaridade com a proteina HtpX, cuja fungdo em
conjunto com a proteina FstH é essencial para manter a viabilidade celular em E.
coli, pois sao proteases que degradam proteinas anormais de membranas.
Ensaios de expresséao e purificacdo de HtpX de E. coli mostraram que a proteina
apresenta atividade proteolitica contra proteinas soluveis e de membrana (SecY).
Na presenga de zinco como cofator, a proteina também sofre processo de auto-
clivagem e possui atividade de endoprotease em um processo independente de

energia (Sakoh et al, 2005). Em outro estudo, foram encontrados fatores

D —————————  —  — — — — — — — — — —  — —  —  ————— ———— — ——————————
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multicdpias que aliviam o defeito de crescimento de um mutante para estas duas
proteinas, um deles foi denominado gmcA, que codifica um proteina de ligagéo a
membrana com homologia a prohibitina formando um oligdbmero que se liga a
FstH. A proteina QmcA possui atividade proteolitica na sua regido C-terminal que

se encontra exposta na regido citoplasmatica (Chiba et al., 2006).

2.5. A orf XF0703 de Xylella fastidiosa — gene XfsurE

Das 1876 orfs encontradas no genoma de Xylella fastidiosa 9a5c, 220
foram classificadas como tendo apenas uma fungéo geral. Dentre estas, a orf
XF0703 possui similaridade com o gene surE de diversas bactérias. Em Xylella,
este gene possui 789 bp e a proteina codificada tem 263 aminoacidos, possuindo
a massa molecular de 28,3 kDa com um pl teorico de 5,23.

O gene surE foi primeiramente descoberto em E. coli estando, localizado
upstream ao gene pcm, o qual codifica a proteina L-isoaspartil (D-aspartil) O-
metiltransferase (PCM) (Li et al.,1994). Os genes surE e pcm formam um operon
bicistronico em E. coli e em Xylella, embora o gene pcm também possa ser
transcrito a partir do seu proprio promotor (Li et al.,1997). Os genes pcm e surE
sé&o altamente transcritos na fase estacionaria ou sob condi¢gbes de alta densidade
celular onde ha o declinio do crescimento bacteriano.

Em células velhas, ocorrem danos espontaneos nos residuos laterais de
aminoacidos de proteinas. Nessa situacdo, residuos de aspartato e asparagina

s&o deaminados e isomerizados em residuos de L-isoaspartil. A proteina PCM
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atua na via de sinalizacéo da conversé&o de residuos de L-isoaspartil em residuos
normais de L-aspartil (Li et al.,1997).

Em estudos envolvendo duplo-mutantes de E. coli para os genes SurE e
pcm foi observado um notavel acumulo de residuos de isoaspartil durante a fase
estacionaria em relacéo a linhagem selvagem ou simples-mutante para surE. No
entanto, um fato intrigante € que em linhagens mutantes para o gene pcm, o gene
surE parece suprimir o efeito do fenétipo de acumulo de isoaspartil (Visick et
al.,1998). Também foi visto que em linhagens de E. coli adaptadas para sobreviver
por 2000 geragdes a altas temperaturas, o operon surE-pcm € duplicado (Riehle et
al.,2001). Estes resultados sugerem que as proteinas SurE e PCM trabalham
juntas ou em paralelo para controlar os efeitos dos danos do isoaspartil. Tal
processo é requerido para a viabilidade celular sob condi¢des de estresse (Iwasaki
& Miki, 2007).

Observa-se também que em E. coli, o gene surE estéa interligado com mais
dois genes: rpoS e o gene nipD. O gene rpoS transcreve a subunidade ¢ da RNA-
polimerase de fase estacionaria, a qual controla genes que s&o expressos sob
condicbes de estresse (Hengge-Aronis, 1993). O gene nipD codifica uma
lipoproteina de membrana externa que esta associada a viruléncia e pode atuar na
formacgédo e na manutencéo da parede celular. Mutagdes no gene nlpD levaram a
diminuicdo da sobrevivéncia das células na fase estacionaria (Ichikawa, 1994).

Em Xylella fastidiosa linhagem 9a5c, os genes pcm e nipD estao proximos
ao gene surkE, conforme mostrado na Figura 3 (www.xylella.Incc.br). No entanto,

nenhum tipo de RNA polimerase fator sigma foi encontrada proxima a regiéo onde
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estdo os genes nlpD e pcm. A organizagéo destes genes (Figura 3) se repete para

outras linhagens de Xylella e Xanthomonas.

orfs desta regiao

| | | | | 1
514588 S1E555 S15555 S20585 S225E5 S24558

1 "2 "3 4

Figura 3. Mapa genémico de Xylella fastidiosa linhagem 9a5c mostrando a regido onde
estdo os genes nipD, pcm e surE. As setas com numeros indicam: 1 — gene nipD, 2 —
gene hipotético conservado, 3 — gene pcm e 4 — gene surE.

O gene surE e seus homélogos sdo amplamente distribuidos entre
eubactérias (exceto Gram-positivas e micobactérias), arqueobactérias e
eucariotos. A analise filogenética do gene revela que alguns organismos possuem
mais que um gene SurE. A arqueobactéria Pyrobaculum aerophylum possui um
par de genes paralogos denominados de surE« e surEp (derivados provavelmente
de duplicacdo génica). Em Saccharomyces cerevisiae, uma proteina de 700
aminodacidos possui um N-terminal homdélogo ao de SurE e o C-terminal homologo
a uma tubulina-tirosina ligase (Mura et al., 2003).

A organizagdo gendmica dos genes surE nao é conservada nos diferentes
organismos onde aparece. Em arqueobactérias ndo foram encontrados genes

homoélogos ao pcm, nipD e rpoS, proximos ao gene surkE (Mura et al., 2003).
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2.6. Funcao

Embora a sua relagdo intrinseca com a fase estacionaria em E. coli, ainda
nao se sabe exatamente em qual processo a proteina SurE atua durante esta
fase. Os primeiros ensaios bioquimicos com esta proteina foram feitos em
Thermotoga maritima e Pyrobaculum aerophylum com base na identidade da
sequéncia da proteina SurE com uma fosfatase acida da levedura Yarrowia
lipolytica. Sendo assim, as proteinas SurEs foram primariamente classificadas
como uma fosfatase acida (Zhang et al, 2001), com preferéncia para
nucleosideos purinicos (Mura et al., 2003). Estes trabalhos revelam que a SurE é
uma fosfatase metal dependente e que possui uma organizagéo tetramérica pela
juncéo de dois dimeros.

Estudos aprofundados de caracterizagcdo bioquimica com SurE de E. coli
(EcSurE) feitos por Proudfoot et al. (2004) mostraram que EcSurE é capaz de
desfosforilar varios ribo e desoxiribonucleotideos 5-monofosfatados e
ribonucleosideos 3-monofosfatos. Tais resultados indicaram que a classificagéo
desta proteina como fosfatase acida néo é correta, sendo ela entdo reclassificada
como uma nova classe de nucleotidase a partir dos resultados de Proudfoot et al.
(2004).

Nucleotidases ou nucleosideo monofosfato fosfohidrolases (3.1.3.5 ou
3.1.3.6) sdo fosfatases que especificamente desfosforilam nucleosideos
monofosfatados em nucleosideos e fosfato inorgéanico (Proudfoot et al, 2004). Tal
funcdo contribui, entre outras coisas, para a manutencdo do balang¢o correto dos

pools de nucleotideos na célula (Hunsucker et al., 2005).
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EcSurE tem maior atividade em pH neutro e em presenca de manganés,
seguido por cobalto, niquel e magnésio. Ela tem capacidade de hidrolisar tanto
purinas como pirimidinas, 5 ou 3’ nucleosideos monofosfatados e ribo- ou
desoxiribonucleotideos. Além disso, EcSurE possui maior afinidade por 3-AMP,
seguido por 5-GMP, 5-dGMP, 5-AMP e 3-CMP (Proudfoot et al, 2004). Os
valores de K, obtidos para estes substratos (0,10 — 0,37 mM) comparam-se a uma
faixa tipica de 5’-nucleotidases com “elevado-K,” de mamiferos (Spychala et
al.,1988).

EcSurE também hidrolisa substratos polifosfatados, indicando atividade de
exopolifosfatase. Neste caso, a enzima tem mais afinidade por magnésio,
sugerindo um mecanismo catalitico diferente. A enzima apresenta uma curva de
saturacdo sigmoidal, a qual reflete uma cooperatividade positiva para a ligagéo ao
polifosfato (Proudfoot et al., 2004).

A fungdo de nucleotidases procarioticas é pouco entendida, sendo que elas
possuem baixa homologia com nucleotidases eucaridticas. Em E. coli, as
hidrolases Nudix, as quais produzem desoxinucleotideos monofosfatados a partir
dos seus correspondentes trifosfatados tém sido biogquimicamente caracterizadas.
Acredita-se que elas estejam envolvidas na regulacdo dos pools de nucleotideos
(O’Handley et al.,1995 e 2001). Ha também duas nucleosideos quinases que
fosforilam timidina, uridina e citidina (Okazaki et al.,1964), sendo que EcSurE pode
catalisar a reacao reversa.

A especificidade por 3’-monofosfatados pode indicar que EcSurE esta

envolvida na regulacédo de 3’-mononucleotideos originados da degradacédo de
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RNAs por RNases intracelulares. Ja a atividade para 5-monofosfatos, mostra que
esta enzima esta envolvida na regulacdo de todos NMPs e dNMPs de E. coli.
Portanto, trata-se de uma enzima multifuncional com atividade de 5’-nucleotidase,
3’-nucleotidase e exopolifosfatase que pode contribuir significativamente para a
sobrevivéncia de E. coli durante a fase estacionaria (Proudfoot et al., 2004).
Atualmente, também se cogita que proteinas SurEs sejam enzimas house-
cleaning, atuando na desfosforilacdo de nucleosideos modificados (n&o-
candnicos) e que, portanto, sdo potencialmente mutagénicos a célula (Gongalves
et al., 2008). Tal suposicéo se vale da premissa da baixa afinidade de SurEs por
substratos canénicos comparada a maioria das nucleotidases ja estudadas e que,
outras enzimas, previamente caracterizadas e classificadas como nucleotidades
em testes com substratos candnicos, apresentavam maior afinidade nucleosideos

quando testadas contra nucleosideos ndo-candnicos (Galperin et al., 2006).

2.7. Nucleotidases e catabolismo de nucleosideos

Para entender melhor os complexos processos em que as nucleotidases
estdo envolvidas, serdo descritos as vias e o funcionamento das nucleotidases
eucaribticas, estas muito mais bem estudadas. Em mamiferos, nucleotidases
intracelulares catalisam o passo final da cadeia de desfosforilagdo de
nucleotideos, antes que os mesmos sejam exportados para fora da célula.

Ja as nucleotidases extracelulares participam da regulagcdo dos
nucleotideos extracelulares. Nucleosideos produzidos no espaco extracelular

podem ser ‘“importados" e, consequentemente, reutilizados através de

D —————————  —  — — — — — — — — — —  — —  —  ————— ———— — ——————————
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transportadores da membrana plasmatica. Este ciclo € chamado de recuperacéo
(salvage) de nucleosideos.

Nucleotideos celulares sdo derivados ou por processos de recuperagao ou
através de sua biossintese. Para ambos o0s processos, se faz necessario a
desfosforilagdo de nucleosideos fosfatados existentes. Em consequéncia, as
nucleotidases estdo estrategicamente posicionadas entre estas vias metabdlicas
e, sdo estritamente reguladas, determinando o destino de nucleotideos
intracelulares e extracelulares. Por exemplo, a desfosforilacdo de nucleosideos
monofosfatados extracelulares por nucleotidases ali presentes, levara ao aumento
da “importacdo” dos mesmos através de vias de recuperacdo de nucleosideos
(Hunsucker et al., 2005).

Embora a biossintese de nucleotideos seja um processo energeticamente
custoso e a recuperacdo de nucleosideos extracelulares seja mais benéfica a
célula, diferentes tecidos e organismos tém respostas diversas sob diferentes
condi¢bes. Os parasitos Toxoplasma gondii e Leishmania dependem de purinas e
pirimidinas exégenas como fonte de seus nucleotideos e, portanto, necessitam
exclusivamente de ciclos de recuperacéo. Tal caracteristica tem sido utilizada para
o desenvolvimento de drogas que bloqueiem a reutilizagdo de purinas (el Kouni ei
al., 2003). Em mamiferos, a deficiéncia de biossintese de nucleotideos na medula
Ossea, eritrocitos e epitélio intestinal cria uma dependéncia dos ciclos de
recuperacdo para o suprimento de nucleotideos (Savaiano & Clifford, 1981). Por

outro lado, a alta de taxa de biossintese de purinas no figado gera um excesso de
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purinas para exportacédo e para a recuperagdo em outros tecidos (Murray et
al.,1971).

Sob condigbes de estresse ou ineficiéncia no suprimento de energia
(privacéo de oxigénio e nutrientes, por exemplo), ocorre 0 aumento do catabolismo
de nucleotideos no sentido de se preservar uma alta taxa de nucleosideos
trifosfatados em relagdo ao de nucleosideos monofosfatados. Como as
nucleotidases catabolisam nucleosideos monofosfatados, as mesmas sao
responsaveis pelo aumento desta taxa (de trifosfatados) e, portanto, sé&o

importantes componentes para a homeostase celular (Atkison et al.,1976).

2.8. Nucleotidases e a sintese de DNA

A manutencdo dos pools balanceados de desoxinucleotideos (dNTPs) é
necessaria para que ocorra uma sintese precisa de DNA. O aumento da taxa de
um unico tipo de dNTP em relacdo aos outros pode acarretar a redugéo da
fidelidade da replicacdo do DNA e também resultar no surgimento de mutagdes e
aberracdes cromossémicas (Kunz et al.,1994).

Um exemplo das consequéncias que este desbalanco de dNTPs causa ¢ a
ADA (deficiéncia da adenosina deaminase), uma deficiéncia congénita na
producdo da enzima adenosina deaminase que converte adenosina em inosina e
desoxiadenosina em desoxinosina, gerando uma severa imunodeficiéncia (Giblett
et al.,1972). Com o aumento de dATP no interior de eritrécitos e linfécitos, ocorre

a inibicdo da enzima ribonucleotideo redutase (RR), a hemoaglutinacdo de
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linfécitos e a inibicdo da biossintese de nucleotideos nestas células (Tattersall et
al.,1975).

Por outro lado, estudos envolvendo o nocaute do gene para 5-AMP
nucleotidase de E. coli, mostraram que o acumulo de ATP no interior da célula
conferiu & bactéria maior tolerdncia a ambientes mais frios (Shain & Morrison,
2007). De fato, o acumulo de ATP & uma estratégia utilizada por organismos
psicréfilos a medida que a temperatura do ambiente diminui. Isto tem sido
interpretado como um mecanismo compensatério, pois a motilidade, colisdo
celular e a energia livre de Gibbs da hidrélise de ATP sédo reduzidas e, para
contornar tal problema, hd um contrabalango no sentido de aumentar o nivel de
ATP na célula. (Napolitano et al., 2005).

Adicionalmente, como a sintese de DNA nuclear ocorre somente na fase S,
enquanto que a sintese de DNA mitocondrial ocorre durante todo o ciclo celular, €
esperado que o0s pools dos desoxinucleotideos de cada um destes
compartimentos sejam regulados separadamente. Embora as etapas de
biossintese e recuperagéo formem os mesmos desoxinucleotideos, ha evidéncias
que apontam que os desoxinucleotideos oriundos de cada ciclo tenham um

propésito diferente dentro da célula (Hunsucker et al., 2005).

2.9. Nucleotidases e atividade house-cleaning
No metabolismo celular s&o constantemente gerados subprodutos que séo
dispensaveis e até mesmo perigosos para a célula, principamente durante alguma

fase de estresse. Estas substéncias s&@o excretadas ou hidrolisadas para
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metabodlitos comuns por diversas enzimas house-cleaning. Muito destes
compostos s&o nucleosideos trifosfatados ndo candnicos os quais podem ser
erroneamente incorporados durante a sintese de DNA (Galperin et al., 2006).

Os nucleotideos precursores que compdem o DNA e RNA sédo susceptiveis
a diversos danos causados por ataques quimicos provenientes de diversas
moléculas, principalmente por espécies reativas de oxigénio (ROS). Estas
moléculas quando reagem com as bases de DNA formam compostos
potenciamente mutagénicos e carcinogénicos, que modificam a estrutura do DNA
gerando um mau pareamento entre as bases. Entre estes compostos, 0 mais
comum é a 7,8-dihidro-8-oxoguanina ou 8-OH-Gua. Portanto, o entendimento do
processo de formacao destas lesées oxidativas nos nucleotideos contituem a base
para a compreensao deste disturbio da informacéo genética (Kamiya et al., 2003).
Neste contexto, as nucleotidases house-cleaning estdo envolvidas no processo
reverso, sanitizando a célula contra estes compostos virtualmente perigosos, pois
interceptam e hidrolisam nucleotideos ndo candnicos, prevenindo o dano no DNA
e suplementando o trabalho do sistema de reparo de DNA (Galperin et al., 2006).

A nucleotidase house-cleaning mais bem estudada é a MutT de E. coli que
apresenta uma alta seletividade para 8-oxo-dGTP além de 2-oxo-dATP e 8-oxo-
dATP (Maki & Sekuguishi, 1992). Outra nucleosideo fosfatase, a YjjG protege a
célula contra derivativos pirimidinicos ndo candnicos como 5-fluor-2-deoxiuridina
(5-Fduridina), 5-fluoruridina, acido 5-fluororético (5-FOA), 5-fluoruracil e 5-aza-2-
deoxiicitidina, além de prevenir a incorporacéo de nucleotideos mutagénicos como

5-bromo-2-deoxiuridina (BrdU) e possuir maior atividade fosfatase para 5-fluor-2-
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deoxiuridina monofosfato em relagdo a canénica timidina monofosfato (dTMP)
(Titz et al., 2006).

Para ser classificada como nucleotidase house-cleaning, uma enzima tem
que ter maior afinidade (menor valor de K,) para nucleosideos n&o-candnicos se
comparada a atividade observada contra o respectivo nucleosideo comum.

A descoberta de novas nucleotidases house-cleaning ajuda no melhor
entendimento do processo de detoxificagdo da célula. No entanto, muitas destas
enzimas permanecem ocultas nos genomas microbianos, pois estdo anotadas

como orfs conservadas hipoteticamente em muitos deles (Galperin et al., 2006).

2.10. Estrutura tridimensional e estado oligomérico de SurEs

A estrutura tridimensional de proteinas SurkE de cinco organismos diferentes
foram descritas recentemente, a saber: Thermotoga maritima (TmSurE) (Lee et
al.,2001; Zhang et al,2001); Pyrobaculum aerophylum (PaSurE) (Mura et
al.,2003), Thermus thermophilus (TtSurE) (Iwasaki & Miki, 2007), Aquifex aeolicus
(AaSurE) (apenas a estrutura depositada em PDB — Protein Data Bank) e
Salmonella typhimurium (StSurE) (Pappachan et al., 2008).

O monémero das proteinas SurEs ja resolvidas consiste em um dominio

globular Rossmann-fold-like e um f-haipin que media a tetramerizagéo (Figura 4,

A e C). O enovelamento tipo Rossmann é composto por trés camadas o/f/o

formando um “sanduiche”.
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Figura 4. Modelos e estruturas tridimensionais de diferentes SurEs. (A) Modelo de um
monémero de TtSurE, indicando o enovelamento global de uma SurE: N-terminal com o
dominio Rossmann-fold-like e o C-terminal com uma B-hairpin formando uma alga
responsavel pela tetramerizagdo. (B) Modelo do tetrdmero TmSurE. Ambas as figuras
foram adaptadas de Iwasaki e MIki, 2007. (C) Modelo esquematico da disposi¢do de

hélices-alfas (cilindros) e fitas-betas (setas) de StSurE (Pappachan et al., 2008) (D)
Estrutura do tetrdmero de StSurkE (PDB 2V4N)
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Em TmSurE (Figura 4B), a estrutura é caracterizada por predominancia de
folhas betas (9 fitas betas paralelas na seguinte ordem: 3-4-2-1-5-6-7-11-8). As
folhas betas 1 a 7 compreendem o dominio N-terminal, enquanto que as fitas 8 e
11 fazem parte do dominio C-terminal. Além do mais, 4 hélices-alfas (1-2-4-5) e 2
duas 310 hélices (3 e 6) completam o “sanduiche” da regido N-terminal (Zhang et
al.,2001).

Ja em TtSurE, onde se obteve cristais na presenga de substrato (3’-AMP),
os protdbmeros podem ser sobrepostos, exceto na regido 34 a 50, a qual
correspondem a regido do loop do sitio ativo (Figura 4A). Tal sobreposi¢cdo n&o
pode ser feita pois 0 loop se encontra na conformacao aberta nos protdmeros A e
C e na conformacéo fechada nos protdmeros B e D, sendo que o AMP néo pode
se ligar em conformacgdes fechadas. Isso mostra que a mudanga da conformagéo
do loop 34-50 dos protébmeros B e D, de fechada para aberta, é critico para a
ligagdo do AMP (Iwasaki & Miki, 2007).

Outro fato interessante € assimetria encontrada no cristal de TtSurE com
substrato. Os protdbmeros A e C estdo mais proximos entre si do que o0s
protbmeros B e D, tornando a molécula assimétrica. Através de ensaios
funcionais, foi detectada uma leve cooperatividade positiva (em torno de 1,2) com
0s substratos naturais e os autores atribuiram que tal cooperatividade é devido a
essa assimetria intriseca. Adicionalmente, o glutamato da posicdo 37 do
protdbmero A interage com o0 manganés presente no sitio ativo do protébmero C e

vice-versa. Tal aminoacido é fundamental para a ligacdo do metal divalente e
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quando se fez uma mutacgéo sitio dirigida para este residuo de glutamato para
alanina, a enzima perdia sua atividade.

O metal se liga aos oxigénios dos aspartatos 8 e 9, ao fosfato do AMP, a
uma molécula de agua e é coordenado pelo glutamato 37 (Iwasaki & Miki, 2007).
Acredita-se que 0 mecanismo de catalise ocorra por um ataque nucleofilico da
agua na ligacao de fosfato do substrato, formando uma fosfoenzima intermediaria.

Em outubro de 2008, foi depositada a primeira estrutura de SurE de um
organismo mesofilo, a StSurE de Salmonella typhimurium (Figura 4, C e
D)(Pappachan et al., 2008). Adicionalmente, ja foram obtidos cristais de CjSurkE de
Campylobacter jejuni (Gongalves et al.,, 2008), porém sua estrutura néo foi ainda
resolvida.

Nos estudos envolvendo StSurE (Pappachan et al, 2008), procurou-se
buscar quais os provaveis dados estruturais que fossem diferentes das outras
proteinas SurEs que ja foram descritas e suas possiveis implicagdes para a
adaptacdo em um ambiente mesodfilo. Nesse sentido, a estrutura de StSurkE
mostrou-se bastante similar com estruturas ja analisadas: StSurE apresenta um
dominio Rossmann fold-like na regido N-terminal e dominio swapping na regiao C-
terminal onde também se localizada uma B-hairpin responsavel pela
tetramerizagéo (Figura 4C).

Dois cristais foram obtidos, sendo que um continha um mondmero na
unidade assimétrica e o outro possuia um tetramero. A proteina é composta por

seis hélices-alfas, trés hélices-31p e treze fitas betas (Figura 4C). Foi notado
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também que o residuo aspartato 230 (D230) parece ser crucial para a interacdo
entre dimeros (dominio swapping).

Estudos de desnaturacao por uréia utilizando dicroismo circular, mostraram
que a proteina comecava a perder a sua estrutura com 2 M de uréia e
apresentava a estrutura totalmente desenovelada a partir de 4 M. Quando
analisada a regido de comprimento de onda de 222 nm, correspondente a hélice-
alfa, observou-se que este tipo de estrutura sofria um maior grau de desnaturacgéo
em relacdo as fitas betas. Este fenbmeno se deve, provavelmente, a uma maior
exposicao das hélices-alfas localizadas na parte externa da proteina.

Ensaios envolvendo desnaturagéo térmica indicaram que a proteina perde a
estrutura a 45°C, sendo que tal fato também foi confirmado por calorimetria
diferencial. Estes resultados, de certa forma, ja eram esperados e diferem dos
dados de outras proteinas SurEs de organismos extremdéfilos, cujo apice da
performance enzimatica ocorre em temperaturas acima de 80°C.

O estado oligomeérico de proteinas SurEs em solugdo sempre foi muito
controverso. Diferentes técnicas foram empregadas para resolver esta questédo e o
estado oligomérico parece depender do microrganismo estudado. Ainda que ja se
saiba que a SurE necessite estar em um arranjo tetramérico para se tornar ativa,
dimeros s&o as formas mais frequentemente relatadas na literatura.

Em dois estudos independentes de cromatografia de gel filtracdo da
proteina TmSurE, observou-se que ela existe em solugdo como dimero (Lee et
al., 2001) ou como tetrdmero (Zhang et al., 2001). Ja as proteinas PaSurE, StSurkE

e CjSurkE, também estudadas por gel filtragéo, foram citadas unicamente como
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dimeros. Em TtSurE, usando ultracentrifugacdo, mostrou-se existir em um
equilibrio entre dimeros e tetrameros. E, por fim, ECSurE de E. coli apresentou-se

como tetrdmero (Proudfoot et al., 2004).

2.11. Cinética enzimatica

Seres vivos dependem de sua atividade metabdlica para a sua
sobrevivéncia. Milhares de reagdes quimicas ocorrem ao mesmo tempo e s&o
processadas rapidamente dentro de uma célula viva. Todas estas transformacdes
sdo processadas por enzimas, proteinas especializadas em catalisar tais reacdes
metabdlicas, embora algumas moléculas de RNA sdo também capazes de realizar
tais reagdes e, portanto, sdo conhecidas como riboenzimas. Enzimas dispdem de
um enorme poder catalitico, acelerando rea¢des na ordem de 10'®, as quais sdo
muito mais eficientes do que qualquer catalisador sintético.

Enzimas também apresentam uma alta seletividade tanto no que se refere
as moléculas com as quais ela interage quanto a reagédo que a mesma catalisa.
Substrato € o termo tradicionalmente utilizado para a molécula sobre a qual a
enzima atua, sendo que a mesma apresenta geralmente uma grande
especificidade para o mesmo. A interagcdo entre enzima e substrato se da pelo
reconhecimento molecular baseado em uma complementaridade estrutural.

Muitas enzimas dependem de componentes ndo protéicos para
complementar sua atividade tais como ions metalicos ou moléculas orgénicas, o0s
quais sado chamados de cofatores. Usualmente, cofatores estdo ativamente

envolvidos na reag&o enzimatica servindo como carreadores de grupos funcionais
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na conversdo de substrato em produto. No caso de ions metalicos, estes atuam
como catalisadores eletrofilicos, estabilizando o aumento da densidade de
elétrons ou a carga negativa que se desenvolve durante a reagdo. Outra provavel
funcédo & prover um poderoso nucleéfilo em pH neutro. A coordenagéo do ion
metdlico pode aumentar a acidez do nucledfilo com o préton ionizavel.
Adicionalmente, no que se refere a classificacdo, o complexo proteina-cofator o
qual é cataliticamente ativo é chamado de holoenzima enquanto que na auséncia
do cofator, a proteina é chamada de apoenzima.

Cinética € o ramo da ciéncia que estuda a taxa de uma reagéo quimica. No
contexto da enzimologia, é possivel determinar a velocidade maxima de reacao
sua afinidade de ligacéo a substratos e inibidores. Junto com estudos de estrutura
e quimica de proteina, a andlise da resposta de taxa enzimatica frente ao
rendimento pode agregar conhecimentos do mecanismo de acéo catalitica da
enzima.

Michaelis e Menten propuseram uma teoria geral de ag&o enzimatica
consistente com a cinética enzimatica observada. Esta teoria se baseia no fato
que a enzima (E) e o seu substrato (S) associam reversivelmente na forma de um
complexo enzima-substrato (ES). Em graficos de cinética enzimatica que segue
este modelo, cujos pardmetros sdo a concentragdo do substrato (eixo x) versus
velocidade da reacéo (eixo y), a curva obtida é de uma hipérbole retangular (figura
5A). Outro quesito relevante para este tipo de grafico € a K, (constante de
Michaelis) que equivale a concentracdo de substrato correspondente a metade da

velocidade maxima da reacao.
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O modelo de Michaelis-Menten revolucionou a o desenvolvimento da
quimica de enzimas devido a sua simplicidade e ampla aplicabilidade. No entanto,
as propriedades cinéticas de muitas enzimas ndo podem ser explicadas por este
modelo. Um importante grupo consiste de enzimas alostéricas as quais
frequentemente apresentam curvas sigméides em gréficos de cinética ao invés de
curvas hiperbolicas preditas na equacdo de Michaelis-Menten. Em enzimas
alostéricas, a ligacdo do substrato ao sitio ativo da enzima pode afetar a
propriedade de ligacdo de outro sitio ativo na mesma molécula de enzima. Isto
possivelmente resulta da interagcéo entre suas subunidades, tornando a ligacéo do
substrato cooperativa, fazendo com que curva de cinética se torne sigmoide
(Figura 5A). Um parametro para medir esta cooperatividade é chamado de
coeficiente de Hill (h, o qual também pode ser chamado de n), o qual é obtido
através do valor do coeficiente angular da reta obtida no grafico de Hill. Tal grafico
€ confeccionado a partir do log de (Y/1-Y) onde Y é o numero moléculas ligadas
ao substrato versus concentragcdo de substrato (Figura 5B) (Garret & Grisham,
1995).

O valor de n aumenta de acordo com o grau de cooperatividade da enzima
sendo seu valor maximo é igual ao numero de sitios ativos presentes na enzima.
Se uma proteina é tetramérica, por exemplo, o valor h € no maximo 4. A
cooperatividade de uma enzima pode ser positiva, quando h seja maior do que 1,
neste caso, a ligacéo do substrato em um sitio auxilia a ligagéo de outra molécula

de substrato em outro sitio. Ha situagdes em que a cooperatividade é negativa,
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quando n é menor que 1, ocorrendo o fendmeno oposto, a ligacao do substrato ao

sitio da enzima, dificulta a ligacédo do substrato em outro sitio ativo.

>
vy)

velocidade inicial

concentracdo de substrato

Figura 5. (A) Representagdo de curva de cinética enzimatica (velocidade x concentragé&o
de substrato), a curva 1 representa um hipérbole, seguindo o padrdo de Michaelis-
Menten, ja a curva 2 representa uma sigméide, proximo ao encontrado em enzimas
alostéricas. (B) Grafico de Hill de cooperatividade para mioglobina (h=1) e para
hemoglobina (h=2,8)

Existem dois modelos que tentam explicar o mecanismo de cooperatividade
e as interagdes alostéricas das proteinas: sequencial (KNF) ou associativo (MWC).
Apesar de abordagens diferentes, eles se baseiam na hipotese de que estas
proteinas se encontram em dois estados estruturais; tenso (T) com menor
afinidade ao substrato e relaxado (R) com maior afinidade ao substrato .

No modelo sequencial (KNF), proposto por Daniel Koshland Jr, ha trés
premissas: (1) as diferentes subunidades de uma enzima podem estar em dois
diferentes estados (T ou R), (2) a ligagdo de um substrato a uma subunidade
muda a conformacédo desta, mas ndo a de sua vizinha, ou seja, a transicdo de T

para R € induzida pela ligacdo do substrato em uma determinada subunidade; (3)

D —————————  —  — — — — — — — — — —  — —  —  ————— ———— — ——————————
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A mudanga conformacional produzida pela ligagdo de substrato em uma
subunidade pode aumentar ou diminuir a afinidade de ligacédo de outra subunidade
dentro da mesma molécula. Uma subunidade T com uma vizinha R tem maior
afinidade para um substrato do que uma subunidade T com vizinha T devido as
diferencgas existentes entre as interfaces entre TR e TT.

Ja o modelo associativo (MWC), proposto em 1965 por Jacques Monod,
Jeffries Wyman e Jean-Pierre Changeaux, se baseia no fato de que a simetria da
molécula é conservada durante as transi¢des alostéricas. O modelo MWC também
se baseia trés premissas: (1) A proteina se interconverte entre as duas
conformacgdes, R e T. Portanto, todas as subunidades da molécula devem estar na
forma T ou R. Hibridos TR n&o existem neste modelo, (2) substratos se ligam com
baixa afinidade na forma T e com alta afinidade na forma R e (3) A ligacdo do
substrato aumenta a possibilidade de todas as subunidades da molécula estarem
na forma R. A transicdo alostérica € dita associativa pois todas as subunidades de

uma vez mudam em harmonia de T para R ou vice-versa (Stryer , 1995)
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3. Objetivos

3.1. Objetivos Gerais:

Contribuir para o conhecimento dos mecanismos de patogenicidade de X.
fastidiosa, além de fornecer subsidios ao estudo da estrutura tridimensional de
proteinas desta bactéria relacionadas ao metabolismo e a patogenicidade.(XfSurE,
XfVird, XfDsbC, XfTolB, XfFnrE e XfHtpX)

3.2. Objetivos Especificos:

- Efetuar a clonagem do gene surE, vird, dsbC, tolB, fnrE e htpX de X.
fastidiosa, expresséo e a purificacdo de sua proteina correlata em Escherichia coli;

- Caracterizagdo enzimatica e estrutural de XfSurE.
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The genome data of bacterium Xylella fastidiosa strain 9a5c has identified
several orfs related to its phytopathogenic adaptation and survival. Among
these genes, the surE codifies a survival protein E (XfSurE) whose function
1s not so well understood, but functional assays in Escherichia coli revealed
nucleotidase and exopolyphosphate activity. In the present study, we report
the XISurE protein overexpression in £. coli and its purification. The over-
all secondary structure was analyzed by CD. Small-angle X-ray scattering
and gel filtration techniques demonstrated that the oligomeric state of the
protein in solution is a tetramer. In addition, functional kinetics experi-
ments were carried out with several monophosphate nucleoside substrates
and revealed a highly positive cooperativity. An allosteric mechanism
involving torsion movements in solution is proposed to explain the cooper-
ative behaviour of XfSurE. This is the first characterization of a SurE
enzyme [rom a phytopathogen organism and, to our knowledge, the first
solution structure of a SurE protein to be described.

Structured digital abstract

* MINT-7262492:  X/SurE (uniprotkb:Q9PF20) and X/SurE (uniprotkb:Q9PF20)  hind
(MI1:0407) by x ray scattering (M1:0826)
* MINT-7262504:  X/SurE  (uniprotkb:Q9PF20) and X/SwrE (uniprotkb:QYPF20)  hined

(MI:0407) by molecular sieving (M1:0071)

Introduction

Phytopathogens attacking

cconomically

important strain 9a5c 1s the causal agent of citrus variegated chlo-

crops are a major concern around the world. Tt is gen-
erally believed that, worldwide, up to 20% of potential
crop yields are lost. Bacterial plant diseases are most
severe in the tropical regions, where their effects can be
disastrous [1]. Throughout the Americas, the bacterium
Xvlella fastidiosa infects a wide range of hosts, includ-
ing grape, almond, peach and citrus [2,3]. In Brazil, the

Abbreviations

rosis [4,5], which is a disease that attacks sweet orange
trees and causes financial losses of up to US$S 280
320 million per year (http://www.fundecitrus.com.br).
In the Xylella genome, there are 220 genes whose
functions have been predicted on the basis of compara-
tive sequence analysis, although they were not classi-
fied into a particular metabolic pathway (http://www.

ASU, asymmetric unit; PDB, Protein Data Bank; pNPP, p-nitrophenyl phosphate; SAXS, small-angle X-ray scattering; SurE, stationary phase

survival protein E.

FEBS Journal 276 (2009) 6751-6762 ® 2009 The Authors Journal compilation ©® 2009 FEBS
D EE————————— ——— ———— —— —————————}

41

6751




Characterization of Xylella fastidiosa SurE

xylella.Ince.br) [6]. Among them, orf XF0703 encodes a
stationary phase survival protein E (SurE). The surE
gene is widely spread among archea. eubacteria and
cukaryote species and. apparently, is well conserved
[7]. orf XFO703 has 789 bp and its correlated protein
(XfSurE) has 263 amino acids (28.3 kDa) and a theo-
retical pl of 5.23. The N-terminal primary structure
has strong similarity with other previously studied
SurEs (Fig. 1).

The surE gene was first identified in Escherichia coli
and belongs to an operon related to the stationary
phase survival protein cluster coded by surE-pem-nlpD-
rpoS genes [8]. In Xylella, this operon has a different
genome architecture (surE-pem-dedA-nplD), where the
rpoS gene, an alternative RNA polymerase sigma [ac-
tor that is expressed during the stationary phase, is not
found [9]. As in E. coli, the Xylella surE gene has a
four nucleotide overlap with pemr and the two consti-
tute a bicistronic operon. These genes are highly
expressed during the stationary phase in E. coli. The
PCM protein is involved in rescuing cells from damage
caused by isoaspartyl residues that are formed during
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stress by the conversion of asparagines and aspartate
residues [10]. Assays with double mutant pem/surk
strains show isoaspartyl residue accumulation but,
interestingly. in the pem single mutant strain, the surfl
gene appears to supress this phenotype [11]. These
results corroborate the hypothesis that SurkE and PCM
proteins act in a coordinated manner to maintain cell
viability during stress [11,12].

Despite previous studies, the function of the SurE
protein is not completely known, nor is its catalytic
mechanism. Recently, this protein was reclassified as a
nucleotidase (nucleoside 5-monophosphate phospho-
hydrolase; EC 3.1.3.5) because of broad specilicity to
5(3") nucleosides in addition to cxopolyphosphatase
activity [13]. Thus, SurE protein may be involved in
pathway regulation of DNA and RNA synthesis [14]
or, in another hypothesis, it comprises a housckeeping
enzyme implicated in noncanonical nucleoside catabo-
lism [15,16]. Five crystallographic structures of SurE
have so far been characterized, obtained from Thermo-
toga maritima (TmSurE) [17.18], Pyrobaculum aerophy-

lum (PaSurE) [7], Thermus thermophylus (TtSurE) [19],

TPEFSPLEAPHEPATRVE

EVDLOGFRAIRTS
VENGER-FYRLOD-

Fig. 1. Multiple sequence alignment of SurEs using cLustaLwz [49] and GENEDOC [50], with identities given in parentheses. XfSurk, X. fastidi-
osa; StSurE, S. typhimurium (54%); EcSurE, E. coli (54%); AaSurE, A. aeolicus (42%); TmSurk; T. maritima (37%); TtSurk, T. thermophylus
(36%); PasurE, P. aerophylum (30%) and CjSurE, C. jejuni (33%). Letters shaded in black indicate residues that are identical in at least four
of the SurEs. Conserved substitutions are shaded in grey. Amino acids implicated in metal coordination and catalysis are highlighted in blue
and Asp8 is shaded in red. Secondary structure elements (orange sticks for a-helix and green arrows for B-sheet) predicted from XfSurE
seguence with PSIPRED [51] are also indicated. The blue double-arrow designates the regions corresponding to the functional loop, and two
B-sheets involved in tetramerization are enclosed in red rectangles [19].
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Aquifex acolicus (AaSurE) (not described in the litera-
ture) and, recently, Salmonella typhimurium (StSurE)
[20]. The protein from Campylobacter jejuni (CjSurE)
is under investigation [16].

In the present study. to provide a better understand-
ing of SurE protein function, and as part of our efforts
aiming to characterize possible pathogen-related pro-
teins from X. fastidiosa [21-24], we report the overex-
pression, purification and characterization of a new
SurE protein. This is the first characterization of a
SurE enzyme [rom a phytopathogenic organism. In
addition, modelling approaches based on small-angle
X-ray scattering (SAXS) data were used to obtain
information on of the overall shape of this protein,
permitting the identification of structural features simi-
lar to those of the SurE family of proteins. These stud-
ies, associated with kinetics parameters, indicate that
XfSurE has different features from the previously
described SurE proteins. Therefore, this present study
not only contributes to a better understanding of the
SurE family of proteins, but also adds new informa-
tion on the metabolism and phytopathogenicity of
X. fastidiosa.

Results and Discussion

Cloning, expression and purification

The X. fastidiosa genome has
information on bacterial metabolism and pathogenesis
[6]. In this context, several orfs were identified whose

provided important

functional and cellular roles are so far not well under-
stood. To better comprehend the bacterial metabolism
as well to contribute to the current knowledge about
the SurE protein family, we have studied the X. fastidi-
osa SurE protein. Despite carly functional and bio-
physical studies of SurE proteins, important questions
remain unanswered and the establishment of efficient
expression and purification procedures for the produc-
tion of XfSurE protein was first required in order to
obtain sufficient protein for functional and biophysical
experiments.

The orf” XFO703 was successlully cloned into the
pET29a expression vector. In £. coli overexpression
assays. the best results were obtaining by harvesting
cells 20 h post-induction, using lactose 5.6 mM as the
inductor agent. Approximately 20 mg of soluble
XISurE protein was obtained per litre of culture,
despite the fact that part of the protein was expressed
in insoluble form. The purification of the recombinant
XfSurE was performed by immobilized metal ion affin-
ity chromatography using nickel, resulting in a large
quantity of purified XfSurE obtained in elution frac-

FEBS Journal 276 (2009) 6751-6762 © 2009 The Authors Journal compilation © 2009 FEBS
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tions over a imidazol concentration range of
250-500 mM. A single band with approximately
30 kDa (XfSurE plus His-Tag C-terminus) was

obtained by SDS-PAGE.

CcD

To investigate the secondary structural integrity of
recombinant X{SurE, CD spectra were obtained at pH
7.0. Analysis of the data using CDSSTR indicated that
XIfSurE 1s mainly composed of a-helices (31%) and
B-sheets (20%). These results are in agreement with the
predicted secondary contents obtained with PSIPRED
(29% o-helices and 20% B-sheets) and also are compat-
ible with the data from the crystal structures of SurEs
described in the literature that are composed of Ross-
mann-like domains with a swapping domain [18], thus
indicating that the purified recombinant protein was
folded and stable at room temperature.

Size exclusion chromatography

The oligomeric state of SurE proteins in solution is
currently not well understood. In 7. maritima, TmSurE
was found as dimers [17] or both dimers and tetramers
[18]. PaSuE, CjSurE and StSurE exist
[7.16,20] and TtSurE was described as existing in equi-
librium between dimers and tetramers [19]. Size exclu-
sion assays with EcSurE indicated a tetrameric
organization [13].

Studies using gel filtration and SAXS analysis point
to a tetrameric form of XfSurE in solution. Gel filtra-
tion revealed that XfSurE appears during column elu-

as dimers

tion as a single peak between the aldolase (158 kDa)
and conalbumin (75 kDa) peaks (Fig. 2). According to
a calibration curve, this XfSurE peak corresponds to a
calculated molecular mass of 117 + | kDa, therefore
being equivalent to the expected mass of a tetramer.

Enzymatic assays

Initial enzymatic assays involving XfSurE were per-
formed wusing the artificial substrate p-nitrophenyl
phosphate (pNPP) to determine the best pH and cofac-
tor, as well the kinetic parameters. As shown in
Fig. 3A, the enzyme has highest activity at pH 7.0.
The optimal pH is the same as those of EcSurE and
StSurE [13,20], suggesting that, in mesophylic organ-
isms, the enzyme acts at neutral pH, in contrast to
thermophilic activity changes
depending on the organism.

Various divalent metals were tested to determine the
best cofactor with pNPP (Fig. 3B). The enzyme exhib-

bacteria where the
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Fig. 2. Calibration curve for XfSurk in buffer B using the molecular
mass calibration kits LMW and HMW (GE Healthcare). The esti-
mate of molecular mass for XfSurE is highlighted in red.

ited the highest affinity with Mn>", followed by
Co** > Mg>" > Ni".  From all
SurEs, only EcSurE [13] has a preference for manga-
nese, whereas, in the other SurEs, the preference is for
magnesium. assays with pNPP (Fig. 3C)
showed that, with this substrate, the enzyme has a
classical Michaelis-Menten behaviour, with

characterized

Kinetic

Ky = 3.2 mM. This value is higher than that found
for EcSurE (K, = 2.49) and TtSurE (K, = 2.9). but
below that of StSurE (K, = 4.8). These results
demonstrate that the enzyme has low affinity for this
substrate.

Several phosphorylated substrates were screened.
The results obtained indicate that X{SurE has activity
only against monophosphate nucleosides (Fig. 3A).
The enzyme has higher activity with purine nucleosides
(3-AMP > 5-dGMP > 5-dAMP > 5-AMP),  but
did not exhibit a clear preference between ribo- or

deoxyribonucleotide and 3" or 5 monophosphate

nucleosides. This is consistent with the classification of

SurE as a member of 5(3’) nucleotidase. family [13].

Functional experiments with four natural substrates
showed that the best divalent metal was Mn?™ for all
of them. Morcover, the ions Mg>" and Co>" were
demonstrated to be alternative metal options [or
3-AMP, ¥-dAMP and 5-AMP substrates. and Co?"
and Mg2+ for 5-dGMP (Table 1).

Interestingly, kinetic experiments with natural sub-
strates revealed new catalytic properties of X[SurE. It
was clearly demonstrated that, in the presence of natu-
ral substrates, XfSurE exhibits an allosteric behaviour
with a sigmoidal fit for 3-AMP (Fig. 3C) and other
substrates (Table 1). The kinetic values obtained dem-
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onstrated that XfSurE possesses the highest affinity for
-AMP (Ky5 = 0.16), followed by 3-dAMP, 5-
dGMP and 5-AMP. These results are similar to the
K., range of EcSurE (0.10-0.37 mm) [13]. Allosteric
behaviour was found for EcSurE only in the presence
of polyphosphate substrates, where the enzyme had an
exopolyphosphate activity with a Hill coefficient of
1.86. In XISurE, where allosteric behaviour was found
for nucleotidase activity, the positive cooperative
behaviour was higher, with a Hill coefficient of 2.6 for
the 3’-AMP substrate. Other nucleotidases with alloste-
ric properties have been characterized, such as the
secreted 5-nucleotidase from Trichinella spiralis (Hill
coelficient of 1.56 for AMP) [25] cytosolic nucleotidase
from chicken [26] and human cytosolic 5’-nucleotidase
II [27-29]. These findings indicate that X{SurE possibly
1s a regulatory enzyme and that it is modulated most
likely by purine nucleoside byproducts originating
from an intricate bacterial metabolism.

Similar to EcSurE, the XIfSurE enzyme is inactive
towards 5-ATP. To investigate a possible inhibition of
XISurE activity by 5-ATP, an inhibition curve was
obtained in the presence of 3-AMP (Fig. 3G). The
enzyme is inhibited in a dose-dependent manner, simi-
larly to EcSurE [13]. XfSurE lost 50% of this activity
in the presence of 0.86 mM 5-ATP (K; = 0.43 mM).

Structure analysis

SurE structures

Figure 1 shows a sequence alignment of X[{SurE with
the seven most identical homologues. The crystallo-
graphic structures of five homologous proteins have

been previously reported both in apo and holo forms.
Apo structures from P. aerophylum [PaSurE; Protein
Data Bank (PDB) entry 1L5X] [7] and A. acolicus
(AaSurE:; PDB entry 2PHI) (not described in the liter-
ature) as well as a holo form with magnesium ions of
T. maritima (TmSurE; PDB entry 1J9J) [17,18] have
been determined in a crystal form containing a dimer
in the crystal asymmetric unit (ASU). 7. thermophylus
SurE structures were determined in different crystal
forms, in particular, the apo structures TtSurEl (PDB
entry 2E69; space group P3,21, with a tetramer in the
ASU) and TtSurE3 (PDB entry 2E6G: space group
P2,2,2,. with three tetramers in the ASU) and the
complex TtSurE-MnAMP with Mn’* and AMP
(PDB entry 2E6C; space group P3,21, with one tetra-
mer in the ASU). Sulfate and phosphate ions from the
crystallization buffer were observed in both apo struc-
tures [19]. Recently, the crystallographic structure of
SurE from S. typhimuriuvm in the presence of magne-
sium 1ons was determined in two different crystal
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Fig. 3. Functional assays involving XfSurE enzyme. (A-C) Hydrolysis of the artificial substrate pNPP. (A) pH dependence of XfSurkE in differ-
ent buffers: MES-Na (pH 5.5-6.7), Hepes-Na (pH 7.0-8.0) and Tris-HCI (pH 8.2-9.5). (B) Divalent metal preference in buffer Hepes-Na (pH
7.0). Each metal was added at a 0.1 mm concentration, except Mg (added at 1 mm). (C) Kinetics curve of pNPP (0.1-40 mm). The reaction
mixture contained 50 mm Hepes-Na buffer, 0.1 mm of Mn?* and 4 mm of pNPP substrate. (D-F) Phosphatase activity with natural sub-
strates. (D) Nucleotidase activity in different phosphorylated nucleosides (at 1 mm). (E) Metal predilection of XfSurkE in the presence of
3-AMP (ion concentrations are the same as those utilized in the pNPP assays). (F) Kinetics curve of 3-AMP (0.01-1 mm). (G) XfSurE inhibi-
tion by ATP (0-2 mm) in the presence of 2.5 mm 3-AMP.

Table 1. Kinetic parameters and metal predilection for several substrates of XfSurE.

Substrate Kos (MmM) Vinax ([(pM)‘(mmmg”)ql) Hill coefficient Metals

pNPP 3204 8.8+0.2 1.18 = 0.09 Mn?* > Co?*
3-AMP 0.16 + 0.01 2.96 + 0.03 2.67 + 0.09 Mn?* > Mg?*
5-dAMP 0.41 + 0.03 0.859 + 0.001 29+ 0.1 Mn2* > Mg?*
5-AMP 0.79 + 0.05 0.55 + 0.02 26+02 Mn?* > Mg®*
5"-dGMP 050 + 0.07 2.26 + 0.08 26=+03 Mn?* > Co?*

forms [20], which will be referred to as StSurEl (PDB
entry 2V40, whose crystals contain a tetramer in the
ASU) and StSurE2 (PDB entry 2V4N, where the ASU
contains a monomer). In addition, a report on the
tallization of SurE from C. jejuni (CjSurE) in two
crystal forms containing either a dimer or a tetramer
in the ASU 1s available [16].

FEBS Journal 276 (2009) 6751-68762 © 2009 The Authors Journal compilation ® 2009 FEBS

It is important to note that the crystal ASU does
not necessarily reflect the protein structure in solution.
Indeed, different oligomers with the same number of
subunits can be generated by the aplication of crystal-
lographic symmetry operations on the molecules
contained in the ASU,
been reported where solution studies were essential to

and several cases have
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provide information on the macromolecular assembly
in solution [30]. In the case of XfSurE homologues.
although various crystal forms were reported, contain-
ing a monomer, a dimer, a tetramer or a combination
of tetramers in the ASU, additional experimental data
other than crystallographic data are necessary to deter-
mine which macromolecular contacts mediate multi-
the shape of the probable
biologically relevant oligomer. To our knowledge, this
is the first solution structure of a SurE protein to be
described.

merization and thus

SAXS experiments

SAXS measurements taken at various concentrations
showed that the oligomeric state of X[SurE does not
depend on the protein concentration. Thus, we report
only the data for the sample with a protein concentra-
tion of 12.1 mgmL™. whose experimental curve is
shown in Fig. 4A. The linear behaviour in the Guinier
region (Fig. 4A, insct) indicates a monodisperse sys-
tem, corresponding to a scattering particle with
radius of gyration of 32.7 + 0.2 A. The distance dis-
tribution function P(r) obtained from the experimental
data (Fig. 4B) corresponds to a globular molecule with
a maximum intramolecular distance Dp.x = 100 A.
Furthermore, the Kratky plot (Fig. 4B, inset), with a
well-defined maximum, indicates that the protein is in
a folded native conformation.

In addition to the gel filtration technique, an esti-
mate of the molecular mass of XfSurE in solution was
obtained by the method described in the Experimental
procedures, using lysozyme (Mg = 14.4 kDa) at a
concentration of ¢y 27.0 mg'mL’I as standard. Val-
ues for /(0) obtained by Guinier analysis for the sam-
ple and the standard were [0) = 1.9564 x 107 and
L,(0) = 58127 x 107 (arbitrary units on the same
scale). respectively, leading to 108 kDa as an estimate
for the molecular mass of the protein in solution. This
value 1s in agreement (within the error inherent to the
method) with that predicted from the amino acid
sequence for four monomers of XfSurE (i.e. 118 kDa).
Thus, that XfSurE is tetramer in
solution.

a

Wwe o assume a

AD initio shape restoration and structural comparisons

Theoretical scattering curves for different tetramers
obtained [rom the available crystallographic structures
of X[{SurE homologues were computed by crRYSOL [31]
and the values of the parameter y are provided in
Table 2. The best fit was obtained with the homologue
StSurEl. The fit to the experimental curve and the dis-
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Fig. 4. SAXS experiments. (A) Experimental small-angle X-ray solu-
tion scattering curve of XfSurE and the linear behaviour observed in
the Guinier plot (inset). The fit to the experimental data calculated
with crysoL [31] for the models StSurEl and StSurEm is also
shown. (B) Distance distribution function derived from the experi-
mental curve using GNom [42] and the Kratky plot obtained from the
experimental data (inset). P(n) functions for the models StSurE1 and
StSurEm calculated using cRysoL [31] and cnom [42] are also
shown.

tance distribution function are presented in Fig. 4A B.
In both cases, good agreement is observed.

In addition to this preliminary analysis, which
included calculation of global parameters and analysis
of crystallographic structures of homologous proteins,
a low resolution envelope for X(SurE was derived
from the scattering curve. The best results during the
DAMMIF [32] runs were obtained imposing the point-
group symmetry P222 (y = 1.65), followed by P2
(7 = 1.89). Pl (3 = 2.89) and P4 (y 10.77). The
final average envelope is shown in Fig. 5, superposed
onto the model StSurEL

Taken together, the results of the present study
that the

uncquivocally indicate overall shape of
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Table 2. Structural parameters for Surk tetramers. The tetramers of TmSurE, PaSurE and AaSurE were generated by the application of crys-
tallographic symmetry operators. Further details are provided in the text.

Area (A?)
Model Ry (A) % A-B c-D AB-CD Dihedrals () dac A Ohp A
StSurEm 32.40 1.502 2185 2403 2057 238 26.7 26.1
StSurE1 32.66 2.040 3781 3731 1257 15.2 26.1 25.8
TmSurE 32.40 2.197 3665 3556 1048 8.9 225 225
PasurE 3168 5.609 2999 2994 2231 -19 211 213
AaSurE 31.10 6.439 3621 3620 1434 -32.6 22.8 225
TtSurE-MnAMP 3071 10.355 3272 2980 1815 -16.3 17.9 225
TtSurE1 30.62 10.490 3314 3032 1460 -15.3 18.7 224
TISUrE3 29.97 14.473 2913 2730 2147 -24.8 16.9 16.6

XfSurE in solution is very similar to that of StSurEl,
the tetramer contained in the ASU of the crystallo-
graphic structure of SurE from S. ryphimurium.

Rigid-body modelling

As shown in Fig. 4A B, the crystallographic model
StSurEl fits the scattering curve and the distance dis-
tribution function in both anisometry and Dy, quite
well. Differences observed at higher angles in the scat-
tering profile and small differences in the P(r) function
may be explained by the superposition of the StSurEl

structure onto the XfSurE low resolution envelope. As
shown in Fig. 5 (center), there are lateral empty por-
tions that suggest differences in the B-hairpin (Fig. 1)
responsible for tetramerization in these proteins. To
improve the fit to the experimental solution scattering
curve, we searched for a more suitable model, starting
from the original StSurEl structure and adopting an
approach where protomers A, B, C and D were treated
as rigid bodies subject to two independent movements
with respect to Fig. 5 (left): a translation of protomers
A and D along the z-axis and a rotation of the dimer
formed by protomers C and D around the yp-axis.

Fig. 5. Cartoon representation of the crystallographic structure of SurE from S. typhimurium (StSurE1) superposed onto the XfSurE envelope
reconstructed from the experimental solution scattering curve. The center and right views are rotated clockwise by 90° around the x- and
y-axes, respectively. Protomers A, B, C and D are shown in green, blue, orange and pink in this sequence, with the corresponding Asp8
C., represented as a sphere. With respect to the left panel and the coordinated system of the page, the rigid-body modelling procedure
described in the text involved translations (with respect to the original position) of protomers A and D along the zaxis and rotations of
protomers C and D around the y-axis. The drawing was prepared using PymoL (http://www.pymol.org).

FEBS Joumal 276 (2009) 6751-6762 © 2009 The Authors Journal compilation ® 2009 FEBS 6757
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Structural changes introduced during the process were
visually inspected by superposing the modified models
onto the experimentally-derived envelope.

A characteristic of the StSurEl tetramer is the dis-
tance of the C, carbons of Asp8 in the monomers
A/C (dac) and B/D (dgp), which are responsible for
the symmetry properties observed in some of the
reported crystallographic structures [19]. This distance
is also correlated with the dihedral angle between the
plane formed by Asp8 C, in protomers ABD and the
plane formed by the corresponding atoms in protomers
BCD (Fig. S1), as well as with the interface area
between the dimers AB and CD. These parameters
have proved to be convenient for structural compari-
son, and the calculated values for various SurE struc-
tures are shown in Table 2.

Translational movement in steps of 1 A and rota-
tions in the range —90° to +90° in steps ol 10° were
carried out and the 7y parameter was computed
against the experimental data with crysoL [31], result-
ing in the plot shown in Fig. S2. The distances dac
and dpp remained essentialy constant throughout the
process, thus preserving structural symmetry. As

shown in Fig. S2, the value of % for a translation of

approximately 7.5 A is a minimum for several rota-
tion angles, indicating that, in principle, more than
one configuration 1s possible in solution. Of note,
there is a central local minimum (translation and
rotation of 7.5 A and +25° respectively), which will
be referred to as StSurEm, for which y = 1.502, and
this is lower than that calculated for the initial model
StSurEl (y = 2.040). StSurEm has a dihedral angle
(23.8°) higher than that of StSurEl (15.2°) (Table 2)
and a higher interaction surface arca between dimers

AB and CD (2057 A2 versus 1257 A2 in the case of

StSurEl). The fit to the experimental curve and the
P(r) function corresponding to the StSurEm model
are shown in Fig. 4A.B.

It is important to note that the active site of each
protomer as well as other important residues for catal-
ysis (amino acid residues 32-51 in Fig. 1) are located
in the core of the tetramer, a region directly affected
by changes in the interface areca AB/CD. Conceivably,
the possible structural configurations mentioned above
may be related to a freedom of movement of the apo
enzyme in solution, which would itsell constitute a

mechanism by which XfSurE may regulate the entry of

substrate into the active sites of the tetramer. This
hypothesis is in agreement with (and could provide an
explanation for) the results obtained by the enzymatic
assays, where the Hill coelficients unequivocally indi-
cate the highly
XISurE. Proteins of dihedral groups provide rich struc-

positive cooperative behaviour of
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tural variations to build allosteric control [33], as
observed in [ructose-1,6-bisphosphatase tetramer [34]
where, 1n the Monod—
Wyman-Changeux model [35], the T state was associ-
ated with a dimer turned 17° from its position in the
R state, with both coexisting in equilibrium.

Iwasaki and Miki [19] recently proposed for TtSurE
that an observed cooperative behaviour was correlated
with the structural asymmetry inherent in the apo
enzyme, as a result of differences in the distances dac
and dgp (TtSurEl; Table 2). The correlation with a
cooperative behaviour was inferred based on the fact
that the structure of a holo enzyme (TtSurE-MnAMP)
also exhibted the same asymmetry. Thus, it could not
be atributed to the presence of the ligand. However, as
shown in Table 2, in another apo structure (TtSurE3)
determined by Iwasaki and Miki [19], no asymmetry is
observed. Both TtSurEl and TtSurE3 have an ion near
the active site region. The asymmetric apo structure
TtSurEl belongs to a crystal form containing a tetra-
mer in the ASU, whereas the ASU of the apo structure
TtSurE3 contains three tetramers, with all of them
being symmetric. Thus, [rom a dilferent point of view,
the observed asymmetry cannot be considered as an
intrinsic property of the apo enzyme.

In the case of XISurE, the data suggest that the
unequivocal positive cooperative behaviour observed 1s

context of the two-state

not related to a permanent structural asymmetry. The
results obtained in the present study provide insight
into a possible allosteric behaviour of the enzyme that
could account for the observed cooperativity. Because
XISurE may exhibit a twisting movement in solution,
as discussed above, a simple model for an allosteric
mechanism would include two configurations, R and
T, similar to the Monod-Wyman—Changeux model
[35]. Thus, changes in the dihedral angle and accompa-
nying changes in the contact arca between dimers
AB/CD would control the access of the substrate to
the active sites of the tetramer.

Experimental procedures

Cloning, expression and purification

The surE gene from X. fastidiosa orf XF0703 was amplified
by PCR using purified genomic DNA as template. The
PCR was carried out using specific primers with restriction
enzyme sites Ndel and Xhol (New England Biolabs,
Ipswich, MA, USA) for cloning in pET2% vector (Nov-
agen, Madison, WI, USA): forward primer 5-ATAAA
CATATGCGCGTTCTTGTCAGTAA-3’ and
primer 5-AAACTCGAGTGTTGGCCAGTCCATGTG-3"
(Invitrogen Life Technologies. Sdo Paulo. Brazil). The PCR

reverse
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amplification product was cloned into pET2% and trans-
formed into E. coli DH5-o as the cloning host. Sequencing
of cloned vectors revealed orf XF0703 plus an expected
additional eight carboxy terminus amino acid residues,
including six histidines (LEHHHHHH).

The plasmid containing the surE insert from X. fastidiosa
was transformed into E. coli BL21 (DE3) cells. inoculated
overnight at 37 °C and 300 r.p.m. into 3 mL of TB medium
containing 40 pgmL™" of kanamycin antibiotic and trans-
ferred to 2 L of TB at the same antibiotic concentration.
The cells were grown until Dsgy of 0.6-0.8 was reached,
when XfSurE protein overexpression was induced by the
addition of 5.6 mm of lactose followed by cultivation for
20 h at 37 °C and 300 r.p.m. The culture was then centri-
fuged at 3000 g for 15 min at 4 °C and pelleted cells were
resuspended in buffer A (50 mm Tris-HCI, pH 7.5, with
300 mM NaCl) plus 1 mgmL™! lysozyme and 1 mM phen-
ylmethanelsulfonyl fluoride (Sigma Chemical, St Louis,
MO, USA). The cell suspension was let stand for 30 min at
4 °C followed by sonication. Clarification was performed
twice by centrifugation at 27 000 g for 40 min at 4 °C. The
XISurE protein purification was performed in a single chro-
matography step using a Ni-NTA column (Qiagen, Hilden,
Germany) equilibrated with buffer A. The purified X{SurE
protein was eluted with five column volumes of buffer A
containing 250 mM imidazole and the degree of purity was
estimated by SDS-PAGE. Subsequently, the purified
XISurE was dialyzed in buffer B (25 mm Tris-HCI, 50 mm
NaCl and 1 mm dithiothreitol). All chemical reagents used
were of the highest commercially available grade.

CcD

CD spectra of the purified XFSurE protein were measured
using a Jasco J-810 Spectropolarimeter dichrograph (Japan
Spectroscopic, Tokyo, Japan). The far-UV CD spectra
were generated at 24 °C using XfSurE protein at 6.5 um
in 5 mMm Tris-H,SO,4 buffer at pH 7.0. The assays were
carried out using a 1 mm pathlength quartz cuvette, and
20 accumulations within the range 260-190 nm at a rate
of 50 nmmin~' at 20 °C were recorded for the sample
and averaged. Deconvolution and statistical analysis of
the CD spectra were performed using the DICHROWEB
server [36-38].

Size exclusion chromatography

To assess the oligomeric state of purified XfSurE, gel filtra-
tion chromatography was performed using a Superdex 200
HR10/30 (GE Healthcare, Uppsala, Sweden) prepacked
column. After equilibration of the column with buffer B
(48 mL), the sample was loaded at a flow rate of 0.5 mL:
min~!. The Superdex column was calibrated using HMW
and LMW calibration kits (GE Healthcare) as standard
molecular weight markers.
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Enzymatic assays

Assays with artificial substrate pNPP involving pH. cofac-
tors and kinetics were performed at room temperature and
the data were obtained spectrophotometrically at 410 nm.
The phosphatase activity of SurE protein was screened
against different phosphorylated substrates (amino acids,
sugars, lipids and nucleosides). Kinetic experiments with
four substrates (3’-AMP, 5-AMP, 5-dAMP and 5-dGMP)
were carried out aiming to understand the behaviour of
XISurE in the presence of these substrates. The phospha-
tase activity with natural substrates was measured at
620 nm by the release of free phosphate using the malachite
egreen method [39]. The experiments were performed in
50 mM Hepes-Na buffer (pH 7.0) with 0.1 mm of Mn’>".
All the reactions were performed in quadruplicate and
repeated three times using 2.5 pg (pNPP assays) and 1.5 pg
(natural substrates assays) of fresh purified protein. Kinetic
parameters were obtained using GRAPHPAD PRISM (Graph-
Pad Software, San Diego, CA, USA). All substrates were
purchased from Sigma Chemical.

SAXS data analysis and modelling

The samples of XfSurE were prepared with concentrations
in the range 2.0-12.1 mgmL™" in buffer B (25 mm Tris-
HCL pH 7.5, 50 mm NaCl and 1 mm dithiothreitol). SAXS
data were collected at the D02A-SAXS2 beamline of the
Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron (LNLS, Campinas
SP, Brazil) using a 2D position-sensitive MarCCD detector
(Marresearch, Hamburg, Germany). The sample-to-detector
distance was 1306.85 mm, and the X-ray wavelength was
1.488 A. A momentum transfer interval 0.01 < g < 0.24
(A") was covered, where ¢ = [(4n)/(A)]sin 6 and 26 is the
scattering angle. The scattering patterns were measured with
a 3 min exposure time at 20 °C. For each concentration, five
sucessive frames were recorded. Data reduction using FIT2D
[40] included radial integration of the images collected and
normalization to the intensity of the transmitted beam to
build an average scattering curve. No radiation damage was
observed. The average scattering curves underwent conven-
tional Guinier approximation analysis to obtain R,. the
radius of gyration of the molecule and /(0). the scatering
intensity at zero angle, assuming Guinier’s law [(q) =
1(0)exp(—¢[(R)/3]) for very small angles (¢ < L.3/R,)
[41]. More accurate estimates for R, and #(0) were obtained
by the indirect Fourier transform method as implemented in
GNOM [42]. which also calculates the distance distribution
function P(r). allowing assessment of the maximum intra-
molecular distance (D,,,,) and molecule anisometry. Exami-
nation of the Kratky plot [z/ZI(r/) % ¢], where the native state
of a compact globular protein, has a characteristic profile,
was employed as a tool to characterize the conformational
state of the protein in solution [43.44]. An estimate for the
molecular mass of the protein was obtained using a known
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protein collected in the same experimental conditions as a
standard for calibration and the equation [Mc/1(0)]prowin =
[Mec/I(0)]standara, Where, for each species, M is the molecular
mass, ¢ is the concentration and /(0) is the scatering inten-
sity at the origin. This method is capable of providing
molecular mass estimates with an error of approximately
10% [45]. The number of subunits (#) and thus the oligo-
meric state in solution was obtained from the known molec-
ular mass of the protein monomer (P) and the relation
n = M/P.

Ab initio dummy bead models were calculated from the
experimental curves using DAMMIF, a [aster version of DAM-
MIN [32]. Different point-group symmetries (P1, P2, P4 and
P222) were imposed. The final low resolution 3D envelope
representing the protein was generated by averaging twenty
independent DAMMIF runs, with the software DAMAVER and
DAMFILT [46] in the automatic mode. With the objective of
clearer visualization, the average model was represented by
a surlace calculated using the software NCSMASK [47].

In parallel to the @b initio methods used to construct a
low resolution envelope from the experimental curve. rigid-
body modelling based on the homologous protein StSurEl
was carried out in an independent fashion. Translation and
rotation movements of the protein subunits were performed
using pymMoL (http://www.pymol.org). The discrepancy (y)
between the experimental data and the theoretical scattering
curve computed for each possible model was assessed with
the software crysoL [31]. Conventionally, the parameter ¥
provided by crysoL is used as a measurement of the good-
ness of fit to the experimental data. Structural alignments
were carried out with supcoms [48]. Calculation of interac-
tion surface areas between subunits in oligomers was per-
formed using the software AREAIMOL available in the ccpr4
package [47]. First, the accessible surface area for each indi-
vidual subunit (S;, Sj) and the surface of the complex (Si;)
were calculated. The interaction surface area was then
obtained as half of the buried surface areca, defined as:
S+ S - Sij.
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Fig. S1: Stereoview defining the dihedral angle between the plane formed by Asp8 C, in pro-
tomers ABD and the plane formed by Asp8 C,, in protomers BCD (StSurE1l). The a-carbons are
shown as spheres and the protomers in different colours. Figures were generated with PyMOL

(http://www.pymol.org) under Linux.
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Fig. S2: The parameter y as a function of the translation and rotation movements involved
in the rigid-body modelling described in the text. For each configuration, the discrepancy y of
the theoretical scattering curve from the experimental data was computed with CRYSOL (see
Experimental Procedures). The central local minimum with coordinates 7.5 A and +25° was

referred to as StSurEm in the text.

54



Resultados Complementares
L_____________________________________________________________________________________________________________________|

5. Resultados Complementares

5.1. Proteina XfSurE

5.1.1. Clonagem, expressao e purificagao

Conforme descrito no manuscrito, a orf XF0703 foi clonada em pET29a,
expressa em E. coli BL21(DE3) e purificada por cromatografia de afinidade ao
niquel. A figura 6 mostra o produto da amplificacdo (cerca de 800 bp) da

respectiva orf a ser clonada em pET28a e pET29a.

1 2345612345 6

872pb_. ----‘-
603 pb —¥ e s or b as ed 6 e o

H_H_/

pET28a pET29a

Figura 6. Gel de agarose 1%. Produto de amplificacdo por PCR da orf XF0703 a ser
clonada no pET28a e pET29a, respectivamente. Legenda: M = Marcador
AHindll/pxHaelll, 1-6 = temperatura de anelamento utilizada (gradiente) , sendo 1 - 48°C;
2-50,2°C;3-52,1°C;4-55,5°C; 5-58,7°C e 6 -60,5°C.

Como o processo de clonagem e sequenciamento do inserto foi obtido de
uma forma mais rapida em pET29a, decidiu-se prosseguir os experimentos
envolvendo este vetor. Posteriormente, averigou-se que o rendimento da
purificacdo da proteina recombinante derivada deste vetor foi muito bom e,

portanto, ndo se continou os trabalhos com o pET28a.
e ______—————————————————————————————
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No que se refere a expresséo e a purificagéo da proteina XfSurE, a Figura
7 sumariza as melhores condi¢cbes encontradas ja descritas no manuscrito.
Obteve-se a proteina soluvel expressa no tempo de indugcdo de 20 horas (Tyo),
sendo que a mesma eluiu relativamente pura nas fragcdes de 250 (l250) € 500 mM

(Is00) de imidazol.

l10 l10o0 l250 Is00

34,7 kDa
27,0 kDa

Figura 7. Gel de SDS 12%. Expressao e purificagdo de XfSurE. Legenda: M = Marcador
de peso molecular para proteinas (New England Biolabs). To = tempo de indugéo de 0
horas (sem indugéo), T»= tempo de indugéo de 20 horas, ES = extrato soluvel bacteriano,
F = flow through, L = lavagem da resina com tampdo de extracdo e |, = tampéo de
extracdo com imidazol (10, 100, 250 e 500 mM) para purificagdo da proteina.

5.1.2. Dicroismo Circular

Complementando os resultados de dicroismo circular apresentados no
manuscrito, outros ensaios foram realizados com a proteina XfSurE em trés
diferentes pHs e com adicdo de cofator e inibidor. Os resultados estéo

representados nas Figuras 8 e 9 e nas tabelas Il e Ill.
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Figura 8. Espectros de dicroismo circular de XfSurkE em trés diferentes pHs

Tabela Il. Dados de deconvolugdo de dados de dicroismo circular obtidos pelo soffware CDSSTR
da proteina XfSurE em trés diferentes pHs

Condigao Hélice-a (%) Folhas-f (%) Outros (%)
PSI-PRED 29 20 51

pH 6,0 31 21 48

pH 7,0 31 20 49

pH 8,0 33 15 52

Avaliando-se o perfil de estrutura secundaria da proteina em diferentes pHs,
nota-se que ndo ha uma grande variagéo entre os pHs 6,0 e 7,0. No entanto, em
pH alcalino, verifica-se que ha uma certa perda de estrutura (principalmente em
folhas-betas). Tais dados condizem com resultados obtidos nos ensaios de
atividade mostrados no manuscrito, onde XfSurE apresenta maior atividade em pH

neutro ou levemente acido e perde mais de 50% de sua atividade em pH alcalino

D —————————  —  — — — — — — — — — —  — —  —  ————— ———— — ——————————
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(8,0), provavelmente devido a essa leve desnaturagcdo que a proteina sofre neste

ambiente.

12500
Lo XfSurE

10000‘_[ XfSurE com Mn **
_ 7500 XFSurE com fosfato
3 4
E 5000
[*3 4
[}
= 2500
g -
® 0
P ]
T .2500
= ]
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Figura 9. Espectros de dicroismo circular de XfSurE em pH 7,0 com a adi¢do do cofator
(manganés) e inibidor (fosfato inorganico)

Tabela Ill. Dados de deconvolugdo de dados de dicroismo circular obtidos pelo software CDSSTR

da proteina XfSurE com a adi¢do do cofator (manganés) e inibidor (fosfato inorgénico)
Condicao Hélice-alfa (%) | Folhas-B (%) Outros (%)
PSI-PRED 29 20 51
XfSurE 31 20 49
XfSurE + Mn** 33 18 49
XfSurE + PO, 34 15 51

Em relacéo a adi¢édo do cofator, observou-se uma pequena diferenga com a
presenca do cofator natural (0 manganés) onde a proteina apresenta um maior

enovelamento em hélice-alfa e perda em folha-beta. Ja na presenca do inibidor, o

D —————————  —  — — — — — — — — — —  — —  —  ————— ———— — ——————————
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fosfato, o qual é o produto da reacdo a qual a enzima catalisa, nota-se uma perda
da estrutura em folha-beta e um acréscimo em estrutura em hélice-alfa. Estes
dados também condizem com o0s ensaios de inibicdo com este ion, onde a

proteina & parcialmente inibida na presenca do mesmo (dados ndo mostrados).

5.1.3. Obtencao de cristais

Apos a obtencgéo da proteina XfSurE recombinante derivada do pET29a, a
mesma foi concentrada até obter uma solugéo de 5,5 e 11 mg/mL (contendo o ion
manganés a 1 mM como cofator , sendo que na concentracédo de 5,5 mg/mL
também foi acrescentado o substrato 3’-AMP a 10 mM) em tampéo Tris-HCI 15
mM pH 8,0, NaCl 25 mM, DTT 1 mM e PMSF 1 mM.

Screening inicial: Os experimentos foram realizados no laboratorio
robotizado de Cristalizacdo de Proteinas do LNLS/CeBiME. Em cada condigé&o, 3
gotas de cristalizacdo foram originadas pela adi¢gdo de 1 pL de solugdo protéica a
5,5 mg/mL (com e sem substrato) ou a 11 mg/mL (sem substrato) mais 1 pL de
tampéo referente a cada condigéo. Testaram-se 6 kits de cristalizagdo a saber: Kit
1: Crystal Screen e Crystal Screen 2 (96 condi¢gdes) — Hampton Research, Kit 2:
Wizard | e Il (96 condigbes) — Emerald BioSystems, Kit 3: PACT (96 condigbes) —
Nextal/Qiagen, Kit 4. JCSG+ (96 condigbes) — Nextal/Qiagen, Kit 5: SaltRx (96
condigbes) — Hampton Research e Kit 6: Precipitant Synergy (64 condigbes) —
Emerald BioSystems.

Apds uma semana, cada condigéo foi visualizada utilizando uma lupa com

luz polarizada para verificagdo da presenca de cristais. A principio, os maiores
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cristais foram obtidos nas condi¢des, a saber: (A) formato de magnésio 200 mM
pH 5,9 e 20% PEG 3350. (B) bis-tris-propano 100 mM pH 7,5; 20% PEG 3350 e
Nal 200 mM. (C) tampao bis-tris-propano 100 mM pH 7,5; 20% PEG 3350 e
NaNO3; 200 mM (Figura 10).

Foi possivel constatar um reagente “padrao” de cristalizagéo, o precipitante
PEG 3350. No entanto, na condicdo A apareceram cristais em adicdo de sal e em
pH acido enquanto que as condigbes B e C sdo praticamente idénticas, pois se
variou apenas o sal. E importante salientar que, para as trés condigdes,

apareceram cristais nas duas concentracdes de proteinas utilizadas

Figura 10. Cristais de XfSurkE obtidos em diferentes condic¢des. (A) formato de magnésio
200 mM pH 5,9 e 20% PEG 3350. (B) bis-tris-propano 100 mM pH 7,5; 20% PEG 3350 e
Nal 200 mM. (C) tampéo bis-tris-propano 100 mM pH 7,5; 20% PEG 3350 e NaNO; 200
mM.

Observa-se que, por exemplo, na condicdo B, os cristais aparecem
germinados (tamanho de 150 ym) enquanto que na condicdo C, os cristais sdo
menores (50 um) e ndo tem uma forma definida. Portanto, partiu-se para a etapa

de refinamento onde, para todas as condi¢cbes, fez-se uma varredura fina de

D —————————  —  — — — — — — — — — —  — —  —  ————— ———— — ——————————
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concentracdo de PEG (de 15 % a 30 %). Em relagédo a condicdo A, fez uma
screening variando a concentragéo de formato (50 a 400 mM) e o pH (4,5 a 6,5) e,
adicionou-se sal (iodeto de sédio) para verificar se havia a formagéao de cristais.
Para as condi¢bes B e C, o procedimento foi semelhante: uma varredura
fina na concentracdo e pH do tamp&ao bis-tris-propano (50 a 200 mM e pH entre
6,5 a 9,5) e mudanca na forca i6nica do sal (0 a 280 mM de iodeto de s6dio ou
nitrato de sédio). Com estes procedimentos, notou-se uma consideravel melhora

na quantidade e na qualidade dos cristais nas condicbes A e B, sendo que alguns

deles obtidos nestas condi¢cdes s&o mostrados na Figura 11.

Figura 11. Cristais obtidos ap6s o refinamento das condigdes iniciais. Os cristais da figura
A sé&o derivados da condigdo A e os cristais da figuras B, C, D, E e F s&o derivados da
condigéo B. A figura C & na presenca do substrato 3-AMP. A escala a esquerda indica o
tamanho de 100 ym.
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5.1.4. Coleta de dados

Apés o refinamento das condi¢gdes de cristalizagdo, foram obtidos vérios
cristais de boa qualidade, os quais tinham tamanho suficiente para serem
utilizados na linha de difracdo por raios X; excecéo feita a condicdo C (possui
nitrato de sédio como sal) onde os cristais eram mal formados e pequenos.
Adicionalmente, um problema encontrado nesta etapa foi encontrar um
crioprotetor ideal, visto que, uma vez submersos no tamp&o de cristalizagcéo
contendo um determinado crioprotetor, a maioria dos cristais “trincavam” e,
consequentemente, o resultado da coleta de dados nao era bom.

Apds o teste com diversos crioprotetores e diversas concentracdes dos
mesmos, observou-se que o glicerol, apesar de n&o ser o crioprotetor ideal,
gerava menos danos a estrutura do cristal. Os cristais obtidos na condigédo A (na
presenca do sal de formato) ndo difratavam muito bem, porém um bom conjunto
de dados foi obtido de um cristal proveniente de uma condicéo derivada de B, a
saber: tamp&o bis-tris-propano pH 7,5 100 mM, 20% PEG 3350 e Nal 140 mM na
presenca de glicerol 15% como crioprotetor.

Nesta coleta obteve-se uma boa difragdo do cristal sendo que a reducgéo
dos dados se encontra na tabela IV, onde podemos destacar o grupo de espaco
encontrado (C2), os parametros da célula unitaria (a = 172.36 A, b = 84.18 A, c =
87.24 A e a=90,0°, B=96,59° e y=90,0°) e a resolucdo (57 a 1,93 A).
Adicionalmente, a imagem da coleta de difracao do cristal por raios X na linha MX-

2 do LNLS encontra-se na Figura 12.
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Figura 12. Coleta de difracdo por raios X do cristal de XfSurkE. Acima a direita, uma

sobreposicdo da regido de alta resolugéo.

Tabela IV. Redugdo de dados obtidos a partir da coleta do cristal de XfSurE. Os valores em

parénteses indicam os dados da camada de mais alta resolucdo

Grupo de espaco

C2

Parametros da célula unitaria (A, °)

a=172.36 bh=84.18 c=87.24

o= 90,0 B=96,59 y =90,0

Resolugéo (A) 57-1.93
Resolugéo na Gltima camada (A) 2.03-1.93
Numero de imagens 330
Reflex6es observadas 412918 (52628)

Reflexdes Unicas

92203 (12675)

Multiplicidade 4.5 (4.2)

Completeza (%) 98.9 (93.3)

Rmerge 6.0 (45.2)

Média Il (]) 17.3 (2.5)
Wilson plot B-Factor (A% 30.9

D —————————  —  — — — — — — — — — —  — —  —  ————— ———— — ——————————
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Apos a andlise e compilagdo dos dados e imagens obtidos, iniciou-se a
etapa de modelamento da estrutura tridimensional de XfSurE nativa, ou seja, sem
a presenca do cofator e do substrato. Foi feita uma substituicdo molecular
utilizando o programa Balbes, onde se obteve um bom acordo com a estrutura de
AaSurE de Aquifex aeolicus. Atualmente, a determinacédo da estrutura se encontra
na fase de refinamento e espera-se que, com dados coletados, seja possivel

terminar a determinagéo de estrutura tridimensional de XfSurE.

5.2. Proteina XfVirJ
5.2.1. Expressao e purificagao

A proteina XfVird foi expressa nos vetores de expressdo pET28a(TEV)
(acrescenta uma cauda de polihistidina no N-terminal), pPETSUMOpro (apresenta
uma proteina de fusdo SUMO (27 kDa) que aumenta a solubilidade) e pSV282
(possui uma maltose binding protein (44 kDa) que também aumenta a
solubilidade). Os resultados obtidos s&o indicados na Figura 13 (A e B).

Como se pode observar na Figura 13, houve a expressdo da proteina na
fracdo soluvel. Todavia, houve apenas a expresséo da proteina na fracdo soluvel
no vetor pSV282, cuja proteina recombinante possui 75 kDa. Houve uma
consideravel expressdo nos outros vetores, mas na fragéo insoluvel (30 kDa para
pET28a e 57 kDa para pETSUMO). Observou-se que o melhor tempo de indugéo

para todos os vetores foi de 4 horas.
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Figura 13. Gel de SDS-PAGE 12%. Expressdo da proteina XfVird em E. coli em

diferentes vetores de expressdo e com diferentes tempos

de inducgéo. (A) Fracdo soluvel

e (B) fracdo insoluvel. A legenda acima indica o vetor e o tempo de inducao utilizado. A

seta e o retangulo branco indica a proteina recombinante produzida em cada vetor.
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Figura 14: Gel SDS-PAGE 12%. Cromatografia de Afinidade ao niquel para proteina
XFVirJ clonada no vetor pSV282. Legenda: | =fracdo insoluvel da amostra, M = marcador

PMW (Fermentas), S = fracdo soluvel da amostra, F = flow through, L = lavagem com

tampao com 1 M de NaCl, G = eluicdo com tampé&o com gradiente crescente de imidazol.

A seta indica a proteina purificada.
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A proteina foi produzida em larga escala em E.coli BL21(DE3) (2 litros de
cultura) e purificada no sistema FPLC. Como se observa na Figura 14, uma
consideravel quantidade de proteina purificada (75 kDa) foi obtida, indicando que

a cromatografia de afinidade ao niquel foi eficiente.

5.2.2. Clivagem

Com a obtencdo da proteina purificada, partiu-se para os ensaios de
clivagem da proteina recombinante. Apesar da grande quantidade de proteina
obtida durante a purificacéo, a etapa de clivagem revelou-se como um grande
gargalo para a obtengcdo da proteina sem a MBP (maltose binding protein), a
proteina fusionada quando se utiliza este vetor. Nos primeiros testes de clivagem,
onde se avaliou a quantidade de protease, temperatura e tempo, ndo se obteve
sucesso.

Também foram realizados ensaios com a proteina desnaturada por
temperatura, para verificar se a fusdo com a maltose binding protein ndo estaria
encobrindo o sitio de clivagem para a protease TEV. Tais testes também
resultaram na nao clivagem da proteina de interesse.

Outras condi¢gdes podem ser analisadas para que se consiga, mesmo que
parcialmente, a clivagem da proteina recombinante. Provavelmente, devido ao
grande tamanho da proteina de fuséo, o sitio de clivagem esteja sendo encoberto
e mesmo com a desnaturacdo por temperatura, o sitio permaneca nao sendo
exposto. Tal limitacdo pode ser ultrapassada utilizando-se outros agentes

desnaturantes. No entanto, é preferivel trabalhar com a proteina em condi¢des
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nativas e, para tanto, € necessario encontrar uma maneira de clivar a proteina de

fus&o em condigbes nativas.

5.3. Proteina XfFnrE

5.3.1. Expressao e purificagao

A partir da confirmacdo da presenca do inserto de interesse no vetor
pSV282, células da linhagem de expressdo de E. coli BL21(DE3) foram
transformadas. Foi realizado um teste de expressdo da proteina de interesse
utilizando-se 100 mL de meio de cultura e 10 mL do mesmo tampéao de extracéo.
A expressédo da proteina de interesse foi induzida por 4 horas, visto que tal
periodo mostrou-se suficiente para a obtencdo de quantidade satisfatéria da

proteina de interesse (Figura 15A).

g6.4kDa M AL As

Ss.ﬁld)a\\“ | 4™ G66,4kDa
g‘ 42,7 kDa

2D — W&
34.6kDa_— . = 27 kDa
s
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Figura 15. SDS-PAGE 12%. Expresséo e purificagdo de XfFnrE. (A): Teste de expresséo
para a proteina XfFrnE. O tempo de inducéo da proteina foi de 4 horas. A proteina de
interesse (69,26 kDa) esta indicadas pela seta vermelha. Legenda. M: marcador Broad
Range (New England BiolLabs), Ai = amostra insoluvel, As: = amostra soluvel. (B): SDS-
PAGE 12%. Cromatografia de afinidade ao niquel para purificagdo da proteina XFFnrE.
Legenda. M = marcador PMW (Fermentas). F = flow through; L = lavagem; 5, 20, 50, 70,
100, 200 e 300 = eluicdo com a respectiva concentracéo de imidazol em mM.

D —————————  —  — — — — — — — — — —  — —  —  ————— ———— — ——————————
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A proteina de interesse foi expressa e obtida em ambas as fra¢des: soluvel
e insoluvel (Fig. 15A). Subsequentemente, a fragdo soluvel do processo de
extracdo foi submetida ao processo cromatogréfico de afinidade em resina de
niquel em colunas de gravidade (Figura 15B).

O processo de purificacdo ndo apresentou bons resultados para a proteina
XfFnrE, pois grande parte da proteina de interesse foi eliminada no flowthrough
indicando uma baixa afinidade desta pela resina carregada com Ni*2. Em
decorréncia desta baixa afinidade, pequena quantidade da proteina de interesse
foi obtida nas fragcdes de eluicdo com um grau de pureza satisfatério. Tais fragbes
correspondem as aliquotas de 250 e 300 mM de imidazol (Figura 12B).

A proteina de interesse foi obtida na fracdo soluvel e capturada por
cromatografia de afinidade por niquel e amilose. Contudo a remocédo da proteina
de fusdo (MBP - Maltose Binding Protein) utilizando-se a protease TEV (Tobacco
Etch Virus) apresentou baixo rendimento dificultando a obteng&o da proteina de
interesse purificada.

Tendo-se em vista 0 sucesso que tem sido obtido com a metodologia de
refolding com outras proteinas, esta técnica foi aplicada, na tentativa de solubilizar
a proteina XfFnrE apenas com a S-tag, oriunda do pET29a. Seguindo-se a mesma
metodologia, ndo foi possivel obter a proteina XfFnrE na fragcéo soluvel. Contudo,
a adicdo de 10 mM de DTT ao extrato protéico presente na fragéo insoluvel, e a
incubacdo deste por 2 horas antes do processo de desnaturacdo por uréia

permitiu a solubilizacdo da proteina de interesse (Figura 16).
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Figura 16. SDS-PAGE 12%. Processo de refolding para o produto protéico da orf Xf1586.
M: Marcador Broad Range (New England Biolabs). D1 = primeira dialise, D2 = segunda
didlise. XfFnrE em pET29:

Como pode ser observado no SDS-PAGE apresentado a proteina XfFnrE foi
solubilizada pelo metodo de refolding utilzando-se desnaturagédo por uréia e
reenovelamento por dois passos de dialise contra o tampé&o de extracdo (50 mM
Tris-HCI, pH 7.5, 300 mM NaCl). Atualmente, novos experimentos envolvendo a
técnica de dicroismo circular estdo sendo realizados de modo a averiguar se a

proteina, apds o processo de refolding, se encontra enovelada.
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6. Discussao

Os dados gerados pelo sequenciamento da bactéria Xylella fastidiosa
forneceram varios subsidios para o entendimento do seu metabolismo e
patogenicidade. No presente trabalho, os maiores esforgos foram concentrados na
caracterizagdo da nucleotidase SurkE deste microrganismo.

O gene surE de Xylella, correspondente a orf XF0703, foi clonado em varios
vetores de expressdo. No entanto, os melhores resultados de expressédo e de
purificagdo da proteina recombinante foram obtidos no vetor pET29a, o qual
adiciona 8 residuos de aminoacidos (incluindo uma His-Tag) na regido C-terminal
da proteina.

A proteina XfSurE expressa neste vetor, apresentou-se altamente soltvel e
foi obtida com alto grau de pureza por cromatografia de afinidade ao niquel. Tal
facilidade permitiu que os ensaios cineticos fossem realizados no mesmo dia da
purificacdo da proteina, ndo afetando, portanto, a atividade da mesma, uma vez
que fora constatado que XfSurE perdia parcialmente sua atividade quando
armazenada em geladeira ou freezer.

Uma caracteristica desvendada de XfSurE foi o seu estado oligomérico,
sempre controverso em diversos organismos. Foi determinado, através de duas
diferentes técnicas (SAXS e cromatografia de gel filtracdo), que XfSurE é um
tetrdmero. Com base nas informagdes estruturais de outras SurEs, este tetrémero
é formado pela juncéo de dois dimeros (AB e CD) que se ligam entre si (AD e BC)

através de folhas-betas laterais responsaveis pela tetramerizacéo.
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Os ensaios de cinética com o substrato artificial pNPP revelaram que
XfSurE apresenta caracteristicas similares a SurEs de organismos mesofilos
(EcSurE e StSurE). As trés proteinas SurEs possuem maior atividade em pH
neutro, porém XfSurkE e EcSurE apresentam maior afinidade ao metal manganés
enquanto que StSurE tem o magnésio como melhor cofator. As SurEs de
organismos extreméfilos possuem caracteristicas bem distintas seja por sua
predilecdo por ambientes acidos (TmSurE e PaSurE) ou alcalinos (TtSurE) seja
por preferéncia de metal: magnésio (TmSurE e TtSurE) ou cobalto (PaSurE).

Sobre o comportamento cinético na presenca deste substrato (pNPP),
XfSurE apresentou um comportamento nédo-cooperativo (h = 1) e o valor de K, de
3,12, préximos aos valores encontrados em EcSurE e StSurE.

No que se refere aos substratos naturais, varios compostos fosforilados
foram testados (acucares - glicose 6-fosfato, lipideos - glicerol-fosfato,
aminoacidos - serina e tirosina fosfatada, nucleosideos - vide manuscrito), sendo
que s6 houve atividade fosfatase para os nucleosideos monofosforilados. Dentre
eles, XfSurE apresentou maior afinidade para 3-AMP > 5-GMP > 5-dAMP >
5AMP. Na&o se observou uma clara predilecdo para deoxi ou ribonucleotideos ou
para a posi¢cdo do fosfato (3’ ou 5’), mas notou-se uma maior atividade para
nucleosideos purinicos em vista da menor atividade observada para citidinas
monofosforiladas. Portanto, XfSurE é uma 5’(3’)nucleotidase com atividade para
uma ampla gama de substratos.

No contexto cinético, XfSurE apresentou um comportamento alostérico

para os quatros substratos testados (3-AMP, 5-GMP, 5-dAMP, 5-AMP). O
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coeficiente de Hill obtido para todos os substratos foi em torno de 2,6 (exceto para
dGMP onde h = 2,9). Isso demonstra uma clara cooperatividade positiva, antes s6
observada em EcSurE para substratos polifosfatados (h =1,8).

Sob o ponto de vista estrutural, a caracterizagdo por SAXS permitiu a
construcdo de envelopes a baixa resolu¢do onde foram impostas varias simetrias.
A melhor simetria obtida foi a 222 onde o valor de parametro x foi de 1,65. A
sobreposicdo do modelo 222 com a estrutura das SurEs ja cristalizadas
apresentou um bom ajuste (fif) indicando que, o0 envelope obtido
independentemente destas estruturas, tem formato similar aos das proteinas ja
caracterizadas. Em relagdo aos valores de X, StSurE apresentou o valor mais
baixo (x=2,04), portanto é a estrutura que mais se aproxima dos dados
experimentais obtidos.

Apesar desta boa sobreposicdo, observamos a existéncia de alguns
espacos vazios que foram encontrados na lateral do envelope. Para preencher
estes espacos, decidimos afastar os protémeros diagonais A e D de StSurE (que
formam entre si a alca de tetramerizacdo). Entretanto, isto também poderia
implicar na perda da simetria 222, portanto, decidimos também rotacionar os
dimeros AB para que a simetria se mantivesse. A Figura S1 do material
suplementar do artigo mostra quais sé&o as distancias de afastamento e os graus
de rotacdo permitidos, sem que se comprometa a estrutura da molécula. Valores
de rotag@o muito altos foram descartados em vista de que tal fato exigiria uma alta
flexibilidade destas al¢cas. Uma estrutura intermediaria, denominada StSurEm

(afastamento de AD 7,5 A e grau de rotagdo AB de 25°) apresentou uma melhor
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correlacédo com o envelope obtido e, consequentemente, um menor valor de x =
1,504.

Outro parametro a ser considerado com estas modificagcbes é a area de
contato entre os dimeros AB e CD. Estas tor¢des provocam uma maior area de
contato entre os mesmos, diminuindo a area de acesso ao solvente. Uma
suposicao é que este fato pode dificultar o acesso do substrato ao sitio ativo.

Tais movimentos de afastamento e de rotagdo podem explicar o
comportamento alostérico da proteina, onde a mesma em solugdo poderia estar
em dois estados: T (tenso) ou R (relaxado) conforme descrito no modelo MWC e
que, portanto, a ligacédo do substrato poderia induzir a conformac¢ao de um estado
para outro.

A seguir, € apresentado na Figura 17, um modelo com algumas rotas
metabolicas onde XfSurE pode agir. Sob o ponto de vista funcional, XfSurE pode
atuar em diversas vias no metabolismo de Xylella. A regulacdo de
fosforilagdo/desfosforilagdo de nucleosideos compreende uma ampla gama de
nucleosideos quinases e nucleotidases, respectivamente. Tais reagbes sao de
fundamental importancia para que se mantenha o pool balanceado de cada
desoxi/ribonucleosideo para sintese de DNA e RNA. No genoma de Xylella, véarias
orfs foram classificadas como tendo estas fungdes, entre elas a XfSurE.

Como 5-nuclecotidase, XfSurE pode atuar na via de desfosforilagdo de
diversos desoxi e ribonucleosideos purinicos 5’-monofosforilados gerados a partir
da degradacédo de DNA e RNA por DNAses e RNAses, respectivamente. Ja como

3’-nucleotidase, ela pode agir sobre o 3’-nucleosideos liberados a partir da
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degradacao de RNA por tipos especificos de RNAses (RNAse F ou RNAse T1).
Os ribonucleosideos 3’-monofosfatados, uma vez desfosforilados, podem ser
novamente fosforilados na posi¢cdo 5’ por nucleosideos quinases e assim, serem
utilizados para a sintese de RNA e DNA. Além disso, embora com menor
afinidade, XfSurE também pode agir na desfosforilacdo de citosinas
monofosfatadas geradas nos processos mencionados acima.

Como EcSurE, a nucleotidase XfSurE é inibida por nucleosideos
trifosfatados (5'-ATP), isso pode refletir que em situagdes nas quais a célula
possui uma ampla fonte de energia, esta enzima nao esteja ativa. Porém, no
contexto contrario, onde a quantidade de ATP na célula é baixa, XfSurE pode
atuar na desfosforilagdo de AMPs para que estes sejam posteriormente
convertidos em ATP. E importante ressaltar, que a prépria hidrélise do ATP, cuja
reacao é utilizada em diversos processos enzimaticos, tem como subproduto, o
adenilato (5-AMP), o qual também é substrato para a enzima. Outra situagdo em
que esta enzima pode atuar, € na desfosforilagdo do guanilato (5’-GMP), gerado a
partir da degradacdo do mensageiro secundario 5’-di-GMP, molécula presente no
metabolismo de Xylella. Outra rota de atuagdo € sobre guanilatos e adenilatos
produzidos a partir da conversdo de 5-IMP em etapas de sintese e recuperacao
de nucleosideos.

Por fim, outra via de atuacdo de XfSurE €& na desfosforilagdo de
nucleosideos nao-candnicos. Ensaios preliminares (dados n&o mostrados)
mostram que XfSurE €& bastante ativa contra 8-bromoadenosina e 8-

bromoguanosina monofosfatadas. E necessario, no entanto, a realizagdo de
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experimentos de cinética enzimatica para os respectivos substratos. Tais
substratos séo frequentemente produzidos em situacdes de estresse da bactéria,
onde ha uma intensa producdo de metabolitos indesejaveis a célula e podem se

tornar mais uma classe de substratos de XfSurE.

5-dTMP
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—— XfSurE
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Figura 17. Esquematizacdo de algumas vias metabdlicas e de alguns substratos
sobre os quais XfSurE pode atuar.
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7. Conclusées

Com base nos resultados obtidos neste trabalho, foi possivel a obtengao
das seguintes conclusdes a partir da proteina XfSurkE super expressa em E. coli.

(1) E produzida na forma soltvel e purificada com um alto grau de pureza;

(2) E uma proteina relativamente estavel e enovelada;

(3) Encontra-se na forma tetramérica em solucéo;

(4) Possui atividade de 5'(3’) nucleotidase, confirmando a sua predicdo no
genoma de Xylella. Também é proteina multifuncional, atuando sobre diversos
nucleosideos monofosforilados, especialmente, o 3’-AMP

(6) XfSurE apresenta caracteristicas alostéricas com substratos naturais.
O coeficiente de Hill encontrado foi em torno de 2,6 indicando uma alta
cooperatividade positiva.

(6) A utilizacdo da técnica de SAXS permitiu a aquisicdo de diversas
informagdes estruturais como raio de giro e a distadncia maxima intramolecular. O
modelo de envelope indicou maior fit com a estrutura de StSurkE de Salmonella. No
entanto, espacgos vazios neste envelope podem indicar que a proteina realiza
certos movimentos como afastamento das algas de tetramerizacédo e a rotacao de
um dos dimeros. Tais movimentos podem estar diretamente relacionados ao
comportamento alostérico da proteina.

(7) Esta é a primeira de caracterizagcdo enzimatica e estrutural de uma Surk
de um organismo fitopatdbgeno e a primeira SurE a ter um modelo a baixa
resolucdo definido, o que permitiu vincular as propriedades enzimaticas com a

estrutura a baixa resolucao resolvida por espalhamento de luz a baixo angulo
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8. Perspectivas

8.1. Para todas as proteinas

- Ensaio de deteccéo da proteina por anticorpos especificos em ensaios in
vitro de Xylella em meio de cultura e de expressdo génica através de PCR Real

Time em condic¢des in vitro e in vivo (bactéria inoculada na planta).

8.2. Proteina XfSurE

- Término da resolucao da estrutura tridimensional,

- Obtencao de cristais na presenca de substrato (3-AMP, 5-AMP) e do
inbidor (5'-ATP);

- Experimento de SAXS envolvendo cofatores e substratos,

- Ensaios de atividade com substratos n&o-canénicos (5-XMP, 5-TMP...);

- Utilizacdo da tecnica de fluorescéncia ou calorimetria para observar

mudanca no sitio ativo na presenga de substrato;

8.3. Proteina XfVirJ

- Clonagem da orf XfVirJ no vetor pSV278 (adiciona cauda de MBP porém

possui sitio de clivagem para trombina);

- Expresséo, purificagéo e clivagem da proteina recombinante;

- Ensaios de dicroismo circular e SAXS
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8.4. Proteina XfFnrE

- Ensaios de dicroismo circular para avaliar a estrutura secundaria da
proteina apds o processo de refolding;

- Teste de atividade de policetideo sintase a partir dos extratos de proteina

em E. coli com diversos substratos.
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Abstract

The Xylella fastidiosa genome program generated a large number of gene sequences that belong to pathogenicity, virulence and adap-
tation categories from this important plant pathogen. One of these genes (XF1729) encodes a protein similar to a superfamily of aldo—
keto reductase together with a number of structurally and functionally related NADPH-dependent oxidoreductases. In this work, the
similar sequence XF1729 from X. fastidiosa was cloned onto the pET32Xa/LIC vector in order to overexpress a recombinant His-tag
fusion protein in Escherichia coli BL21(DE3). The expressed protein in the soluble fraction was purified by immobilized metal affinity
chromatography (agarose-IDA-Ni resin). Secondary structure contents were verified by circular dichroism spectroscopy. Small angle X-
ray scattering (SAXS) measurements furnish general structural parameters and provide a strong indication that the protein has a mono-
meric form in solution. Also, ab initio calculations show that the protein has some similarities with a previously crystallized aldo-keto
reductase protein, The recombinant XF1729 purified to homogeneity catalyzed the reduction of pL-glyceraldehyde (K, 2.2657!, K,
820£0.98mM) and 2-nitrobenzaldehyde (K, 11.74s7!, K, 0.14£0.04mM) in the presence of NADPH. The amino acid sequence
deduced from XF1729 showed the highest identity (40% or higher) with several functional unknown proteins. Among the identified
AKRs, we found approximately 29% of identity with YakC (AKR13), 30 and 28% with AKR11A and AKR11B, respectively. The results
establish XF1729 as the new member of AKR family, AKRI13BI. Finally, the first characterization by gel filtration chromatography
assays indicates that the protein has an elongated shape, which generates an apparent higher molecular weight. The study of this protein
is an effort to fight X. fastidiosa, which causes tremendous losses in many economically important plants.
© 2006 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: Aldo-keto reductase; Xylella fastidiosa; XF1729 protein; XFI1729 gene

The bacteria Xylella fastidiosa [1] is the causal agent of a
number of economically important crop discases, including
Citrus Variegated Chlorosis (CVC)', affecting mainly sweet
oranges [2]. Although its complete genome is already

* Corresponding author. Fax: +55 19 37881089.
E-mail address. anete@unicamp.br (A.P. Souza).
! Abbreviations used: CVC, Citrus Variegated Chlorosis; AKR, aldo—keto reduc-
tase; PMSF, phenylmethylsulphonyl fluoride; CHCA, o-cyano-4-hydroxycinnamic

0003-9861/$ - see front matter © 2006 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.abb.2006.07.005
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sequenced [3], X. fastidiosa is very poorly characterized by
biochemical approaches at a protein level. Since X. fastidi-
osa 9a5c strain (associated with CVC) is the first plant
pathogen to be fully sequenced, a large benefit for the
whole field of disease research in plants can be expected. An

acid; PCR, polymerase chain reaction; SDS-PAGE, SDS—polyacrylamide gel

eletrophoresis; MALDI-TOF, matrix-assisted laser-desorption time-of-flight;
CD, circular dichroism; PEG, polyethylene glycol.
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initial step towards characterizing the function of several
proteins has been taken by functional and structural geno-
mic projects.

In order to gather information about the proteins
involved in the mechanisms of the bacterium pathogenicity,
we chose the XF1729 ORF (gi 9106797) for the character-
ization studies. This target ORF is located, together with
other different and putative dehydrogenases/keto-reduc-
tases [4], in a large citrus specific genomic island (named
Gl,) that seems to be important in the environmental adap-
tation and pathogenicity of this bacterium [5,6]. The bacte-
ria require protection against the production of reactive
oxygen species (ROS) by the plant in response to injuries.
To prevent damage from ROS, X. fustidiosa contain six
genes involved with oxide reduction [7].

The XF1729 ORF codifies a protein of 291 amino acids,
with a predicted molecular weight of 31.4kDa, theoretical
pl of 499 that probably belongs to the toxin production
and detoxification category. Its putative function could be
assigned via similarity to characterized sequences in the
databases. The comparative amino acids alignment shows
that the target protein is similar to putative oxidoreduc-
tases found in several species and reveled that the protein
has a common domain with aldo-keto reductase (AKR)
superfamily proteins. However, this ORF product was first
described in the genome annotation as being a phenylacet-
aldehyde dehydrogenase due its similarity with the PadA
enzyme from Escherichia coli. This enzyme belongs to
another protein family (aldehyde dehydrogenase superfam-
ily) that efficiently oxidizes only phenylacetaldehyde-like
aromatic aldehydes and is a homodimer that uses NADP+
as a coenzyme [8.9].

The AKRs are a growing superfamily of oxidoreduc-
tases that are found across biological kingdoms and phyla.
Found in prokaryotes and cukaryotes including yeast,

L.K. Rosselli et al. | Archives of Biochemistry and Biophysics 453 (2006 ) 143—150

plant, amphibia and mammals. Although several dimers
and tetramers have been characterized, members of the
superfamily are typically monomeric (a/f)g-barrel proteins,
approximately 35kDa in mass, which use NAD(P)(H) to
catalyze the reduction of aldehydes and ketones, monosac-
charides, ketosteroids and prostaglandins and other specific
substrates [10.11]. Currently, the superfamily contain more
than 120 proteins that are distributed throughout 14 fami-
lies (AKR1-AKR14) on the basis of sequence identity: The
criteria follow that members within a family have less than
40% amino acid sequence identity with other families and
that members within a subfamily have greater than 60%
sequence identity [11].

Comparing the XF1729 protein with its similar
sequences, we found the highest identity (~65%) with a
putative oxidoreductase from Deinococcus radiodurans [12]
and approximately 29% of identity with YakC from Schizo-
saccharomyces pombe that is the founding member of 13th
AKR family [13]. However, family 13 of the aldo—keto
reductases currently consists of one poorly characterized
protein and several unknown function proteins were found
to belong to this family. Apart from this, we found two
solved structure proteins — the vegetative protein 147 (PDB
entry IPYF) and the general stress protein 69 (PDB entry
IPZ1) — from Bacillus subtilis that show an approximate
identity of 30 and 28% with the XF1729 target protein,
respectively. Both proteins are members of the AKRI11
family [14,15] and the alignment of these sequences is
shown in Fig. 1.

Here, we report the cloning and overexpression the
recombinant protein in E. coli. The purified XF1729 pro-
tein exhibited a typical aldo—keto reductase activity, being
able to reduce pL-glyceraldehyde and 2-nitrobenzaldehyde
in the presence of NADPH. Its primary structure and activ-
ity assay showed that the enzyme is a new member of the
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KF1729 SGQEAIGGMTEN i EPE HDE. VLKRLPEI - Ds i HE ***GI : 84
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Fig. 1. Comparison of amino acid sequences of the XF1729 protein from X. fastidiosa (XF1729, gi 15838330) with the vegetative protein 147 (AKRI1A, gi
47168571) and the general stress protein 69 (AKR11B, gi 47168574) from Bacillus subtilis. The multiple sequence alignment was carried out using the
CLUSTALW and GENEDOC programs. Letters shaded in black indicate amino acids that are identical in at least two aligned sequences. Letters shaded
in gray indicate similar amino acids. Vertical rectangles indicate the residues belonging to the catalytic tetrad present in all the sequences. Underlined let-
ters show the residues involved in NADPH cofactor biding. Secondary structure elements (E = p-sheet, H = a-helix) are indicated above the predict struc-
ture deduced from the XF1729 sequence (by PSIPRED program) and below the AKR11A crystallographic structure (PDB entry 1PYF) obtained from its

sequence.
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AKR 13 family, classified as AKR13B1.2 Although, in the
genome annotation, the protein is described as belonging to
the aldehyde dehydrogenase superfamily, its function has
not been assigned (data not shown). In addition, modeling
approaches based on SAXS data give the indication of the
general shape of this protein, permitting the identification
of similar structural features with proteins of the AKR11
family. It also aims at adding new information on proteins
that may be related to the X. fastidiosa pathogenesis, neces-
sary for new approaches towards the combat of CVC.

Materials and methods
Materials

The oligonucleotide primers were synthesized at Invitro-
gen Life Technologies (Sao Paulo, Brazil). The pET32-Xa/
LIC vector and the BL21(DE3) strain were obtained from
Novagen (Madison, WI). The Chelating Sepharose Fast
Flow (agarose-IDA—-Ni) resin affinity resin was obtained
from Qiagen (Hilden, Germany). The Coomassic blue
reagent for total soluble protein determination was pur-
chased from Bio-Rad (Hercules, CA). The molecular-mass
marker (LMW) and the Tricorn 10/100 (10 x 100 mm)
chromatography column were purchased from Amersham
Pharmacia Biotech (Uppsala, Sweden). The protease
inhibitor  phenylmethylsulphonyl  fluoride  (PMSF),
3.5-dimethoxy-4-hydroxycinnamic acid (sinapinic acid),
a-cyano-4-hydroxycinnamic acid (CHCA), lysozyme, and
the enzyme trypsin were purchased from Sigma Chemical
(St. Louis, MO). All other chemical reagents used were of
the highest commercially grade available.

Expression vector construction

The target ORF (XF1729) amplification for cloning into
pET32Xa/LIC was done in two steps by polymerase chain
reaction (PCR): the initial amplification of target ORF
from X. fastidiosa 9a5c strain was carried out using the
purified genomic DNA as the template and the 5'-GCG
GTCGGCAGCGTGTCG-3" (sense) and 5'-GCGGGC
CTTTGTCGTTTTCCTG-3" (antisense) primers. The
amplification protocol consisted of a 3 min denaturation at
94°C followed by 30 cycles of denaturation at 94°C for
1 min, annealing at 60°C for 1 min and 30s and final exten-
sion at 72 °C for 2min. This first PCR product was used, as
a template, for the specific amplification with a pair of PCR
primers, 5'-GGTATTGAGGGTCGCATGAAACTTGAT-3'
(sense) and 5'-AGAGGAGAGTTAGAGCCTCAACCGC
GTGG-3" (antisense), specifically designed to be cloned
into pET32Xa/LIC. The primers were designed to generate
products with vector cohesive overhangs (in bold). In this
second amplification, we used the same amplification pro-

2 Dr.T.M. Penning, a founding member of the nomenclature system for
the AKR superfamily, personal communication.

tocol, except for the annealing temperature that was 55°C.
The amplified DNA fragments were analyzed on 1% aga-
rose gel. The blunt-ended PCR products were purified,
treated and cloned in the linearized pET32Xa/LIC vector
according to the vector manufacturer’s protocol [16]. The
pET32Xa/LIC vector is designed for the expression of the
recombinant protein fused to the 109 amino acid thiore-
doxin (11.7kDa), a six amino acid His-tag and 15 amino
acid S-tag sequences upstream to the cloning site. The
fusion tags together have a molecular mass of 17.6kDa, a
theoretical pI of 595, and they can be removed from the
recombinant target protein by protease cleavage using the
factor Xa [16].

The recombinant plasmids were used to transform com-
petent E. coli DH5u cells, using a slightly different method
to the standard polyethylene glycol (PEG) method [17]. The
standard method describes a heat shock step when cells are
kept at 42°C for 30s. The high temperature step was substi-
tuted by letting the cells stand at room temperature for
10min. Cells were cultured overnight at 37 °C in Luria—Ber-
tani broth (LB) plates containing 50 ng/mL ampicillin. The
colonies were individually stored at —70°C in a permanent
2YT+HMFM broth [18] and checked by PCR. The ORF
XF1729 insert of pET 32Xa/LIC plasmid was sequenced to
verify the correct nucleotide sequence.

Protein expression and purification

The E. coli strain BL21(DE3) cells were transformed
with recombinant plasmid and cultured in 3.0mL LB broth
added to 50 ug/mL ampicillin, grown overnight at 37°C
and 300rpm. This pre-innoculum was then transferred to
5.0L of LB broth containing ampicillin at the same concen-
tration and grown to ODgy, of 0.8. At this point, the cells
were induced with an addition of 5.6 mM lactose, at 37 °C,
for 4h and with shaking at 300 rpm. The cell pellets were
resuspended in adsorption buffer (300mM NaCl, 50 mM
Tris-HCL, pH 7.5) containing PMSF and lysozyme to con-
centrations of 1.0mM and 1.0mg/mL, respectively. Then
the suspension was sonicated, clarified by centrifugation at
27,500g and the clear supernatant was used for protein
purification.

The two steps of chromatography purification were car-
ried out in the Tricorn 10/100 column (Amersham Biosci-
ences, USA), packed with 8 mL agarose-IDA-Ni resin,
using an AKTA-FPLC System. In the first step, the column
was equilibrated with an adsorption buffer, containing | M
NaCl, and the clarified sample was applied to the column.
The resin was washed with this buffer, containing SmM
imidazole, and subsequently the heterolog protein was
eluted using a gradient (1-100%) of adsorption buffer, con-
taining 300mM NaCl and 300 mM imidazole. The sample
containing the recombinant XF1729 was incubated with
trypsin (1%, w/w — 0.1 pg per 10 pg recombinant protein) at
25°C for 20min to separate the fusion tags of the protein.
The protease was inactivated by PMSF at | mM and the
sample was dialyzed against the adsorption buffer to
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prepare for the next purification step. The final step of puri-
fication was performed equilibrating the column with the
adsorption buffer, containing 1 M NaCl. The column was
loaded with the sample (containing XF1729 and the
cleaved fusion protein) and the flowthrough proteins
(XF1729) were collected. Bound proteins were eluted using
a gradient (1-100%) of adsorption buffer, containing
300mM NacCl and 300 mM imidazole.

Molecular weight and protein concentration determination

The purity and molecular weight were estimated by
SDS-polyacrylamide gel eletrophoresis (SDS-PAGE) was
performed using a 4% stacking gel and a 12% separation gel
according to Laemmli [19]. The use of gel filtration chroma-
tography for the determination of the molecular mass,
shape and oligomeric structure of the purified protein was
performed using a pre-packed Superdex 75 HR10/30 col-
umn from Pharmacia Biotech (Uppsala, Sweden). The
preparation of a calibration curve was carried out using the
Low Molecular Weight Gel Filtration Calibration Kit, also
from Pharmacia Biotech. The column was equilibrated with
S0mM Tris-HCI, pH 7.5, containing 300mM NaCl. The
protein sample at a concentration of about 2mg/mL was
injected using a 100pL sample loop. The protein elution
volume needed for molecular mass determination was
obtained from the UV chromatogram recorded by the
AKTA-FPLC system used.

The total soluble protein concentration was assayed
according to the method presented by Bradford (1976),
using bovine albumin serum as the protein standard [20].
More accurate estimations for purified XF 1729 were made
based on absorbance at 280nm, using a calculated extinc-
tion coefficient of 1.190gL~'em™, based on the method
described by Pace and Schmidt [21].

Identity confirmation of the XFI729 protein

In order to verify the correct amino acid sequence of the
XF1729 protein, mass spectrometry and N-terminal
sequencing were carried. The purified protein XF1729 mass
spectrometric analysis was carried out using matrix-assisted
laser-desorption time-of-flight (MALDI-TOF) MALDI-
LR mass spectrometer (Micromass, USA). The trypsin-
digested protein and intact protein were analyzed in the
spectrometer using reflecting and linear modes, respec-
tively, according to the equipment manufacturer’s instruc-
tions. The matrixes used for trypsin-digested (peptides) and
intact protein samples were CHCA and sinapinic acid,
respectively. The masses of monoisotopic peaks with rela-
tive intensity higher than 5% of the most intense peak in the
spectrum were used for comparison to a theoretical diges-
tion of the protein by trypsin. This was carried out using
the MS-Digest program (http://prospector.ucsf.edu). The
N-terminal sequencing was done with the purified protein
loaded in a 12% SDS-polyacrylamide gel, eletroblotted
onto a PVDF membrane (Bio-Rad, Hercules, CA) using

the transfer buffer (0.29% glycine; 0.58% Tris-HCI; 0.037%
SDS; 20% methanol) and stained with Pounceau corant. A
portion of the stained 31 kDa protein was excised and
loaded onto a Protein Sequencer PPSQ-23A (Shimadzu,
Japan) according to the equipment manufacture’s
protocols.

Circular dichroism (CD ) spectroscopy

In order to estimate the protein’s secondary structure,
the CD spectra of the fully purified protein, free of highly
scattering particles, was studied. Far-UV CD spectra were
generated using a I mm pathlength cuvette containing
200 uL XF1729 protein sample at 0.l mg/mL in SmM Tris—
HCI buffer pH 7.5 at 20 °C. The assays were carried out in a
Jasco 810 spectropolarimeter (Japan Spectroscopic, Tokyo,
Japan). The spectrum was presented as an average of four
scans recorded from 190 to 250nm., at a rate of 20 nm/min.

Enzyme assay

The enzymatic activity was measured spectrophotomet-
rically in a thermostated Hewlett-Packard 8453 spectro-
photometer at 25°C. Aldo-keto reductase activity was
determined by measuring the oxidation of NADPH at
340nm using a molar extinction coefficient of
6220 M~" em™" and pL-glyceraldehyde as the substrate. The
assay conditions were as follows: 50mM K,HPO,, 10mM
KCl and 0.5mM EDTA at pH 7.0. The concentration of
NADPH was kept constant at 250 uM in all experiments
and the concentration of purified XF1729 was 048 uM.
Twenty measurements were obtained in a substrate concen-
tration range of 0.5-80mM for pr-glyceraldehyde and
0.02-1 mM for 2-nitrobenzaldehyde. The values for K and

m
K, were determined by a non-linear curve fitting of the

data to the Michaelis-Menten equation with the program
Origin (Microcal).

Small angle X-ray scattering

Small angle X-ray scattering experiments were per-
formed at the SAXS beamline of the Laboratério Nac-
ional de Luz Sincrotron (LNLS) in Campinas, Brazil. The
wavelength used in the experiments was 1.488 A, and the
experimental setup included a temperature-controlled
(15°C) capillary tube sample holder [22] and a linear posi-
tion sensitive detector. Solutions of purified XF1729 pro-
tein at a concentration of 2.39mg/mL were used in the
experiments. The buffer solution used was 10 mM Tris-
HCL, pH 7.5. A 10mg/mL albumin protein solution
(67 kDa), measured in the same experimental conditions,
was used as a secondary standard for molecular weight
determination. Two samples to detector distances were
used (933 and 336 mm), which gives a measured ¢ range
(gq=(4n/2) sin (0), Z=wavelength and 20=scattering
angle) equal to 0.0112A7'<¢<0. 2226 A~", The data
treatment of the scattering intensity was carried out using
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the software package TRATID [23], performing the usual
correction for detector homogeneity, incident beam inten-
sity, sample absorption, blank subtraction, intensity aver-
aging and the experimental error values. Data analysis
and model calculations were performed using the GNOM
[24]. GASBOR [25], DAMAVER [26] and CRYSOL [27]
computer programs.

Results and discussion
Strategy for XFI1729 cloning and expression

The pET32Xa/LIC-XF1729 construction was success-
fully transformed into the BL21(DE3) strain. Therefore, the
overexpression level of the recombinant protein was tested
under various conditions. The induction of the protein
expression was most efficient when induced for 4h at 37°C
with a lactose concentration of 5.6mM. Approximately
6mg of soluble protein was obtained from 1L of the
induced bacterial culture. However, SDS-PAGE analysis
indicated that the recombinant XF1729 protein was partly
expressed in the soluble fraction and partly as inclusion
bodies.

Protein purification and molecular weight determination of
XFI1729

A high amount of relatively pure recombinant protein
containing the His-tag was recovered from the lysed extract
in the first purification step using immobilized metal affinity
chromatography (Fig. 2, lanes 2-4). The clution fractions
contained the recombinant protein and a few impurities
which could be completely eliminated in the last purifica-
tion step. Approximately 3mg of purified fusion recombi-
nant protein per liter of initial bacterial broth were
recovered at this step.

20.1-

14.4-

Subsequently, in the first purification, the cleavage of the
N-terminal fusion tags from the target protein was per-
formed by trypsin proteolysis due to the poor efficiency of
the factor Xa. The fusion tags were successfully removed
from XF1729 by trypsin cleavage. Analysis on SDS-PAGE
of the proteolysis products are shown in Fig. 2 (lane 5) as
two bands: the XF1729 (31kDa) and the fusion tags
(17.6kDa). The N-terminal sequence of the cleaved protein
was found to be: MKLDASLSGQFAIGG confirming its
correct identity and the cleaved site of trypsin. The N-ter-
minal sequencing was very important because it showed
that trypsin protease completely removed the fusion tag
proteins.

The second chromatographic step was performed to sep-
arate the fragment containing the tags and the target pro-
tein. In this case, the purified XF1729 was collected in the
flowthrough fractions (Fig. 2, lane 6). The contaminant
protein was also separated from the target protein during
this step (Fig. 2, lane 7). The result indicated that the sepa-
ration was achieved, since the flowthrough fractions were
virtually free from proteins containing His-tag. These
fusion tags were bounded in the column (Fig. 2, lane 7). The
final amount of purified recombinant XF1729 obtained was
approximately 1.6mg/L of initial bacterial broth. Finally,
the molecular mass of the purified protein determined by
mass spectrometry was 31,023 Da, which is close to the the-
oretical value calculated from the primary amino-acid
sequence (31,442 Da).

S(’L/II(’II('(’ and .i‘(’('()ll(/(ll‘yl‘ structure ('(7!77}?(If‘[.('(711.('

The alignment of the XF1729 primary sequence with
two structure solved proteins from B. subtilis, AKRI1A
and AKR11B, revealed many interesting features (Fig. 1).
First, the three analyzed sequences have a similar molecular
mass of about 35kDa. Second, the active site architecture

" «— Reconbinant XF1729 (48kDa)
<«— XF1729 protein (31kDa)

<«— Contaminant protein

<— Fusion tags (17kDa)

Fig. 2. SDS-PAGE of the fractions collected during the purification steps of the recombinant XF1729. Lane 1, molecular mass markers; lane 2, extract
from bacterial lysis loaded onto the affinity chromatography column; lane 3, flow-through extract; lane 4, fraction collected during the elution step at
imidazole concentration of approximately 100 mM, containing the recombinant protein (XF1729 + fusion tags); and lane 5, proteins resulted from limited
trypsin digestion step for the XF1729 separation from fusion tags. This fraction was loaded onto the affinity chromatography column to promote final
purification of the XF1729; lane 6, flowthrough fraction of the final purification step containing the XF1729 protein; lane 7, proteins eluted at 200 mM
imidazole concentration containing the fusion tags and contaminant protein. Separation gel of 12% acrylamide concentration.
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Fig. 3. Circular dichroism spectrum of the purified recombinant XF1729.
The spectrum was recorded at 20°C and a protein concentration of 0.1
mg/mL in 5mM Tris buffer, pH 7.0. Data were collected using an average
of 4 scans per replicate.

of the AKRs making up the catalytic tetrad Asp-53, Tyr-58,
Lys-84 and His-125 (numbered according to the AKR11A)
is observed also in the XF1729 protein. Moreover, the dis-
tributions of essential amino acid residues involved in
cofactor binding are quite similar among the compared
proteins. Third, the secondary structures predict contents
are very close to both the AKRITA and AKRI11B, being
that the structural motif core (o/f) barrel is a notable char-
acteristic among members of AKR family.

In order to investigate the structural integrity and sec-
ondary structure contents of the purified XF1729, the pro-
tein was analyzed by CD spectroscopy. The CD spectrum
result is shown in Fig. 3 and indicates that the recombinant
XF1729 contains a substantial amount of secondary struc-
ture. The protein presented a predominant signal of s-heli-
ces, with a positive band around 192nm and negative ones
at 209 and 222 nm. This result is in agreement with second-
ary structure prediction from the PSIPRED program
(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/psiform.html) that esti-
mated 41.2% of o-helices and 19.6% B-strands for the
XF1729 protein.

Kinetic results

The kinetic results show that the XF1729 has aldo-keto
reductase activity and can use NADPH as a cosubstrate.
The NADPH-dependent reductase activity of XF1729 has
been confirmed with pL-glyceraldehyde and 2-nitrobenzal-

Table 1

Kinetic parameters of XF1729 protein

Substrate K., (mM) K (s7h
pL-Glyceraldehyde 820+ 0.98 2.56
2-Nitrobelzaldehyde 0.15+0.004 11.74
NADPH 0.012 £0.002 2.08

dehyde substrate (Table 1). However, the catalytic efficiency
(K. /K,,) for 2-nitrobenzaldehyde substrate was more than
250-fold higher than that for pL-glyceraldehyde substrate.
Some AKRs have been shown to use NADH, however, no
activity was observed in XF1729 when assayed with this
potential cosubstrate. Furthermore, XF1729 is unable to
oxidize glucose with NADP as a cosubstrate.

Thus, comparing the activity with other AKRs by kinet-
ics parameters, we verified that the XF1729 protein (classi-
fied as AKRI3BI) is able to reduce the standard AKR
substrate pL-glyceraldehyde like both the AKRITA and
AKR11B enzymes. However, the YakC, a founding mem-
ber of a 13th AKR family, showed no measurable activity
with this substrate, but in contrast, the same enzyme exhib-
ited an excellent activity with 2-nitrobenzaldehyde as did
XF1729.

SAXS results
The experimental scattering intensity as a function of the

modulus of the momentum transfer vector ¢ is shown in
Fig. 4A. The theoretical fit was done using the GNOM soft-
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£ 10+ 4
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Fig. 4. (A) Experimental scattering intensity and theoretical fit (B) Pair
distance distribution function p(r) calculated from the scattering intensity.
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ware [24]. This program also calculates the inverse Fourier
transform of the scattering intensity giving the pair distance
distribution function p(r) shown in Fig. 4B. From the com-
parison of the extrapolated zero angle scattering intensity
value, given by the theoretical fit for the XF1729 protein
and albumin scattering intensity, we obtained a value of
(34 £2)kDa for the XF1729 protein molecular weight. This
value is in very good agreement with the expected molecu-
lar weight (31.4 kDa) indicating that the protein is in mono-
meric form in solution. Also, from the theoretical fit, we
obtained (27.5+£0.8) and ~90A values for the particle
radius of gyration and particle maximum dimension,
respectively. The p(r) function gives the indication that the
protein possesses quite an elongated prolate shape.

We performed ab initio calculations to obtain more
information about the protein shape. The modeling strat-
egy used was based on chain like models. Starting from a
spherical arrangement of a dummy backbone with the same
number of protein residues, the GASBOR program uses
simulated annealing optimization to search for the residues
conformation that best fits the experimental data. From the
low information nature of the SAXS technique, it is not
possible to retrieve a unique solution from this modeling
procedure. Due to this, we performed an average of the
ab initio models in order to retrieve the most probable con-
figuration, using the DAMAVER program [26]. In this pro-
cedure, the ab initio models are compared with each other
by the SUPCOMB alignment program [28] and the models
that have higher similarity are averaged. The most probable
configuration is space-filled with a close packing of spheres.
From a set of 10 independent models, we retrieved a most
probable solution, shown in Fig. 5A, from the averaging
process with spherical subunits radii of 225A. As previ-
ously indicated by the p(r) function, the protein has an
anisotropic shape, but from the model we can see that it has
a transversal diameter of ~30 A with a well-defined heavier
domain in its conformation. One of the fits is shown in
Fig. 5B (solid line). In all cases, the ab initio calculations
show a very good fit with y<0.5 (data not shown).

In order to compare the XF1729 protein with its simi-
lar sequences, we choose the AKR11A crystallized protein
with the highest alignment score (~30% sequence identity
— PDB entry 1PYF) and compared it with our results.
Using the atomic coordinates from a PDB file, the CRY-
SOL program [27] was used to fit the experimental SAXS
data, varying the protein excluded volume and hydration
shell electronic contrast. The resulting fit of the XF1729
scattering data by the 1PYF crystallographic structure is
shown in Fig. 5B (dashed line). The differences between
the scattering intensity calculated for the crystallographic
structure and that of the experimental data are the origin
of some differences in the three-dimensional structure of
the XF1729 protein and AKRI1A. Fits using proteins
with lower identity scores give similar (or worse) results
(data not shown). The structural differences can be better
seen in Fig. 5C where the resulting ab initio model (trans-
parent spheres) was superposed with the IPYF crystallo-

—— Experimental
—— Ab initio Fit
----1PYF Fit

Intensity [arb. u.]

Fig. 5. (A) Most probable model for XF1729 protein given by a spatial
average of 10 independent ab initio model calculations. (B) Fit by one
model (solid line) and by the crystallographic structure 1PYF (dashed
line). (C) Superposition of the crystallographic structure from 1PYF (solid
spheres) and the SAXS model for XF1729 (transparent spheres).

graphic structure (solid spheres). It is interesting to note
that the above mentioned heavier domain of the ab initio
model is very similar to part of the crystallographic struc-
ture, differing in the final portion where the XF1729
ab initio model presents a longitudinal arrangement con-
trasting with the more globular arrangement of the crys-
tallographic structure. This test may not be conclusive,
but it is quite interesting to note that the proteins have a
high shape similarity even for a low (~30%) sequence
identity.
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Oligomerization analysis

Itis known that AKRs are typically monomeric proteins
of about 35kDa, but dimeric and tetrameric members do
occur. In view of this fact, we investigated the oligomeric
structure of the XF1729 protein. The molecular weight
determined by gel filtration chromatography was 62kDa,
corresponding to double the molecular weight found in
mass spectroscopy assays (~31kDa), data not shown.
Although the results seem to indicate that the protein forms
oligomers in the observed conditions (50 mM Tris-HCI, pH
7.5). it is well known that elongated proteins give higher
molecular weight values in these kinds of experiments. In
this way, we have another indication that the XF1729 pro-
tein has a prolate shape, in agreement with the SAXS
results.

Finally, our results showed that the protein is quite stable
at room temperature and remained folded throughout the
purification process, being suitable for crystallization studies
aiming at three dimensional structure determinations. Also,
from the scattering results and model calculations, we have
the indication that the general protein shape is in some
aspects similar to the proteins from AKR 11 family.

Conclusion

This is the first report of a putative aldo—keto reductase
from the X. fastidiosa plant pathogen. In this work, the target
protein was cloned, expressed in the soluble form and the
expressed protein established its methods of purification. The
protein was purified in two steps by immobilized metal atfin-
ity chromatography (agarose-IDA-Ni resin). Subsequently,
its purity and identity were verified by SDS-PAGE, N-termi-
nal sequencing and mass spectrometry. Its correct folding
was verified by circular dichroism spectroscopy analysis that
indicated a secondary structure composed mainly of a-heli-
ces, despite some short f-strands also seeming to be present.

Small angle X-ray scattering measurements furnish the
general structural parameters for this protein (radius of gyra-
tion, maximum dimension and molecular weight) leading to
the conclusion that the protein is a monomer in the solution.
This indicates that the solution state of the XF1729 protein is
different from the PadA similar enzyme from E. coli, which
forms dimers under similar conditions. In addition, the initial
characterization by gel filtration chromatography assays
showed that the protein has an clongated shape, in agree-
ment with the SAXS results. Moreover, the kinetics results
show that the enzyme has an aldo-keto reductase activity
allowing it to be classified as the AKRI3BI. Several
unknown function proteins were found to belong to this
family, therefore the natural substrate of these enzymes,
including XF1729, should be elucidated.
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