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RESUMO
ESTUDOS BIOFiSICOS DE CHAPERONAS DE SECRECAO E DE INTERACOES
PROTEINA-LIGANTE

Até o momento, pouco se sabe sobre os mecanismos de viruléncia da
bactéria Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac), agente causador do cancro
citrico. Acredita-se que chaperonas de secrecdo (CS) estdo envolvidas no
processo de patogenicidade da Xac primeiramente formando complexos com
fatores de viruléncia e auxiliando no encaminhamento desses para os sistemas de
secrecao utilizando o ATP como fonte de energia.

Neste trabalho foram adquiridos dados de fluorescéncia de emissao,
dicroismo circular, desenovelamento térmico e de ressonancia magnética nuclear
de 'H NMR e de 2D {"°N,"H} HSQC de duas proteinas da Xac, a XAC1990 (FIgN)
e XACb0033. Para ambas proteinas foram propostas estruturas 3D usando a
andlise de footprinting com restricbes SASA e RMSD. Para as estruturas
propostas foi verificado que os dados de fluorescéncia corroboram com a estrutura
3D néo ocorrendo o mesmo para os dados de CD e NMR que revelaram baixo
conteudo helicoidal além de auséncia de estrutura 3D. A interacdo da proteina
FIgN com a sua proteina parceira FIgK também foi sugerida através das analises
de CD e fluorescéncia.

Na segunda parte do trabalho foram estudadas as interacdes entre a
proteina Hsp90 da laranja com diferentes ligantes aplicando a técnica de
Saturation Transfer Difference (STD-NMR) e espectroscopia de fluorescéncia.
Estas anadlises revelaram dados que corroboraram com o modelo proposto e, além
disso, indicaram que os hidrogénios H-8 e H-2 da adenina e H-1’ da ribose estao
localizados no sitio ligante da proteina com os fosfatos orientados para fora.
Através da fluorescéncia foram calculados os valores de Ky e foi verificado que a
geldanamicina € um potente inibidor de Hsp90 da laranja.
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ABSTRACT

BIOPHYSICAL STUDIES ON SECRETION CHAPERONES AND PROTEIN-
LIGAND INTERACTIONS

So far, the Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac) mechanisms of bacterial
virulence is unknown. It is believed that secretion chaperones (CS) are involved in
the Xac's virulence process by first forming complexes with virulence factors, and
assisting in their presentation to corresponding secretion systems using ATP as a
source of energy.

Fluorescence emission, circular dichroism, thermal unfolding and nuclear
magnetic resonance NMR 'H and 2D {"°N, 'H} HSQC data from two proteins of
Xac, XAC1990 (FIgN) and XACb0033 were collected. For both proteins, 3D
structures were proposed using the footprinting analysis with RMSD and SASA
restrictions. For the proposed structures were verified which the fluorescence data
were consistent with the 3D structure. The CD and NMR data revealed low-helical
content and absence of 3D structure. The interaction of the protein FIgN with its
partner, FIgK, was suggested by CD and fluorescence analysis.

In the second part, the interactions between the orange’s Hsp90 protein with
different ligands using Saturation Transfer Difference (STD-NMR) and
fluorescence spectroscopy techniques were studied. These analyzes revealed
which the data were consistent with the proposed model and moreover showed
that the adenine’s hydrogens H-8 and H-2 and ribose’s hydrogen H-1" are located
in the protein binding site with the phosphate driven out. By fluorescence values
were calculated Ky and it was verified that geldanamycin is a potent inhibitor of
orange’s Hsp90.
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1. Introducao

1.1 Interesse

O cancro citrico foi introduzido no Brasil em 1957 e atinge todas as
variedades de citrus desde entdo’. Existem trés variedades de cancro citrico
descritos na literatura: tipo A, B e C. O tipo A é oriundo da Asia, provavelmente do
sul da China, Indonésia e india, sendo o mais severo e o que gera maiores perdas
econOmicas; do tipo B encontrado na Argentina, Paraguai e Uruguai e do tipo C
encontrado no Brasil’>. Esta doenca é causada pela bactéria Xanthomonas
axonopodis pv. citri, e provoca lesées nas folhas, frutos e ramos (Figura I-1). Os
primeiros sintomas da contaminagdo surgem nas folhas como manchas
amareladas salientes que aos poucos se tornam marrons no centro; nos ramos
formam crostas pardas e nos frutos as lesbes sao salientes e, em estagios mais
avancados, pode provocar o rompimento da casca e a sua queda.®

A bactéria do cancro é facilmente disseminada pela agdo do homem,
principalmente pelo uso de materiais de colheita contaminados, mas também, pela
acao de chuvas e ventos fortes. Folhas, ramos e frutos jovens séo preferidos pela
bactéria, pois ela consegue penetrar através de aberturas naturais dos tecidos e,
em plantas mais adultas, a disseminacdo é resultado de lesbes causadas pelo
material de colheita e insetos.?

! Belasque Jr., J.; Fernandes, N.; Massari, C. O Sucesso da Campanha de Erradicacdo do Cancro
Citrico no Estado de Sao Paulo, Brasil. Summa Phytopathol 2009, 35, 91-92.
2 Moreira, L.; Almeida, N.; Potnis, N.; Digiampietri, L.; Adi, S.; Bortolossi, J.; da Silva, A.; da Silva,
A.; Moraes, F.; Oliveira, J.; Souza, R.; Facincani, A.; Ferraz, A.; Ferro, M.; Furlan, L.; Gimenez, D.;
Jones, J.; Kitajima, E.; Laia, M.; Leite Jr, R.; Nishiyama, M.; Neto, J.; Nociti, L.; Norman, D.; Ostroki,
E.; Pereira Jr, H.; Staskawicz, B.; Tezza, R.; Ferro, J.; Vinatzer, B.; Setubal, J. Novel insights into
genomic basis of citrus canker based on the genome sequences of two strains of Xanthomonas
fuscans subsp. aurantifolli. BMC Genomics 2010, 11, 238-262.
8 (a) http://www.agrobyte.com.br/cancro_citrico.htm (acessado em dezembro de 2011). (b) Lopes,
T. Caracterizagao Estrutural do Complexo de Proteinas Hipotéticas — XACb0032/XACb0033 da
Bactéria Xanthomonas axonopodis pv. citri. Dissertagdo de Mestrado, Instituto de Quimica,
UniversidadeQuiiversUniversidade Estadual de Campinas, SP, Novembro 2007.
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Figura I-1: Lesdes causadas pelo cancro citrico em frutos, folhas e ramos.*

A Xac é uma bactéria altamente resistente, pois consegue sobreviver em
diversos ambientes por varios meses ou até por anos e a unica forma de elimina-
la € a erradicacdo das plantas contaminadas e a eliminacdo de todas as plantas
dos talhdes infectados. A area onde o foco da doenca foi encontrado fica
temporariamente interditada e ndo é permitido o replantio de citros por um periodo
de dois anos.>?

De acordo com a Organizacdo FAO (Food and Agricultural Organization of
United Nations) das Nagbes Unidas, em 2007 um dos maiores produtores
mundiais de citros foi o Brasil.® Também, de acordo com a UNCTAD (United
Nations Conference on Trade and Development) em 2004 havia 140 paises
produtores de citrus onde o Brasil foi o maior produtor mundial.®

Segundo um levantamento realizado pelo Fundo de Defesa da Citricultura
(Fundecitrus) e divulgado em 2011, a incidéncia de cancro citrico no Estado de
Sao Paulo aumentou de 0,14% para 0,44% entre 2009 e 2010, apresentando um

crescimento de 214,3%, decorrente da atenuagédo da legislagdo de controle da

* (a) http://www.madmoura.com.br/noticia/campanha-em-sp-orienta-citricultores-sobre-cancro-no-

pomar.html (acessado em Dezembro de 2011). (b) http://www.ctexto.com.br/saladeimprensa-
not.php?id=43 (acessado em Dezembro de 2011).
® Brunings, A.; Gabriel, D. Xanthomonas citri: breaking the surface. Molecular Plant Pathol 2003, 4,
141-157.
6 (a) http://www.xn--gew.net/articles/123535/Production (acessado em Dezembro de 2011).
(b) http://www.ask.com/wiki/Citrus_production?qsrc=3044 (acessado em Dezembro de 2011).
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doenca pelo governo paulista.” Em 1999, ap6s o primeiro levantamento apontar
incidéncia de 0,70% de cancro nos pomares, a legislagao contra a doenca passou
a ser mais rigida tornando obrigatéria a erradicacdo de todas as arvores com
cancro em um raio de 30 metros de distancia de uma contaminada e ainda de todo
um talhdo. Porém, por pressdo dos citricultores, em 2009 a Secretaria da
Agricultura de Sao Paulo revogou a determinacao referente aos talhdes e, seis
meses apos a mudancga da lei, o numero de casos novos de cancro citrico cresceu
quase 80% se comparado ao primeiro semestre de 2009. Por isso, agora o
produtor precisa intensificar as medidas de controle do cancro, especialmente no
periodo de chuvas, ja que o clima quente e Uumido favorece a proliferacdo da
bactéria Xanthomonas citri, causadora da doenca’

Desta forma, estudar o cancro citrico e o seu agente causador é de extrema
importancia para que haja um melhor entendimento da doenga e dos mecanismos
de viruléncia do fitopatdgeno, contribuindo para a melhoria da citricultura
brasileira.

1.1.1. Xanthomonas axonopodis pathovar citri

A Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac) € uma bactéria Gram-negativa
patogénica responsavel pelo cancro citrico em todas as variedades e espécies de
citros e é uma das mais graves doencas da citricultura brasileira.®

A Xac se apresenta em formato de bastonetes e possui um flagelo polar
responsavel por sua mobilidade. Recentemente foi descoberto que este flagelo é
requerido para a formagdo do biofilme maduro e consequentemente esta

envolvido no desenvolvimento do cancro citrico.®

! http://www.agromundo.com.br/?p=19495 (acessado em Dezembro de 2011).

8 a) Malamud, F.; Torres, P.; Roeschlin, R.; Rigano, L.; Enrique, R.; Bonomi, H.; Castagnaro, A.;
Marano, M.; Vojnov, A. The Xanthomonas axonopodis pv. citri flagellum is required for mature
biofilm and canker development. Microbiol 2011, 157, 819-829. b) Martins, A. Andlise de
Chaperonas Hipotéticas da Xanthomonas axonopodis pv. citri por Espectrometria de Massas.
Dissertagao de Mestrado, Instituto de Quimica, Universidade Estadual de Campinas, SP, Outubro
de 2010.
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Por causa do seu grande impacto na citricultura brasileira, esta bactéria
tornou-se alvo de estudos e teve o seu genoma sequenciado em 2002.° A Xac
possui um cromossomo circular de 5,1 Mb e dois plasmideos pXAC64 (64 Kb) e
pXAC33 (33 Kb).>'°

Das proteinas anotadas em Xac muitas estdo associadas a patogenicidade,
viruléncia e adaptagédo (devido a sua similaridade com a proteinas com papéis
patogénicos em outras bactérias) como as proteinas relacionadas ao sistema
secretorio do tipo Il e IV, proteinas envolvidas em processos de adaptacao e
condicdes atipicas, proteinas de choque térmico'™ e alguns dos genes codificam
proteinas cujas caracteristicas as classificam em possiveis chaperonas de
secrecao envolvidas no processo de viruléncia.'’

Durante o processo de infeccdo, as bactérias Gram-negativas patogénicas,
como a Xac, secretam proteinas patdgenas e outros fatores macromoleculares
para o citoplasma da célula hospedeira.’ Desse modo, a infecgdo comeca com a
atuacdo dos sistemas de secrecdo'®, onde proteinas, acidos nucléicos ou
complexos de &cidos nucléicos e proteinas, sao secretados para o citosol da
célula hospedeira. Existem seis sistemas secretérios €, no caso da Xac, o seu

genoma codifica os sistemas secretérios do tipo II, lll e IV (T2SS, T3SS e T4SS).°

® da Silva, A.; Ferro, J.; Reinach, F.; Farah, C.; Furlan, L.; Quaggio, R.; Monteiro-Vitorello, C.; Van
Sluys, M.; Almeida, N.; Alves, L.; do Amaral, A.; Bertolini, M.; Camargo, L.; Camarotte, G.;
Cannavan, F.; Cardozo, J.; Chambergo, F.; Ciapina, L.; Cicarelli, R.; Coutinho, L.; Cursino-Santos,
J.; EI-Dorry, H.; Faria, J.; Ferreira, A.; Ferreira, R.; Ferro, M.; Formighieri, E.; Franco, M.; Greggio,
C.; Gruber, A.; Katsuyama, A.; Kishi, L.; Leite, R.; Lemos, E.; Lemos, M.; Locali, E.; Machado, M.;
Madeira, A.; Martinez-Rossi, N.; Martins, E.; Meidanis, J.; Menck, F.; Miyaki, C.; Moon, D.; Moreira,
L.; Novo, M.; Okura, V.; Oliveira, M.; Oliveira, V.; Pereira, H.; Rossi, A.; Sena, J.; Silva, C.; de
Souza, R.; Spinola, L.; Takita, M.; Tamura, R.; Teixeira, E.; Tezza, R.; Trindade dos Santos, M.;
Truffi, D.; Tsai, S.; White, F.; Setubal, J.; Kitajima, J. Comparison of the genomes of two
Xanthomonas pathogens with differing host specificities. Nature 2002, 417, 459-463.
' Docena, C. Identificacdo das interagbes das proteinas relacionadas aos Sistemas de Dois-
Componentes e aos Sistemas Secretérios do Tipo Il e IV do fitopatégeno Xanthomonas
axonopodis pv. Citri. Tese de Doutorado, Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, SP,
Outubro 2006.
" Khater, L.; Santos, T.; Alegria, M.; Docena, C.; Silva, A.; Ramos, C. In silico identification of
potential chaperone genes that belong to type Il and type IV secretion systems in Xanthomonas
axonopodis pv. citri. Genet Mol Biol 2005 28, 321-327.
'2 Smith, C.; Hultgren, S. Bacteria thread the needle. Nature 2001, 414, 29-31.
13 (a) Papanikou, E.; Karamanou, S.; Economou, A. Bacterial protein secretion through the
translocase nanomachine. Nature Rev Microbiol 2007, 5, 839-851. (b) Holland, I. Translocation of
bacterial proteins—an overview. Biochim Biophys Acta 2004, 1694, 5-16.
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No caso dos sistemas de secrecao do tipo lll e IV esses fatores de viruléncia sao
injetados diretamente no citosol da célula hospedeira, onde irdo interferir nos

processos celulares.'
1.1.2. Sistema de Secrecao

Os sistemas de secrecdo sao complexos multi-protéicos, e podem ser
classificados em seis tipos diferentes, como ilustrado na Figura I-2, dependendo
da forma como é realizada a translocacao dos fatores de viruléncia para a célula
hospedeira.'*'® Os sistemas de secrecdo Ill, IV e | utilizam um caminho de
secrecao sec-independente e, por isso, sao capazes de exportar o substrato
diretamente do citoplasma para fora da membrana externa da bactéria.'#®4°

O sistema do tipo IV pode funcionar como sec-dependente e também como
sec-independente’® e ele apresenta algumas similaridades com o sistema do tipo
lll, embora aparentemente eles ndo sejam relacionados. Estes dois sistemas
necessitam de contato fisico com a célula hospedeira, requerem que uma
chaperona secretéria (CS) se ligue a proteina a ser secretada e acredita-se que a
exportacdo desta ocorra em somente uma etapa através do canal de secrecgao.

Entretanto existe uma diferengca fundamental entre eles: o sistema tipo IV pode

1 (a) Fattori, J.; Prando, A.; Martins, A.; Rodrigues, F.; Tasic, L. Bacterial Secretion Chaperones.
Protein Peptide Lett 2011, 18, 158-166. (b) Gelvin, S. Finding a way to the nucleus. Curr Opin
Microbiol 2010, 13, 53-58. (c) Cornelis, G.; Van Gijsegem, F. Assembly and function of Type Il
secretory systems. Annu Rev Microbiol 2000, 54, 735-774. (d) Thanassi, D.; Hultgren, S. Multiple
pathways allow protein secretion across the bacterial outer membrane. Curr Opin Cell Biol 2000,
12, 420-430. (e) Cheng, L.; Schneewind, O. Type lll machines of gram-negative bacteria: delivering
the goods. Trends Microbiol 2000, 8, 214-220. (f) Galan, J.; Collmer, A. Type lll secretion
machines: bacterial devices for protein delivery into host cells. Science 1999, 284, 1322-1328. (g)
Mota, L.; Sorg, |.; Cornelis, G. Type Il secretion: The bacteria-eukaryotic cell express. FEMS
Microbiol Lett 2005, 252, 1—10. (h) Aizawa, S. Bacterial flagella and type lll secretion systems.
FEMS Microbiol Lett 2001, 202, 157-164. (i) Saier Jr, M. Evolution of bacterial type Il protein
secretion systems. TRENDS Microbiol 2004, 12, 113-115.
'3 (a) Economou, A. Following the leader: bacterial protein export through the Sec pathway. Trends
Microbiol 1999, 7, 315-320. (b) Buttner, D.; Bonas U. Port of entry the type Il secretion translocon.
Trends Microbiol 2002, 10, 186-192. (c) Henderson, |. Navarro-Garcia F.; Desvaux, M.; Fernandez,
R.; Aldeen, D. Type V proteins secretion pathway: the autotranporter story. Microbiol Mol Biol Rev
2004, 68, 692-744.
'® Burns, D. Biochemistry of type IV secretion. Curr Opin Microbiol 1999, 2, 25-29.
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exportar DNA simples fita e complexo DNA-proteina até a célula e ndo ha

nenhuma evidéncia de que o sistema do tipo Ill possa fazer o mesmo."”

Sec-dependente Sec-independente
Tipo V Tipo Il “FE’)'V Tipo IlI Tipo |
e \VirB5 p 1

Figura I-2: Sistemas de secregdo das bactérias Gram-negativas (I-V1)."® ME =
membrana externa e Ml = membrana interna.

1.1.2.1. Sistema de secrecao do tipo lll (T3SS)

O sistema de secrec¢ao do tipo Il (T3SS — Type Three Secretion System)
esta relacionado com os componentes do sistema flagelar bacteriano'®, sendo que
um terco das proteinas que compdem a estrutura do T3SS sdao homdlogas as
proteinas constituintes da porgao basal do flagelo.?%'*" Desta forma é possivel que
ele seja uma adaptacao evolucionaria do aparato flagelar, uma vez que na escala

evolutiva a mobilidade tenha sido desenvolvida antes da viruléncia®'. O aparato

"7 Christie, P.; Vogel, J.; Bacterial type IV secretion: conjugation systems adapted to deliver effector
molecules to host cells. Trends Microbiol 2000, 8, 354-360.
'® Adaptado de Fronzes, R; Christie, P.; Waksman, G. The structural biology of type IV secretion
sglstems. Nat Rev Microbiol 2009, 7, 703-714.
¥ Plano, G.; Day, J.; Ferracci, F. Type Ill export: new uses for an old pathway. Mol Microbiol 2001,
40, 284-293.
% Hueck, C.; Type Il protein secretion systems in bacterial pathogens of animals and plants.
Microbiol Mol Biol Rev 1998, 62, 379-433.
2! Bennett, J.; Hughes, C.; From flagellum assembly to virulence: the extended family of type Il
export chaperones. Trends Microbiol 2000, 8, 202-204.
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flagelar confere a bactéria mobilidade, o que é importante para o processo de
infeccdo, entretanto a formacédo do sistema de secrecdo permite que proteinas
possam ser secretadas.'

O formato cilindrico do T3SS é conhecido por ser parecido com uma agulha
de injecdo. Ele € composto de aproximadamente 20 proteinas e € considerado o
mais complexo dentre os sistemas de secrecdo, permitindo rapida e eficiente
translocagédo das proteinas através do caminho: membrana interna, periplasma,
membrana externa e finalmente membrana da célula eucariética.?? A formacao e
ativacdo do complexo ocorrem quando a bactéria entra em contato com o
hospedeiro' e entao todas estas barreiras sdo atravessadas de uma sé vez pelo
estreito canal de aproximadamente 30 A, do citoplasma bacteriano para o citosol
da célula eucaridtica e ja dentro da célula eucaridtica as proteinas chamadas de
efetoras irdo interferir nos processos celulares. '’

Para que todo esse processo possa ocorrer, as proteinas que serédo
translocadas devem ser reconhecidas e engajadas na maquinaria de secrecao. O
estreito canal do sistema agulha mostra que para que o substrato possa ser
secretado necessita estar em uma forma desenovelado e precisa atingir o sistema
secretoério correspondente, logo reconhecido e secretado. Para que este processo
complexo ocorra, 0 mecanismo de reconhecimento do substrato deve envolver
varios meios de sinalizacdo e, também, o auxilio de proteinas acessérias.?*?®
Neste sistema, a maioria das proteinas secretadas possuem uma

sequencia sinal localizada dentro dos primeiros 20-30 amino&cidos®*®

, entretanto,
diferentemente dos sistemas sec-dependentes, esta sequéncia sinal ndo € clivada

durante o processo de secrecdo.'® No entanto, esta sequencia sinal ndo assegura

?2 Feldman, M.; Cornelis, G. The multitalented type Ill chaperones: all you can do with 15 kDa.
FEMS Microbiol Lett 2003, 219,151-158.
?% Galan, J.; Wolf-Watz, H. Protein delivery into eukaryotic cells by type Ill secretion machines.
Nature 2006, 444, 567-573.
?* Sory, M.; Boland, A.; Lambermont, I.; Cornelis, G. Identification of the YopE and YopH domains
required for secretion and internalization into the cytosol of macrophages, using the cyaA gene
fusion approach. Proc Natl Acad Sci USA 1995, 92, 11998-12002.
?® Schesser, K.; Frithz-Lindesten, E.; Wolf-Watz, H. Delineation and mutational analysis of the
Yersinia pseudotuberculosis YopE domains which mediate translocation across bacterial and
eukaryotic cellular membranes. J Bacteriol 1996, 178, 7227-7233.
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a especificidade do substrato, sendo sugerido que as chaperonas de secregao
(CS) as quais se ligam especificamente ao substrato desempenhem este

papel 262’

1.1.2.2. Sistema de secrecao do tipo flagelar

O sistema de secrecdo das chaperonas flagelares?’ é similar e precedente ao
sistema de secrecdo do tipo Ill e o corpo basal flagelar compartiiha de
caracteristicas comuns com o aparato de secrecdo de fatores de viruléncia em
forma de agulha, indicando que os dois sistemas sdo derivados de um ancestral
comum.?® No sistema flagelar, as proteinas flagelares sdo exportadas pelo T3SS
para a formagdo da maquinaria flagelar. Estas polimerizam para formar a
estrutura, incluindo a juncédo base do filamento, filamento e filamento final. As
chaperonas flagelares auxiliam na transferéncia dos componentes estruturais
flagelares através da ligagdo no dominio C-terminal anfipatico de seus

substratos.?%303

O flagelo bacteriano é responsavel pela mobilidade e esta envolvido na
adesdo, formacdo do biofilme bacteriano e invasdo das células hospedeiras.®? A
bactéria pode se movimentar em liquidos através dos filamentos flagelares que

sao fixados e movidos pelo motor flagelar. Esses motores sdo nanomaquinas que

?¢ Wattiau, P.; Cornelis, G. SycE, a chaperone-like protein of Yersinia enterocolitica involved in Ohe
secretion of YopE. Mol Microbiol 1993, 8,123-131.

’ (a) Minamino, T.; Imada, K.; Namba, K. Mechanisms of type Il protein export for bacterial
flagellar assembly. Mol BioSyst 2008, 4, 1105-1115. (b) Buttner, D.; Bonas, U. Port of entry the
tgpe Il secretion translocon. Trends Microbiol 2002, 10, 186-192.

% lida, Y.; Hobley, L.; Lambert, C.; Fenton, A.; Sockett, R.; Aizawa, S. Roles of Multiple Flagellins
in Flagellar Formation and Flagellar Growth Post Bdelloplast Lysis in Bdellovibrio bacteriovorus. J
Mol Biol 2009, 394, 1011-1021.

?® Cornelis, G. The type lll secretion injectisome, a complex nanomachine for intracellular
“toxin’delivery. Biol Chem 2010, 391, 745-751.

% paul, K.; Erhardt, M.; Hirano, T.; Blair, D.; Hughes, K. Energy source of flagellar type Il secretion.
Nature 2008, 451, 489-492.

8 Khater, L.: Alegria, M.; Borin, P.; Santos, T.; Docena, C.; Tasic, L.; Farah, C.; Ramos, C.
Identification of the flagellar chaperone FIgN in the phytopathogen Xanthomonas axonopodis pv.
citri by its interaction with hook-associated FIigK. Arch Microbiol 2007, 188, 243-250.

%2 Liu, R.; Ochman, H. Stepwise formation of the bacterial flagellar system. PNAS, 2007, 104, 7116-
7121.
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usam o potencial eletroquimico de gradiente de ions e assim, o motor pode girar
em ambas diregcoes, regulando a direcdo em resposta a estimulos
quimioestaticos.®® Um flagelo tipico é constituido de cinco componentes: um corpo
basal, um motor, um juntor, um filamento e um aparato de exportagdo (Figura I-
3).2” O aparato de exportagdo consiste de seis proteinas integrais da membrana
(FIhA, FIhB, FliO, FIiP, FliQ e FIliR) e trés proteinas soluveis (FliH, Flil e FliJ). Sao
essas proteinas responsaveis pela formagédo do canal de exportagédo dirigido pela
transferéncia de prétons. Flil € uma ATPase e forma um complexo heterotrimérico
com um dimero do regulador dela, a FliH. O complexo FliHsFlil se liga ao
complexo chaperona-substrato e facilita a entrada inicial do complexo chaperona-
substrato no canal de secrecdo. Ja o desenovelamento e a translocacao dos
substratos através do canal é dirigida pelo gradiente de prétons (do inglés Prdton
Motive Force - PMF)?' cuja energia é gerada pela transferéncia de prétons ou
elétrons através da membrana citoplasméatica, enquanto a energia quimica obtida
da hidrélise do ATP (Flil), é usada para a liberagdo do FliH e Flil do canal
translocando o substrato.>* Existem muitas outras proteinas que formam o sistema
de secrecdo flagelar como as FlgK e FIgL formadoras da jungdo base dos
filamentos, FliC formadora do filamento, FIgE formadora da jungéo, dentre outras.

% Kudryashev, M.; Cyrklaff, M.; Wallich, R.; Baumeister, W.; Frischknecht, F. Distinct in situ
structures of the Borrelia flagellar motor. J Struct Biol 2010, 169, 54-61

3 (a) Kazetani, K.; Minamino, T.; Miyata, T.; Kato, T.; Namba, K. ATP-induced Flil hexamerization
facilitates bacterial flagellar protein export. Biochem Bioph Res Comm 2009, 388, 323-327. (b)
Okabe, M.; Minamino, T.; Imada, K.; Namba, K.; Kihara, M. Role of the N-terminal domain of the Flil
ATPase in bacterial flagellar protein export. FEBS Lett 2009, 583, 743-748. (c) Minamino, T.;
Kazetani, K.; Tahara, A.; Suzuki, H.; Furukawa, Y.; Kihara, M.; Namba, K. Oligomerization of the
bacterial flagellar ATPase Flil is controlled by its extreme N-terminal region. J Mol Biol 2006, 360,
510-519.
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Figura I-3: Sistema de secrecao flagelar mostrando as seis proteinas integrais da
membrana (FIhA, FIhB, FliO, FIiP, FIiQ e FIliR) e trés proteinas soltveis (FliH, Flil e
FliJ.®

1.1.2.3. Sistema de secrecao do tipo IV (T4SS)

O sistema de secrecao do tipo IV (T4SS - Type Four Secretion System) é
um sistema versatil encontrado em bactérias Gram-negativa e Gram-positiva e
pode secretar uma ampla faixa de substratos desde proteinas, complexos
proteina-proteina e complexos proteina-DNA."” Aparentemente ndo esta
relacionado com o sistema do tipo Il e sim relacionado evolutivamente com os
componentes da maquinaria de conjugacao bacteriana. A conjugacdo € o
processo no qual o DNA é transferido de uma bactéria doadora para uma
receptora por um mecanismo que envolve o contato celular e essa transferéncia
ocorre através do envelope celular das bactérias Gram-negativas que é mediada
por uma estrutura supramolecular denominada de formacdo do par conjugado
(Mating Pair Formation — Mpf).*® Este complexo é formado por um canal
responsavel por estabelecer o contato entre as células e ha a formagdo de um

% Aizawa, S. Bacterial flagella and type Il secretion systems. FEMS Microbiol Lett 2001, 202, 157-
164.

% Willetts, N.; Wilkins, B. Processing of plasmid DNA during bacterial conjugation. Microbiol Rev
1984, 48, 24-41.
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canal de conjugacgéao por onde ocorre a translocagdo do DNA a ser transferido®’.
Os aspectos clinicos deste tipo de transferéncia sao extremamente problematicos,
pois 0 DNA plasmidial de uma bactéria € incorporado por outra, levando a rapida
disseminacao de genes resistentes a antibiéticos e outros fatores de viruléncia

entre as populacdes bacterianas. '

1.1.3. Chaperonas de Secrecao

As chaperonas de sistemas de secrecao sao pequenas proteinas, de até 20
kDa e pl baixo, podem interagir especificamente com uma ou mais proteinas de
viruléncia e uma ou duas proteinas translocadoras e possuem hélice anfipatica.
Elas normalmente atuam como dimeros, se ligam a regido N-terminal da proteina
parceira e ndo possuem dominios de ligacado de ATP, o que as diferencia das
chaperonas moleculares mais conhecidas.®**® Em geral, as CS sdo codificadas
por genes localizados proximos aos genes que codificam as proteinas efetoras ou
translocadoras as quais elas irdo se associar, 0 que ajuda na sua
identificacdo.?>'*3° Estas chaperonas tém a fungdo de proporcionar um estado
transicional a proteina parceira, sdo responsaveis pelo encaminhamento do
complexo chaperona/proteina parceira para a maquinaria de secrecdo®® e
previnem interacées ou agregacao prematuras da sua proteina parceira antes da
secrecdo correspondente.’**® A Figura -4 ilustra a acdo das chaperonas
secretoérias no transporte da proteina até o sistema de secrecao correspondente.

%7 Cascales, E.; Christie, P. The versatile bacterial type IV secretion systems. Nat Rev Microbiol
2003, 7,137-149.

% Christie, P. Type IV secretion: intercellular transfer of macromolecules by systems ancestrally
related to conjugation machines. Mol Microbiol 2001, 40, 294-305.

% | ee, S.; Galan, J. Salmonella type Ill secretion-associated chaperones confer secretion-pathway
S(Pecificity. Mol Microbiol 2004, 51, 483-495.

** Woestyn, S.; Sory, M.; Boland, A.; Leguenne, O.; Cornelis, G. The cytosolic SycE and SycH
chaperones of Yersinia protect the region of YopE and YopH involved in translocation across
eukaryotic cell membranes. Mol Microbiol 1996, 20,1261-1271.
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Figura I-4: llustragcdo dos sistemas de secrecao bacteriano: T3SS (esquerda),
T4SS (centro) e flagelar (direita). No sistema de secrecao do tipo Il a chaperona
na forma de um dimero (1) encontra com a proteina parcialmente enovelada (2)
forma um complexo proteina substrato/chaperona (3); entdo a chaperona mantém
a proteina substrato parcialmente enovelada no seu dominio de ligacdo e esta é
encaminhada para o T3SS para secrecao. No sistema de secrecao do tipo IV, as
chaperonas agem do mesmo modo atuando como monOmeros ou dimeros e
exportando além de proteinas (l), fita simples de DNA (ll) ou complexo proteina-
DNA (lIl). No sistema flagelar as chaperonas agem como dimero (1) e ligam-se a
proteina flagelar prevenindo agregacdo e precipitacdo além de participar na
formacdo da maquinaria do flagelo. (Figura adaptada).’*?

Estas chaperonas n&o partiiham similaridades significantes entre suas
estruturas primarias; entretanto a estrutura cristalografica de algumas delas
mostra que estas apresentam estrutura terciaria muito similar, dependendo da sua
subclasse.*’ As chaperonas de secrecdo geralmente se ligam aos aminoAcidos
50-100 da sua proteina parceira e, através das estruturas tridimensionais foi

! (a) Stebbins, C.; Galan, J. Priming virulence factors for delivery into the host. Nat Rev Mol Cell
Biol 2003, 4, 738-743. (b) Page, A.; Parsot, C. Chaperones of the type Il secretion pathway: jacks
of all trades. Mol Microbiol 2002, 46, 1-11.
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observado que estas chaperonas mantém o seu dominio de ligagao na proteina
parceira em um estado desenovelado.***2

O sistema flagelar é considerado o ancestral do T3SS,* e as chaperonas
de secrecao desta classe apresentam poucos dados estruturais. No entanto,
calculos de estrutura secundaria sugerem que elas apresentam uma estrutura
helicoidal estendida e, além disso, podem atuar como dimeros. Um exemplo de
estrutura cristalografica de uma chaperona flagelar pode ser representada pela
FIIT de Salmonella sp. (Figura I-5b), em que é possivel verificar que esta
chaperona consiste de quatro a-hélices e a regiao central da molécula é formada
por hélices antiparalelas.

Ja as chaperonas do sistema de secrecao do tipo IV podem ser
exemplificadas pela chaperona VirE1. No caso da bactéria Agrobacterium
tumefaciens, a chaperone (VirE1) esta envolvida na transferéncia de proteinas
independentemente de DNA, mediando a transferéncia da proteina VirE2. A VirE1
interage diretamente com o dominio interno da VirE2 estabilizando-a e prevenindo
agregacdo da VirE2.** A estrutura cristalografica da VirE1 consiste de uma Unica
a-hélice entre os dois dominios estruturais da VirE2 e dados de microscopia
eletrbnica, SAXS e cristalografia de raios-X mostraram a formagdo de um

heterodimero na razao 1:1 (Figura I-5a).

*2 Stebbins, C.; Galan, J. Maintenance of an unfolded polypeptide by a cognate chaperone in
bacterial type Il secretion. Nature 2001, 414, 77-81.

* Macnab, R. The bacterial flagellum: reversible rotary propellor and type Il export apparatus. J
Bacteriol 1999, 181, 7149-7153.

4 (a) Zhao, Z.; Sagulenko, E.; Ding, Z.; Christie, P. Activities of virE1 and the VirE1 secretion
chaperone in export of the multifunctional VirE2 effector via an Agrobacterium type IV secretion
pathway. J Bacteriol 2001, 183, 3855-3865. (b) Sundberg, C.; Ream, W. The Agrobacterium
tumefaciens Chaperone-Like Protein, VirE1, Interacts with VirE2 at Domains Required for Single-
Stranded DNA Binding and Cooperative Interaction. J Bacteriol 1999, 181, 6850-6855. (c) Duckely,
M.; Oomen, C.; Axthelm, F.; Van Gelder, P.; Waksman, G.; Engel, A. The VirE1VirE2 complex of
Agrobacterium tumefaciens interacts with single-stranded DNA and forms channels. Mol Microbiol
2005, 58, 1130-1142.
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Figura I-5: a) Estrutura da chaperona de secrecao do T4SS, VirE1 (em vermelho)
complexada com sua proteina parceira, a VirE2 (em azul; PDB:3BTP).* b)
Estrutura da chaperona de secrecédo flagelar, FIiT de Salmonella sp. (PDB:
3A7M).%

Durante a etapa de liberacédo e desenovelamento parcial do substrato a partir
do complexo chaperona-substrato, a atividade ATPase pode estar associada
fornecendo energia suficiente para que ocorra este processo. Outra fonte de
energia associada ao T3SS e o sistema de secrecédo flagelar € obtida pelo
gradiente de prétons (PMF) fendmeno pode ser provocado pela hidrélise do ATP.
Por isso, tornou-se necessario também estudar as interacées entre as chaperonas

com o ligante ATP.

® Dym, O.; Albeck, S.; Unger, T.; Jacobovitch, J.; Branzburg, A.; Michael, Y.; Frenkiel-Krispin, D.;
Wolf, S.; Elbaum, M. Crystal structure of the Agrobacterium virulence complex VirE1-VirE2 reveals
a flexible protein that can accommodate different partners. Proc Natl Acad Sci USA 2008, 105,
11170-11175.

* Imada, K.; Minamino, T.; Kinoshita, M.; Furukawa, Y.; Namba, K. Structural insight into the
regulatory mechanisms of interactions of the flagellar type Il chaperone FIiT with its binding
partners. Proc Natl Acad Sci USA 2010, 107, 8812-8817.
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1.1.4. Hsp90 da laranja

Acredita-se que durante o processo de infeccdo da Xac, as proteinas de
viruléncia da Xac sao secretadas para o citosol da célula hospedeira pela acao
dos sistemas de secrecdo da bactéria. Entdo, apds as proteinas efetoras serem
secretadas para o citosol da célula hospedeira precisam enovelar-se novamente
para adquirir a sua estrutura e consequentemente sua fungao.

Esse processo no caso da laranja (hospedeiro do cancro citrico) e proteinas
de viruléncia da Xac (hospedes) € conduzido pelas chaperonas moleculares da
planta e, entre elas, a Hsp90 pode ser a mais importante.*’

A Hsp90 compreende uma familia de chaperonas moleculares de
aproximadamente 90 kDa, altamente conservadas em procariotos e eucariotos e é
uma das proteinas mais abundante em células.*® Esta proteina pertence a familia
das Heat shock proteins, proteinas superexpressas sob condi¢des de stress. Esta
chaperona esta relacionada na manutencado da conformagao, renovelamento de
proteinas desnaturadas, estabilidade e funcdo de uma enorme variedade de
proteinas envolvidas na transducéo de sinais, ciclo celular e apoptose.*®

Esta proteina funciona como um homodimero, ao qual se associam
cochaperonas com a finalidade de catalisar a maturacdo e/ ou ativacdo de
diversas proteinas, conhecidas como proteinas clientes, envolvidas em diferentes
vias regulatérias da célula.”® Dentre estas proteinas clientes, estdo presentes
proteinas cinases, receptores nucleares de horménios, fatores de transcricdo,

entre outras.”® Além disso, a Hsp90 esta envolvida na ativagdo da proteina p53,

*” Mendonga, Y. Ramos, C. Cloning, purification and characterization of a 90 kDa heat shock

protein from Citrus sinensis (sweet orange). Plant Phys Biochem 2012, 50, 87-94.

8 3un, X.; Kenney, S. Hsp90 inhibitors A potential treatment for latent EBV infection? Cell Cycle

2010, 9, 1665-1666.

9 Chakraborty, A.; Koldobskiy, M.; Sixt, K.; Juluri, K.; Mustafa, A.; Snowman, A.; van Rossum, D.;

Patterson, R.; Snyder, S. HSP90 regulates cell survival via inositol hexakisphosphate kinase-2.

PNAS 2008, 105, 1134-1139.

%0 (a) Pearl, L.; Prodromou, C. Structure, function, and mechanism of the Hsp90 molecular

chaperone. Adv Protein Chem 2001, 59, 157-186. (b) Brown, M.; Zhu, L.; Schmidt, C.; Tucker, P.

Hsp90-From signal transduction to cell transformation. Bioch Bioph Res Com 2007, 363, 241-246.
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uma proteina supressora de tumor®’ e trabalhos recentes indicam que esta
proteina contribui para a resisténcia de algumas drogas antiftingicas.>?

A Hsp90 se comporta essencialmente como um homodimero e esta
dimerizacdo é essencial para o desempenho de sua atividade biolégica.>® Cada
monomero é dividido em trés dominios estruturais: o dominio C-terminal que
mantém a interface de dimerizacdo molecular, o dominio central que ¢é
considerado a principal regido de interacdo com suas proteinas clientes e o
dominio N-terminal que possui um sitio de ligacdo a nucleotideos responsavel por
uma fraca atividade da ATPase, o que provoca uma dimerizacdo nesta regido,
ocasionando uma mudancga de conformacéo fundamental para sua fungdo.*

Estas chaperonas usam ATP e sua hidrélise para promover
desenovelamento e/ou enovelamento de proteinas. As interagdes entre proteinas
estudadas com o ligante ATPy-S também se faz necesséria, pois o ATP é
facilmente hidrolisado até o ADP pelas ATPases. Portanto, assim que a amostra
de ATPase recebe a primeira quantidade de ATP, ela €& convertida em ADP.
Desse modo, ATP e ADP interagem com as proteinas alvos ao mesmo tempo,
impossibilitando deste modo a observacao de interagdes entre proteina e o ATP
na auséncia do ADP. O ATPy-S apresenta ATP nao hidrolisavel, possibilitando
monitorar as interagcées entre ATPases sem ocorrer a catélise (hidrolise).

Apbs a atuacdo dos sistemas de secrecdo e correto enovelamento dos
fatores de viruléncia da Xac no citoplasma da célula hospedeira pela agdo da
Hsp90, acredita-se que as proteinas fitopatogénicas terdo iniciado suas fungoes.
Para tanto, inibindo a atividade da Hsp90 da laranja, o enovelamento dos fatores
de fitopatogenicidade provenientes da Xac de natureza protéica serdao bloqueados

e, desta maneira, o cancro podera ser prevenido, mesmo apds a atuagdo dos

d Hagn, F.; Lagleder, S.; Retzlaff, M.; Rohrberg, J.; Demmer, O.; Richter, K.; Buchner, J.; Kessler,
H. Structural analysis of the interaction between hsp90 and the tumor suppressor protein p53.
Nature 2011, 18, 1086-1093.

52 Cowen, L.; Singh, S.; Kéhler, J.; Collins, C.; Zaas, A.; Schell, W.; Aziz, H.; Mylonakis, E.; Perfect,
J.; Whitesell, L.; Lindquist, S. Harnessing Hsp90 function as a powerful, broadly effective
therapeutic strategy for fungal infectious disease. PNAS 2009, 106, 2818-2823.

%3 Wayne, N.; Bolon, D. Dimerization of Hsp90 Is Required for in Vivo Function J Biol Chem 2007,
282, 35386- 35395.
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Sistemas de Secrecao (SSs). Um inibidor conhecido de Hsp90 é a geldanamicina,
que se liga competitivamente com o sitio de ligacdo do ATP/ADP desta ATPase.

O antibidtico, geldanamicina®, é um produto natural isolado da
Streptomyces higroscopicus com potente atividade antiproliferativa e efeito

antitumoral.>

Assim que ela se liga a proteina Hsp90, inibe a atividade chaperona
desta proteina, consequentemente seus substratos (proteinas clientes) sao
degradados.®®®” A geldanamicina bloqueia o sitio ligante de ATP, resultando em
complexos de Hsp90 e acumulo de proteinas desenoveladas ou enoveladas
incorretamente.>®

A estrutura cristalografica do dominio ligante da Hsp90 revela que a
geldanamicina se liga ao bolsdo de 15 A de profundidade formado pelos residuos
9-232 da Hsp90 adotando uma estrutura compacta similar a da cadeia
polipeptidica bloqueando a entrada do ATP.*® A Hsp90 possui duas formas: uma
ativa e uma inativa. A forma inativa é aberta e a ligacao de ATP causa o seu

fechamento tornando-a ativa (Figura 1-6).%°

> (a) Fukumoto, R.; Kiang, J. Geldanamycin Analog 17-DMAG Limits Apoptosis in Human

Peripheral Blood Cells by Inhibition of p53 Activation and its Interaction with Heat-Shock Protein 90
kDa after Exposure to lonizing Radiation. Radiat Res 2011, 176, 333-345. (b) Mutsvunguma, L.;
Moetlhoa, B.; Edkins, A.; Luke, G.; Blatch, G.; Knox, C. Theiler's murine encephalomyelitis virus
infection induces a redistribution of heat shock proteins 70 and 90 in BHK-21cells, and is inhibited
by novobiocin and geldanamycin. Cell Stress Chaperon 2011, 16, 505-515. (c) Dey, A,
Cederbaum, A. Geldanamycin, an inhibitor of Hsp90, potentiates cytochrome P4502E1-mediated
toxicity in HepG2 cells. J Pharmacol Exp Ther 2006, 317, 1391-1399.
*® (a) Schnaider, T.; Somogyi, J.; Csermely, P.; Szamel, M. The Hsp90-specific inhibitor
geldanamycin selectivity disrupts kinase-mediated signaling events of T-lymphocyte activation. Cell
Stress Chaperon 2000, 1, 52-61. (b) Mabjeesh, N.; Post, D.; Willard, M.; Kaur, B.; Meir, E.; Simons,
J. Geldanamycin induces degradation of hypoxia-inducible factor 1o protein via the proteosome
geathway in prostate cancer cells. Cancer Res 2002, 62, 2478-2482.

Qin, H.; Panek, J. Total synthesis of the Hsp90 inhibitor geldanamycin. Org Lett 2008, 10, 2477-
2479.
%" Stebbins, C.; Russo, A.; Schneider, C.; Rosen, N.; Hartl, F.; Pavletich, N. Crystal Structure of an
Hsp90-Geldanamycin Complex: Targeting of a Protein Chaperone by an Antitumor Agent. Cell
1997, 89, 239-250.
%8 Prodromou, C.; Roe, S.; O'Brien, R.; Ladbury, J.; Piper, P.; Pearl, L. Identification and structural
characterization of the ATP/ADP-binding site in the Hsp90 molecular chaperone. Cell 1997, 90, 65-
75.
% (a) Ali, M.; Roe, S.; Vaughan, C.; Meyer, P.; Panaretou, B.; Piper, P.; Prodromou, C.; Pearl, L.
Crystal structure of an Hsp90-nucleotide-p23/Sbai closed chaperone complex. Nature 2006, 440,
1013-1017. (b) Shiau, A.; Harris, S.; Southworth, D.; Agard, D. Structural Analysis of E.coli Hsp90
reveals dramatic nucleotide-dependent conformational rearrangements. Cell 2006, 7127, 329-340.
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Figura I-6: Formas inativa (a) e nativa (b) da proteina Hsp90.%°

Por isso, o estudo das interacbes da Hsp90 da laranja com os ligantes
geldanamicina, ATP, ADP e ATPyS torna-se necessaria e as técnicas propostas
para este estudos foram Saturation Transfer Difference (STD-NMR) e

fluorescéncia de emissao.

1.1.5. Proteinas FIgN e XACb0033

As proteinas FIgN (XAC1990) e XACb0033 ja foram estudadas
anteriormente e, neste capitulo, estdo apresentados, de forma resumida, os
principais resultados obtidos anteriormente.

Ambas proteinas FIgN e XACb0033 s&o consideradas chaperonas
moléculares por possuirem caracteristicas como baixo peso molecular, pl baixo e
dominio anfipatico. Além disso, estas proteinas sao codificadas por genes
localizados em cluster do sistema de secrecéo do tipo IV (XACb0033) e no cluster
do sistema de secrecédo do tipo lll (FIgN) e por isso, acredita-se que a XACb0033
seja uma chaperona de secre¢ao do sistema de secrecao do tipo IV (T4SS) a FIgN
seja uma chaperona de secregdo do sistema de secregéo do tipo Il (T3SS). Em
2007, através de ensaios de duplo-hibrido, a proteina FIgN foi identificada como
uma chaperona flagelar, cuja proteina parceira é a FIgK.
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Buscas por homologia e similaridade de sequéncia primaria no BLAST®®
para ambas as proteinas nao resultaram em alinhamentos significativos. Do
mesmo modo, as buscas usando o PDB como banco de dados nao geraram
resultados significativos.

Em trabalhos anteriores do grupo, as massas molares destas proteinas
foram preditas usando uma coluna de filtracdo em gel analitica calibrada. Os
resultados mostraram que as proteinas XACb0033 e FIgN se encontraram
monomeéricas em solugdo, assim como para as medidas de DLS.®’

Neste mesmo trabalho, amostras da proteina FIgN foram submetidas a
andlise de SAXS nas linhas de SAXS do LNLS e os resultados estdo mostrados a
seguir. Devido a auséncia de modelos de alta resolucdo determinados por
técnicas experimentais, a estrutura atbmica da FIgN foi calculada pelo programa I-
TASSER (que sera discutido posteriormente) e esta representada na Figura |-7,
assim como a sobreposicao deste modelo no envelope experimental obtido pelos
dados de SAXS, publicados recentemente.®?

% http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

®' Fattori, J. Resolugdo Estrutural de Proteina Hipotéticas, Chaperonas de Secrecdo, da bactéria
Xanthomonas axonopodis pv. citri. Tese de Doutorado, Instituto de Quimica, Universidade Estadual
de Campinas, SP, setembro 2011.

%2 Fattori, J.; Prando, A.; Assis, L.; Aparicio, R.; Tasic, L. Structural Insights on Two Hypothetical
Secretion Chaperones from Xanthomonas axonopodis pv. citri. Protein J 2011, 30, 324-333.
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Figura I-7: As trés vistas do modelo gerado por SAXS da FIgN (em cinza)
sobreposto com a estrutura calculada pelo I-TASSER (em vermelho).®?
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1.2 Estudos Estruturais

1.2.1. Estrutura e funcao de proteinas

Uma peca chave para decifrar a fungdo de uma proteina € o entendimento
da sua estrutura. As proteinas s&o poliamidas cujas unidades monomeéricas sao L-
a-aminoacidos e podem ser descritos em niveis de organizacao da sua estrutura:
primaria, secundaria, terciaria e quaternaria. Os aminodacidos polimerizados
formam cadeias polipeptidicas através das ligacoes peptidicas e as variagdes na
sequéncia de aminoacidos contribuem para a diversidade na forma e nas funcées
biolégicas das proteinas®

A estrutura primaria de uma proteina, caso ela seja composta de somente
uma cadeia peptidica, é definida pela sequéncia de a-aminoacidos na cadeia
polipeptidica unida por ligacdes covalentes ou ligacdes peptidicas a partir do N-
até o C- terminal. A estrutura secundaria representa o arranjo espacial dos atomos
da cadeia principal [-N(H)CaC(O)-],, sem levar em consideracdo a conformacao
das cadeias laterais e inclui estruturas regulares, tais como a-hélices,folhas B,
voltas e regides randémicas. Estes elementos de estrutura secundéria, por sua
vez, interagem entre si formando a estrutura terciaria da proteina. A estrutura
terciaria especifica as posi¢cdes de cada atomo na proteina, incluindo as cadeias
laterais e, muitas vezes, para desempenharem suas fungdes algumas proteinas
atuam como oligbmeros ou requerem a ligagao de um cofator gerando a estrutura
quaternaria.®®

A complexidade estrutural e a variedade das proteinas permitem que elas
realizem varias tarefas biolégicas como, por exemplo, agirem como catalisadores
enzimaticos, como transportadoras e reguladoras, participar da defesa e na
decodificagdo e transmissdo da informacdo genética, entre outras. Para
entendimento detalhado da funcdo de uma macromolécula € necessario o

conhecimento da sua estrutura tridimensional. Atualmente, duas principais

63 Nelson, D.; Cox, M. Lehninger Principles of Biochemistry, 4th Ed.; W.H. Freeman & Company:
New York, 2004.
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técnicas sao utilizadas para a determinagao de estruturas de macromoléculas em
nivel atdmico: a difracdo de raios-X e a ressonancia magnética nuclear (NMR).®* A
difracdo de raios-X € sem duvida, o principal método para a determinacado da
estrutura de proteinas uma vez que a maioria das proteinas foram analisadas por
esta técnica (PDB), e para estudos de proteina em solugcédo, a NMR €& necesséria.
Para o melhor entendimento dos modelos obtidos através das técnicas
supracitadas informacgbes estruturais complementares e de grande importancia
podem ser fornecidas por diferentes técnicas como: Dicroismo Circular (CD),
Fluorescéncia de emissao, Espectrometria de Massas (MS).

As técnicas de caracterizacao estrutural utilizadas neste trabalho estao
descritas a seguir.

1.2.2. Dicroismo Circular

Uma das técnicas mais importantes na determinagcdo de estrutura
secundaria das proteinas € a espectroscopia de dicroismo circular (CD) na regido
do UV-distante (180-240 nm).®>® O sinal de CD é resultante de uma absorcao
diferencial da luz circularmente polarizada a esquerda e a direita ap6s sua
passagem pela amostra, sendo nas proteinas, a ligacao peptidica a responsavel
por esta diferenca na absorcdo. As amidas, os cromoforos da ligagdo peptidica,
tém duas transigoes eletronicas: n-n* que é responsavel pelos sinais negativos em
222 nm (caracteristica de a-hélice) e 216-218 nm (caracteristica de folhas-p) e
me—n que é responsavel pelo sinal positivo em 190 nm e negativo em 208 nm
(caracteristica de a-hélice) e um sinal positivo em 198 nm (caracteristica de
folhas-B).%°

64 Krishna, N.; Berliner, L. Biological Magnetic Resonance: Modern Techniques in Protein NMR,
Kluwer Academic Publishers, New York, 2002.

% Corréa, D.; Ramos, C. The use of circular dichroism spectroscopy to study protein folding, form
and function. African J Biochem Res 2009, 3, 164-173.

% Edelhoch, H. Spectroscopic determination of tryptophan and tyrosine in proteins. Biochemistry
1967, 6, 1948-1954.
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Uma proteina com estrutura majoritaria do tipo a-hélice apresenta minimos
locais em 222 e 208 nm e maximo em 190 nm. Este sinal em 222 nm esta
relacionado com as ligacdes de hidrogénio que estabilizam esta estrutura. J4 uma
proteina essencialmente do tipo folhas B tem um sinal negativo entre 210 - 220 nm
e um positivo entre 195 - 200 nm. Os espectros deste tipo sdo mais dispersos
devida a variedade de conformagdes que ela pode apresentar como folhas f em
paralelo, antiparalelo, uma mistura de ambas e ainda pode estar torcida. Além
disso, a proteina também pode ter uma estrutura desordenada conhecida como
randdmica apresentando uma banda negativa em 200 nm.®°

Sendo assim, os arranjos regulares das proteinas resultam na obtencao de
espectros de CD como fungdo de elipticidade (6 em graus) em fungcdo do
comprimento de onda (A em nm). O CD pode ser usado também em estudos
conformacionais e estruturais de proteina em diferentes condicbes como
temperatura, forca idnica e presenca de solutos e pequenas moléculas.®

Os espectros de CD das proteinas podem ser usados para monitorar
mudancas conformacionais devido a temperatura, mutagcbes, aquecimento,
desnaturantes e interacbes com ligantes. Quando ligantes com cromoforos se
ligam as proteinas, as proteinas desenvolvem fortes sinais de CD extrinseco que
podem ser usadas para monitorar o ligante.®” Além disso, a titulagdo de proteinas
com ligantes pode ser usada para calcular a constante de ligagdo das interagdes
proteina-proteina, proteina-DNA e proteina-ligante.®®

Ha varios métodos para analisar espectros de CD e estimar a estrutura
secundaria e, todos assumem que 0 espectro da proteina € uma combinagao
linear dos espectros dos elementos estruturais secundarios e de um termo ruido,
que inclui a contribuicdo dos cromoéforos aromaticos. Entdo, conformacédo da
proteina desconhecida pode ser avaliada usando programas como o CDNN que
compara o espectro da proteina desconhecida com os espectros de proteinas que

%7 Greenfield, N. Using circular dichroism spectra to estimate protein secondary structure. Nat
Protoc 2006, 6, 2876-2890.
%8 Greenfield, N. Determination of the folding of proteins as a function of denaturants, osmolytes or
ligands using circular dichroism. Nat Protoc 2006, 6, 2733-2741.
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ja tiveram a sua estrutura determinada por cristalografia de raios-X como padréo.
O programa CDNN analisa dados por comparagédo e determina contetdo (%) de
a-hélice, folhas-p paralelas e antiparalelas e as voltas.®’

O CD pode ser usado também para monitorar o enovelamento e
desenovelamento proteico. Geralmente proteinas com elevado grau de ordem,
como aquelas com alto conteudo de a-hélice, tem sinais de CD com um minimo
local e absoluto maiores que ndo estdo presentes nas proteinas desenoveladas.®®
Quando a proteina esta desenovelada ela perde elementos estruturais
secundarios e o sinal de CD muda.”

A estabilidade térmica de uma proteina pode ser monitorada analisando as
mudancgas causadas no espectro de CD de uma proteina com o aumento da
temperatura. Normalmente um comprimento de onda € escolhido (222 nm, por
exemplo) e o sinal é gravado continuamente conforme a temperatura é
aumentada, obtendo-se um conjunto de dados de elipticidade molar versus
temperatura. Mudangas de pH, tampdo, e aditivos como acgucar, sal e ou
aminodcidos alteram a estabilidade térmica da proteina. Muitas proteinas agregam
e precipitam rapidamente depois que elas sdo desenoveladas tornando o
desenovelamento irreversivel. Quando a curva de desnaturagéo € reversivel, a
temperatura é relacionada com a estabilidade conformacional e indica a
temperatura que a proteina desnatura.”’ As mudancas no CD como fungdo da
temperatura, em comprimentos de onda caracteristicos, podem ser usados para
determinar os parametros termodindmicos de desenovelamento (mudanca de
estado enovelado - desenovelado) que é a entalpia de van’t Hoff (AH) e entropia
(AS) do desenovelamento, o ponto médio da curva de desnaturacao térmica (Tr) €

a energia livre (AG) do enovelamento.®"2

% Greenfield, N. Analysis of the kinetics of folding of proteins and peptides using circular dichroism.

Nat Protoc 2006, 6, 2891-2899.

" Greenfield, N. Using circular dichroism collected as a function of temperatura to determine the

thermodynamics of protein unfolding and binding interactions. Nat Protoc 2006, 6, 2527-2535.

" http://www.ap-lab.com/circular_dichroism.htm (acessado em fevereiro de 2012).

2 a) Consalvi, V.; Chiaraluce, R.; Giangiacomo, L.; Scandurra, R.; Christova, P.; Karshikoff, A.;

Knapp, S.; Landenstein, R. Thermal unfolding and conformational stability of the recombinant

domain Il of glutamate dehydrogenase from the hyperthermophile Thermotoga maritima. Protein
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Quando duas proteinas interagem, mudangas substanciais ndo ocorrem
nos componentes da estrutura secundaria com a formacao do complexo e estas
mudancas no espectro de CD na regido do UV-distante sdo muito pequenas,
porém, podem ser um indicativo da interacao. No entanto, quando elas interagem
ha mudangas na estrutura tercidria de uma ou de ambas as proteinas no
complexo e esta interacdo € melhor visualizada no espectro de CD na regiao do
UV-préximo (260-320 nm). Por exemplo, a associacdo de monémeros da insulina
para formar um dimero e entdo hexamero € acompanhado por mudangas no meio
da superficie do Trp (W) das cadeias laterais, registrada no UV-proximo apesar de
nao demonstrar mudancas significativas na regido do UV-distante. Uma mudanca
significativa no espectro de CD na regiao do UV-distante pode ser exemplificada
pela adicdo de fons Ca*? a troponina C resultando em um consideravel aumento

do contelido de a-hélice.”

1.2.3. Fluorescéncia

A fluorescéncia € um fenGmeno que ocorre com as substancias
fluorescentes quando um elétron apds excitado retorna ao seu estado fundamental
(So), em que, nem toda a energia da excitacdo é convertida em fluorescéncia,
podendo uma fracdo da mesma ser dispersa por processos nao radioativos. Este
fenbmeno é denominado deslocamento de Stokes, sendo amplamente observado
em ensaios de fluorescéncia. Devido a essa perda parcial de energia, a energia da

luz emitida é sempre menor que a energia da luz utilizada para a excitagdo’*"

Eng 2000, 713, 501-507. b) Benjwal, S.; Verma, S.; R6hm, K.; Gursky, O. Monitoring protein
aggregation during thermal unfolding in circular dichroism experiments. Protein Science 2006, 15,
635-639.
8 Kelly, S.; Price, N.; Circular Dichroism to study protein interactions. Curr Protoc Protein Sc 2006,
John Wiley & Sons, Inc.
" Lackovicz, J. Principles of Fluorescence Spectroscopy 1983, New York: Kluwer Academy/Plenum
Publisher.
s Rodrigues, F. Derivados de Quinazolinas na inibicdo da adenosina quinase. Dissertacdo de
Mestrado, Instituto de Quimica, Universidade Estadual de Campinas, SP, Outubro de 2011.
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As proteinas possuem certos aminodcidos que sao fluoréforos e que podem
contribuir para a fluorescéncia intrinseca como: triptofano (Trp), tirosina (Tyr) e
fenilalanina (Phe). Dos trés aminoacidos, o triptofano € o mais utilizado nos
estudos de fluorescéncia de proteinas devido ao seu rendimento quéntico ser alto
o suficiente para a obtencéo de um sinal visivel de emissdo. Esse aminodacido &
extremamente sensivel ao ambiente no qual se encontra, e, portanto, apresenta
caracteristicas de fluorescéncia diferenciadas em cada grau de exposicao aos
diferentes meios, os quais podem ser hidrofilicos ou hidrofébicos.”

Em ensaios conduzidos com as proteinas, os deslocamentos dos maximos
de fluorescéncia podem ser indicativos de uma mudanga conformacional
decorrente de algum processo com variacbes no pH, ou através da adigcdo de
ligantes, os quais podem perturbar a estrutura proteica.”* Durante o processo de
supressao de fluorescéncia, os maximos de emissdo podem ser deslocados para
comprimentos de onda menores (deslocamento para o0 azul) ou maiores
(deslocamento para o vermelho) ou ainda ficarem inalterados. A supressao de
fluorescéncia envolve a ocorréncia de um fenémeno denominado Transferéncia de
Energia de Ressonancia (Ret; Resonance Energy Transfer). Este fenémeno
ocorre quando um fluoréforo, denominado doador, transfere energia para outra
espécie, denominada aceptor (no caso os ligantes); resultando em uma diminui¢ao
na intensidade de fluorescéncia emitida (supressdo) do doador. Neste fenébmeno
ndo ha emissao de fluorescéncia, uma vez que o processo nao envolve a
absorcdo de um féton emitido pelo doador por parte do aceptor.”

A fluorescéncia também pode ser usada para acompanhar interacdes
proteina-proteina. Quatro parémetros fotofisicos de fluorescéncia de emisséo
podem ser usados para quantificar interagdes in vivo e in vitro como polarizacao,
tempo de vida, energia média e rendimento quantico.”® As interagdes entre
proteinas podem provocar as mudancas conformacionais na estrutura das
proteinas levando uma maior exposicdo dos residuos de Trp. Estas mudancas

conformacionais podem ser verificadas também quando, por exemplo, uma

® Yan, Y.; Marriott, G. Analysis of protein interactions using fluorescence technologies. Curr Opin
Chem Biol 2003, 7, 635-640.
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proteina € levada a condicbes de desnaturagdo. Além da supressédo da
fluorescéncia € observado um deslocamento quimico para comprimentos de onda
maiores (vermelho).”’

Como exposto, a fluorescéncia permite verificar a existéncia de mudancas
conformacionais em proteinas, monitorar interagdes proteinas-proteinas, proteinas
e ligantes e, também, determinar constante de dissociacao (Kq) através de
graficos de Stern-Volmer e de Regressdo N&o Linear de Minimos Quadrados
(rnlmq). Para proteinas com apenas um triptofano em sua estrutura primaria, os
Gréaficos de Stern-Volmer apresentam um comportamento linear e o valor de Kgq
pode ser obtido através do coeficiente angular da equacgéao proveniente de uma
regressao linear. Mas quando mais fluoréforos estdo presentes, desvios da
linearidade sd0 comumente observados.”

A fim de calcular o K4, uma regresséao nao linear de minimos quadrados se
faz necesséria, e € executada através do ajuste (regressao) da seguinte equacao:

_ Qmax ka C

 1+Kk,C
Onde Q ¢é a supressdao de fluorescéncia observada (“quenching
dindmico’)’®, Qmax é a maxima supressdo de fluorescéncia observada, K, a

constante de associacdo, e C é a concentracao do ligante. O valor de Kq é 0
inverso do valor de K; e é entdo obtido como 1/K,. O valor de Ky descreve a
tendéncia de um ligante dissociar-se de seu hospedeiro, sendo que quanto menor
o valor da constante de dissociacdo, menor € a tendéncia em desligar-se de seu
sitio de ligacdo, indicando uma maior afinidade.”

"7 http://www.chembio.uoguelph.ca/merrill/research/optical.html (acessado em Fevereiro de 2012).
® a) Gratton, E.; Jameson, D.; Weber, G. A Modelo f Dynamic Quenching of Fluorescence.
Biophys. J. 1984, 45, 789-794.b) Htun, T. A Negative Deviation from Stern—Volmer Equation in
Fluorescence Quenching. J. Fluorescence 2004, 14, 217-222. c) Webber, S. The Role of Time-
Dependent Measurements in Elucidating Static Versus Dynamic Quenching Processes. Photoch.
Photobiol. 1997, 65, 33-38.
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1.2.4. Espectrometria de Massas em analise proteinas

A espectrometria de massas é uma técnica capaz de determinar massas
molares de forma muito precisa em experimentos rapidos sendo possivel
averiguar a sequencia de aminodcidos de uma proteina, identificar proteinas,
sequenciar peptideos e proteinas, dentre outros. Através da espectrometria de
massas € possivel obter a massa molar proteica exata com alta precisao (até 6
algarismos significativos). A MS também pode fornecer informacdes importantes
em relacdo a pureza de proteinas e peptideos e formacdo de complexos
proteicos.”

Em uma das duas técnicas usadas para ioniza¢ao das proteinas e posterior
analise por espectrometria de massas (MS), proteinas sao ionizadas aplicando
laser e analisadas no espectrometro de massas que poderia ser do tipo time-of-
flight (MALDI-TOF/MS). Neste caso, devido a tempos diferentes de voo por causa
da diferencas em massa/carga (m/z) de proteinas ocorre uma separa¢ao. Quanto
mais pesada a proteina for, maior sera seu tempo de voo. O sequenciamento de
proteinas pode ser feito utilizando os métodos sequenciais, sendo que antes de
serem levadas ao espectrdmetro de massas, as amostras de proteinas sao
digeridas pela aplicagdo de proteases tais como tripsina e quimiotripsina.®°

No caso de ESI a amostra é submetida a um fluxo em uma pequena agulha
em um compartimento contendo o gas de nebulizacao nitrogénio. Entre a saida da
agulha e o compartimento ha um campo elétrico que gera uma diferenca de
potencial fazendo com que a amostra saia como um spray de microgotas
carregadas, que, direcionadas pelo campo, seguem para o analisador (por
exemplo, um TOF). O campo elétrico é forte o suficiente para extrair ions isolados
das microgotas. O tempo que cada ion leva para atingir o detector depende de sua

® Cunha, R.; Castro, M.; Fontes, W. Espectrometria de massa de proteinas. Biotecnologia Ciéncia

e Desenvolvimento. 2006, 36, 40-46.

% Domon, B.; Aebersold, R. Mass Spectrometry and Protein Analysis. Science 2006, 312, 212-217.
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razdo massa carga (m/z) sendo assim possivel determinar a massa molecular do
analito de interesse.®’

Os sequenciamentos por MS sao realizados em equipamentos que
possuem pelo menos dois analisadores de massa. Estes analisadores séao
dispostos em série e, por isso, esta técnica € conhecida por MS/MS. Alguns
exemplos de analisadores de série incluem aprisionamento de ions (ion trap) e
equipamentos com ionizacao do tipo MALDI com dois analisadores TOF (MALDI-
TOF-TOF). Nestas analises uma amostra de peptideo puro ou uma mistura obtida
através da digestao enzimatica é injetada no espectrémetro de massas e os ions
de interesse sao selecionados e acelerados para uma camera de colisdo. Nesta
camera os ions sofrem colisdo com o gas inerte (nitrogénio ultrapuro) resultando
na fragmentacao da cadeia polipeptidica, fendmeno conhecido como CID (collision
induced dissociation). Como as ligacdes peptidicas sdo as mais propensas ao
rompimento, obtém se um espectro contendo todos os aminoacidos e peptideos
gerados a partir do lado C- e N- terminais.”®®2

Atualmente a MS teve grandes avangos para estudos estruturais de
proteinas (terciaria e quaterndria) principalmente na area denominada protedmica
estrutural. Dentre elas a técnica de ligacao cruzada (Cross-Linking) tem fornecido
resultados muito promissores.®®* Nos ensaios de ligacdo cruzada, proteinas sdo
modificadas quimicamente com um escolhido agente de ligacdo cruzada (ALC)
que interage covalente com aminoacidos proximos espacialmente e os conecta
(grampos). Os ALC (Figura 1-8) contem pelo menos dois grupos reativos unidos
por uma cadeia conhecida como cadeia espacadora. Estes compostos, na

8 Colnago, L.; Almeida, F.; Valente, A. Espectrometria de massa e RMN multidimensional e
multinuclear: revolugéo no estudo de macromoléculas biolégicas. Quimica Nova na Escola 2002,
16, 9-14.
82 a) Divito, E.; Davic, A.; Johnson, M.; Cascio, M. Electrospray lonization and Collision Induced
Dissociation Mass Spectrometry of Primary Fatty Acid Amides. Anal Chem 2012, 84, 2388-2394. b)
Nili, M.; Mukherjee, A.; Shinde, U.; David, L.; Rotwein, P. Defining the Disulfide Bonds of Insulin-like
Growth Factor-binding Protein-5 by Tandem Mass Spectrometry with Electron Transfer Dissociation
and Collision-induced Dissociation. J Biol Chem 2012, 287, 1510-1519.
8 Chen, Z.; Jawari, A.; Ficher, L.; Buchen, C.; Tahir, S.; Kamenski, T.; Rasmussen, M.; Lariviere,
M.; Wills, J.; Nilges, M.; Cramer, P.; Rappsilber, J. Architecture of the RNA polymerase II-TFIIF
complex revealed by cross-linking and mass spectroscopy. EMBO J 2010, 29, 717-726.
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presenca de proteinas, reagem com as cadeias laterais dos aminoacidos de

acordo com suas especificidades (Figura I-9). 3
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Figura I-8: Estrutura dos reagentes de ligacdo cruzada. EDC = (1-ethyl-3-(-3-
dimethylaminoisopropyl)carbodiimide). DSS = (disuccinimidyl suberate). SDAD =
(succinimidyl-2-([4,4’-azipentanamido]ethyl)-1,3’-dithioproprionate).
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Figura 1-9: Esquema de reagéo entre o ALC reativo a grupos amino (~~~ cadeia
espacadora).®

Através dos experimentos de ligacdo cruzada € possivel determinar pares
ligados pelo agente de ligagdo cruzada e por meio de modelagem molecular obter

84 Figueredo, A. Estudo Tedrico e Experimental de Protedmica Estrutural por Espectrometria de
Massas Acoplada a Ligagao Cruzada. Dissertagdo de Mestrado, Instituto de Quimica, Universidade
Estadual de Campinas, SP, Fevereiro de 2010.
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estruturas  tridimensionais que  satisfacam as  distancias  definidas
experimentalmente (restricdes espaciais).®

Uma outra técnica usada para proteinas em MS é conhecida como
Footprinting. Esta técnica baseia-se na determinacdo do grau de exposicdo ao
solvente de por¢gdes de uma macromolécula (proteinas ou acidos nucléicos) por
meio de reacdes de modificacdo quimica ou enzimatica.®® Tais modificacdes
quimicas sado de natureza covalente, e possibiltam avaliar mudancas
conformacionais devido a interagdo da macromolécula com um determinado
ligante. Esta abordagem consiste na reacao das proteinas isoladas e do complexo
proteina-ligante com um reagente quimico, como, por exemplo, o dietil
pirocarbonato (DEPC). Este reagente apresenta alta reatividade a residuos de
histidina, levando a uma modificacdo covalente no residuo de histidina, como
mostrado na Figura I-10. Ainda que menos pronunciado, os residuos de tirosina,
serina, lisina e arginina também podem ser modificados por ele além de outros

nucleofilos.®’

8 a) Rappsilber, J. The beginning of a beautiful friendship: Cross-linking/mass spectrometry and
modelling of proteins and multi-protein complexes. J Struct Biol 2011, 173, 530-540. b) Back, J.;
Jong, L.; Muijsers, A.; Koster, C. Chemical Cross-linking and Mass Spectrometry for Protein
Structural Modeling. J Mol Biol 2003, 331, 303-313. ¢) Young, M.; Tang, N.; Hempel, J.; Oshiro, C.;
Taylor, E.; Kuntz, |.; Gibson, B.; Dollinger, G. High throughput protein fold identification by using
experimental constraints derived from intramolecular cross-links and mass spectrometry. PNAS
2000, 97, 5802-5806.
86 (a) Maleknia, S.; Ralston, C.; Brenowitz, M.; Downard, K.; Chance, M. Determination of
Macromolecular folding and structure by Synchrotron X-Ray Radiolysis Techniques. Anal
Biochemistry 2001, 289, 103-115. (b) Maleknia, S.; Downard, K. Radical approaches to proble
protein structure, folding and interactions by mass spectrometry. Mass Spectrom. Rev 2001, 20,
388-401. (c) Guan, J.; Almo, S.; Chance M. Synchrotron Radiolysis and mass spectrometry: A new
AJ:)proach to Research on the Actin Cytoskeleton. Acc Chem Res 2004, 37, 221-229.
8 Adaptado de Dage, J., Sun, H.; Halsall, H. Determination of Diethylpyrocarbonate-Modified
Amino Acid Residues in alpha 1-Acid Glycoprotein by High-Performance Liquid Chromatography
Electrospray lonization-Mass Spectrometry and Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-
of-Flight-Mass Spectrometry Anal Biochem 1998, 257, 176-185.
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Figura I-10: Modificacdo dos residuos de histidina pelo DEPC.%’

Ap6és isso, as amostras sao digeridas e analisadas por MS. Analises do tipo
LC-MS/MS permitem identificar os sitios das modificagbes pelo reagente,
enquanto analises de LC/MS sé&o utilizadas para quantifica-las. Nas analises de
LC-MS as relacbes m/z dos peptideos inteiros sdo medidas. Comparando-se as
intensidades dessas relacées m/z entre um experimento controle (sé a proteina ou
o0 complexo proteico) e um experimento de footprinting, aqueles peptideos que
reagiram com o DEPC apresentardo diferenca de intensidade (pois o peptideo foi
"consumido” para gerar o produto de reagdo com DEPC, entdo nesse espera-se
que a intensidade do sinal dele diminua no experimento de footprinting, as custas
do surgimento de um sinal do peptideo modificado pelo DEPC). Por essa
diferenca de intensidade dos sinais, é possivel estimar quantitativamente o quanto
cada aminoacido (His) reagiu com o DEPC. Os residuos (peptideos) que nao
reagiram com o DEPC, por exemplo, sdo aqueles que nao sao acessiveis ao
solvente. O LC-MS/MS, no caso, é usado para a fragmentacao dos peptideos no
massas, i.e., sequenciamento. Nesse caso, 0s residuos de aminoacido que
sofreram reacdo com o DEPC apresentardao um ganho de massa. As regides que
estiverem em contato com o solvente serdo mais acessiveis ao DEPC. Métodos
computacionais sdo utilizados para a construgao de modelos tridimensionais.®®

8 Kamal, J.; Chance, M. Modeling of protein binary complexes using structural mass spectrometry
data. Protein Sci 2008, 17, 79-94.
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Os métodos baseados em footprinting tém possibilitado a caracterizagdo da
estrutura de complexos proteinas-ligantes em solugao® e estudos de dinamica de
formacao/enovelamento resolvidos no tempo. Além disso, também é possivel a
determinacdo de sitios de interacdo proteina-ligante, para diversos tipos de

ligantes, tais como fons metalicos,*® peptideos,®' proteinas® e 4cidos nucléicos.*

1.2.5. Ressonancia Magnética Nuclear em analises de interacoes
proteinas-ligantes.

As interacbes intermoleculares entre ligantes e  receptores
macromoleculares sao responsaveis pelos varios processos bioldgicos, tais como
a transducao de sinal, vias metabdlicas, regulacdo de expressdo de genes entre
outras. No contexto de entender melhor interagdes intermoleculares, a
ressonancia magnética nuclear (NMR) tornou-se uma técnica importante e
indispensavel sendo capaz de detectar e quantificar as interacdes com alta

sensibilidade e sem o conhecimento prévio da estrutura da macromolécula.®*

8 Zheng, X.; Wintrode, P.; Chance, M. Complementary structural mass spectrometry techniques
reveal local dynamics in functionally important regions of a metastable serpin. Structure 2008, 16,
38-51.
% (a) Guan, J.; Almo, S.; Reisler, E.; Chance, M. Structural Reorganization of Proteins Revealed by
Radiolysis and Mass Spectrometry: G-Actin Solution Structure Is Divalent Cation Dependent.
Biochem 2003 42, 11992-12000. (b) Kiselar, J.; Janmey, P.; Almo, S.; Chance, M. Visualizing the
Ca®*-dependent activation of gelsolin by using synchrotron footprinting. Proc Natl Acad Sci USA
2003, 700, 3942-3947.
" Gupta, S.; Mangels, W.; McGrath, W.; Perek, J.; Lee, D.; Takamoto, K.; Chance, M. DNA binding
provides a molecular strap activating the adenovirus proteinase. Mol Cell Proteomics 2004, 3, 950-
959.
% (a) Xu, G.; Liu, R.; Zak, O.; Aisen, P.; Chance, M. Structural allostery and binding of the
transferrin-receptor complex. Mol Cell Proteomics 2005, 4, 1959-1967. (b) Liu, R.; Guan, J.; Zak,
O.; Aisen, P.; Chance, M. Structural Reorganization of the Transferrin C-Lobe and Transferrin
Receptor upon Complex Formation: The C-Lobe Binds to the Receptor Helical Domain. Biochem
2003, 42, 12447-12454. (c) Guan, J.; Vorobiev, S.; Almo, S.; Chance, M. Mapping the G-Actin
Binding Surface of Cofilin Using Synchrotron Protein Footprinting. Biochem 2002, 41, 5765-5775.
9 (a) Gupta, S.; Cheng, H.; Mollah, A.; Jamison, E.; Morris, S.; Chance, M.; Khrapunov, S.;
Brenowitz, M. DNA and Protein Footprinting Analysis of the Modulation of DNA Binding by the N-
Terminal Domain of the Saccharomyces cerevisiae TATA Binding Protein. Biochem 2007, 46, 9886-
9898. (b) Rashidzadeh, H.; Khrapunov, S.; Chance, M.; Brenowitz, M. Solution Structure and
Interdomain Interactions of the Saccharomyces cerevisiae "TATA Binding Protein™ (TBP) Probed by
Radiolytic Protein Footprinting. Biochem 2003, 42, 3655-3665.
% Meyer, B.; Peters T. NMR spectroscopy techniques for screening and identifying ligand binding to
protein receptors. Angew Chem Int Ed 2003, 42, 864-890.
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A técnica de NMR nomeada STD (Saturation Transfer Difference) foi
inicialmente proposta para investigar a ligacdo de pequenos ligantes a
macromoléculas bioldgicas, incluindo proteinas e acidos nucléicos e uma de suas
vantagens é atribuida a habilidade de detectar fracas ligagbes com grande
sensibilidade.®® A STD em sistemas proteina-ligante é baseada na transferéncia
de magnetizacao de proteinas para ligantes através da aplicagdo de um pulso de
saturacdo seletivo no sinal de hidrogénio da proteina. A saturacdo propaga-se
através dos hidrogénios da proteina via rede de interagbes dipolares
intramoleculares H-H (difusdo de spin). A saturacéo € transferida aos compostos
ligados via relaxacao cruzada intermolecular para a interface proteina-ligante. As
pequenas moléculas dissociam-se do receptor, mas permanecem em um estado
“saturado” devido aos seus longos tempos de T1 (Figura I-11). Também, o grau de
saturacdo de hidrogénios de moléculas de ligantes menores reflete a proximidade
destes com a superficie da proteina. Informagdo pode ser obtida rapidamente e
facilmente com esta técnica e apenas uma pequena quantidade de proteina nao

marcada isotopicamente é necessaria.?%"%

% Huang, H.; Milojevik, J.; Melacini, G. Analysis and Optimization of Saturation Transfer Difference
NMR Experiments Designed to Map Early Self-Association Events in Amyloidogenic Peptides. J
Phys Chem 2008, 112, 5795-5802.
% Ji, Z.; Yao, Z.; Liu, M. Saturation transfer difference nuclear magnetic resonance study on the
specific binding of ligand to protein. Anal Biochem 2009, 385, 380-382.
% Streiff, J.; Juranic, N.; Macura, S.; Warner, D.; Jones, K.; Perkins, W. Saturation Transfer
Difference Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy as a Method for Screening Proteins for
Anesthetic Binding. Mol Pharmacol 2004, 66, 929-935.
% Figueiredo, I.; Marsaioli, A. Mapeamento das interagdes proteina-ligante através de técnicas de
RMN de 'H utilizando detecgao do ligante. Quim Nova, 2007, 30, 1597-1605.
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Figura I-11: llustracdo do mapeamento dos grupos do epitopo (Group Epitope
Mapping - GEM) para dada interagdo proteina-ligante em uma troca rapida entre
ligante livre e complexado. Os grupos representados por um atomo de hidrogénio
grande (H) estdo em contato mais préximo com a proteina, enquanto os H de
tamanho mediano simbolizam grupos com menor interacdo. Os H menores
representam um grupo com quase nenhum contato com a proteina, entdo
recebendo saturagdo minima (Figura adaptada)99

Existem outros métodos para estudar as interagcdes entre proteinas e
ligantes, em que a obtencédo de deslocamento quimico induzido por complexacéo
(CICS do inglés Complexation-Induced Chemical Shiffy € um deles. Pode ser
usado para mapear as interfaces do complexo e localizar sitios ligantes nas
proteinas explorando a influéncia do meio circundante ao deslocamento quimico
dos hidrogénios. Por exemplo, quando ndo ha uma mudanga conformacional
significativa induzida pelo ligante na proteina, as mudangas podem ser atribuidas
ao contato direto do ligante com a proteina através de ligacdes de hidrogénio, ou
por efeitos indiretos como produzidos por grupos aromaticos. Residuos da
proteina que sofrem perturbacdo sdo considerados proximos dos sitios de
interacdo com o ligante. Na descoberta de novos farmacos baseado na estrutura,
o mapeamento CICS é muito importante em NMR para estudar a relagéao

% Mayer, M.; Meyer, B. Group Epitope Mapping by Saturation Transfer Difference NMR To Identify
Segments of a Ligand in Direct Contact with a Protein Receptor. J Am Chem Soc 2001, 123, 6108-
6117.
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estrutura-atividade (SAR).'"® Com o CICS é possivel obter a localizagdo
aproximada do sitio ligante através da comparacao dos deslocamentos quimicos
da proteina livre e da proteina complexada. O mesmo pode ser realizado para o
ligante livre e complexado com a proteina para descobrir quais hidrogénios do
espectro de HETCOR {3C, "H} do ligante livre e depois complexado, por exemplo,
pode fornecer dados sobre quais hidrogénios e carbonos do ligante estédo
interagindo com a proteina, através de mudangas no deslocamento quimico
observadas.'”' Do mesmo modo, o espectro de HSQC {*°N, 'H} da proteina livre e
depois complexada com o ligante pode fornecer a localizagdo provavel do sitio
ligante da proteina e determinar a orientacao provavel do ligante dentro do sitio
ligante.'%

1% Gioffi, M.; Hunter, C.; Packer, M.; Sp|taler| A. Determination of protein-ligand binding modes
using complexatlon mduced changes i |n 'H NMR chemical shift. J Med Chem 2008, 51, 2512-2517.
191 Cagliari, T.; da Silva, V.; Borges, J.; Prando, A.; Tasic, L.; Ramos, C.; Sugarcane Hsp101 is a
hexamerlc chaperone that blnds nucleotldes IntJBlo/ Macromol 2011, 42, 1022-1030.
? Cioffi, M.; Hunter, C.; Packer, M.; Pandya, M.; Williamson, M. Use the quantitative 'H NMR
chemical shlft changes for ligand docklng into bwse J Biomol NMR 2009, 43, 11-19.
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Capitulo Il - Objetivos
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2. Objetivos

Este trabalho tem como objetivos: (1) determinar caracteristicas estruturais
de duas chaperonas de secrecdo da bactéria Xanthomonas axonopodis pv. citri
(FIgN e XACDb0033) via estudos biofisicos; e (2) elucidar as interacoes
intramoleculares entre a Hsp90 da laranja e alguns dos ligantes, para melhor

compreensao da estrutura e fungéo desta proteinas.

Para tal finalidade foram propostos o0s seguintes objetivos especificos:
1. Expressar e purificar as proteinas alvos em altas concentragoes;
2. Determinar a concentracéo das proteinas em solugao;

3. Caracterizar as proteinas alvos XACb0033 e FIgN por métodos
biofisicos  (Dicroismo  Circular, Fluorescéncia de emisséo,
Ressonancia Magnética Nuclear, Espectrometria de Massas) e
realizar experimentos de Dicroismo Circular, Fluorescéncia de
emissao e Ressonancia Magnética Nuclear para a FIgN na presenca
de sua proteina parceira, FIgK, em razao molar de 1:1 e 1:2.

4. Propor as estruturas para as XACb0033 e FIgN de acordo com
dados de Footprinting, SASA e RMSD.

5. Obter os dados estruturais através de ferramentas de bioinformatica
e compara-los com os dados obtidos experimentalmente;

6. Estudar as interacbes da chaperona Hsp90 da laranja com os
ligantes ATP, ADP, ATPyS e geldanamicina (possivel inibidor)
usando as técnicas de Saturation Transfer Difference (STD-NMR) e

Fluorescéncia de emissao.
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Capitulo lll - Parte Experimental
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3. Parte Experimental

3.1. Material: proteinas e ligantes

As ORFs referentes as proteinas de interesse XACb0033, XACb0032, FIgN e
FlgK foram anteriormente clonadas'®*
- XACb0032, XACb0033 e FIgN) e pET28a (Novagen — FlgK) e armazenados a -

80°C. Apds extracdo do DNA plasmidial por lise alcalina, estes foram

no vetor de expressao pET23a (Novagen

transformadas em cepas de Escherichia coli (E. coli) BL21 (DE3) pLysS através do
método de choque térmico. As proteinas foram expressas em meio LB contendo
os antibidticos necessarios (ampicilina, cloranfenicol ou canamicina) a 37°C, 200
rpm por tempo de 16hs. Aliquotas de 5 mL da cultura das linhagens de E.coli
BL21(DE3)pLysS contendo o plasmideo recombinante foram inoculados para o
mesmo meio (500mL). As culturas cresceram em meio LB a 37°C, 200 rpm até
atingirem Aggo de 0,8 e entdo, a expresséo foi induzida pela adicdo de 1 mM de
IPTG. O crescimento bacteriano foi procedido de 3 ou 16hs dependendo da
proteina de interesse e entdo o meio foi centrifugado e o pellet foi armazenado a -
80°C. Em seguida os pellets bacterianos foram ressuspendidos no tampao de lise
e as células foram lisadas em sonicador. Apds centrifugagcéo a proteina foi para
corpo de inclusdo e sua solubilizacao foi realizada com uréia. Nesta etapa, o
renovelamento do pellet bacteriano pode levar a um renovelamento parcial ou
errdbneo. Ja as proteinas solUveis ndo apresentam este tipo de problema. Depois
da purificacdo, as proteinas foram usadas nos ensaios biofisicos (CD,
fluorescéncia de emissdo e MS). Para os ensaios de NMR a expressao das
proteinas foi realizada da mesma maneira que para a expressao em meio LB mas,
a indugéo (500mL) foi realizada em meio minimo. Apds 30 min. de inducdo com
IPTG, rifamicina foi adicionada. O procedimento posterior é igual ao supracitado.

1% Tasic, L.; Borin, P.; Khater, L.; Ramos, C. Cloning and characterization of three hypothetical
secretion chaperones proteins from Xanthomonas axonopodis pv. citri. Protein Expres Purif 2007,
53, 363-369.
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A proteina Hsp90 da laranja e Hsp100 da cana-de-aglcar'® foram clonadas e
purificadas pelo grupo do Prof. Carlos Ramos.

A Hsp100 da cana-de-acucar € uma proteina com atividade ATPase e tem
como principal fungdo auxiliar na solubilizagcdo de proteinas formadores de
agregados. Além disso, esta proteina € considerada uma chaperona molecular
apresentando fungcbes caracteristicas deste grupo de proteinas como:
enovelamento proteico, transporte através de membranas de polipeptidios recém
sintetizados para as organelas; prevencgao da agregacao proteica e interagées nao
desejadas/produtivas durante o enovelamento e re-solubilizagdo/desagregacao de
agregados proteicos, bem como o encaminhamento dos mesmos para vias de
degradagao.'®

Os ligantes usados em ensaios de monitoramento de interagdes proteina-
ligante foram: ATP, ADP, ATPyS e geldanamicina (Sigma-Aldrich).

3.2. Extracao do DNA plasmidial (lise alcalina)

Foi preparado um in6culo de uma colénia de E. coli cepa DH5a
transformada com o DNA referente a proteina de interesse (pET23a-DNA para
XACb0033, XACb0032, FIgN e pET28a-DNA para FlgK) em 2,0 mL de meio LB
(Tabela 1lI-1). Ao meio LB foram adicionados 50 ug.mL"' de ampicilina, ou 30
mg.mL" de canamicina (dependendo do sistema pET-DNA) e entdo foi incubado
por 16 horas a 37°C e 200 rpm (Incubadora Tecnal TE-420). No caso da linhagem
DH5a nenhum antibiético € adicionado, exceto do sistema pET pois, ela nao
apresenta resisténcia a cloranfenicol. Transcorrido este periodo, a suspenséao foi
transferida para um microtubo e centrifugada (Centrifuga Eppendorf 5804R) a
14000 rpm durante 1 minuto a temperatura ambiente. O sobrenadante foi
descartado e o pellet foi ressuspendido em 100 ulL da solucdo | (Tabela lll-1),
agitando-a em vortex. Esta solugdo foi encubada durante 10 minutos no gelo e,

104 Cagliari, T. Analise da expressdao de chaperonas moleculares em plantas e clonagem,
purificacdo e caracterizagao inicial das proteinas Hsp100 e Hsp90 de cana-de-agucar. Tese de
Doutorado, Instituto de Biologia, Universidade de Sdo Paulo, SP, Maio 2009.
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entdo, 200 pL da solucao Il recém-preparada (Tabela lll-1) foram adicionadas. O
tubo foi mantido no gelo por 5 minutos. A esta suspensao foram adicionados 150
uL da solucdo Ill (Tabela IlI-1) e homogeneizou-se a mistura por agitacdo em
vortex. O microtubo foi incubado em banho de gelo por mais 5 minutos e a mistura
foi centrifugada a 14000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi transferido para
um novo microtubo e ao sobrenadante foram adicionados 225 uL de fenol e 225
uL de cloroférmio, agitando-se em vortex. Em seguida, foi feita uma centrifugacéo
a 12000 rpm por 5 minutos e o sobrenadante foi transferido novamente para um
novo microtubo.

A este foram adicionados 1000 uL de etanol absoluto gelado para
precipitacdo do DNA e foi incubado por 30 minutos em gelo. Entdo a solugéo foi
centrifugada a 12000 rpm por 20 minutos. Desprezou-se o sobrenadante e o pellet
foi lavado com 1000 uL de etanol 70% gelado. O sobrenadante foi centrifugado
por 5 minutos a 12000 rpm e apds este periodo, o sobrenadante foi entdo
removido e o pellet foi seco a temperatura ambiente. O DNA foi entédo
ressuspendido em 37 uL de TE pH 8,0 e 3 uL de RNAse (Tabela lll-1) e

armazenado a -80°C.

Tabela IlI-1. Solucdes da lise alcalina

Meio de cultura LB Solugao | Solugao Il
Peptona 1,0% (m/v) Glicose 50 mmol.L" NaOH 0,2 mol.L
Extrato de levedura 0,5% (m/v) Tris 25 mmol.L™ SDS 1% (m/v)
NaCl 1,0% (m/v) EDTA 10 mmol.L" Preparada no dia do uso

pH 8,0; autoclavada e
pH 7,0; autoclavado
armazenado a 4 °C

Tampao TE/RNAse Solucao lll
Tris 10 mmol.L™ CH;COOH 2 mol.L
EDTA 1 mmol.L™ CH;COONa 3 mol.L
RNAse 10 mg m.L" Armazenada 4°C

pH 8.0; armazenado a -4°C
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3.3. Preparacao de células competentes

O pré-inéculo foi preparado a partir de uma placa de cultura fresca da cepa
BL21(DE3)pLysS de E. coli (Invitrogen), em 20 mL de meio de cultura PSI (Tabela
I11-2) contendo 20 uL de cloranfenicol e deixado por 16 horas sob agitacéo (200
rom — Incubadora Tecnal TE-420) a 37°C. Transcorrido este periodo, 5 mL do preé-
in6culo foi diluido em 200 mL de meio PSI contendo 200 uL de cloranfenicol a
37°C e 200 rpm. A absorbancia foi monitorada em 600 nm (Espectrofotémetro Bel
Photonics SP1105) e, quando se atingiu a absorbancia de 0,4, o crescimento foi
interrompido colocando a cultura em banho de gelo. A suspensdo foi entdo
centrifugada (Centrifuga Beckman Coulter Allegra X-22R) por 10 minutos a 4000
rom e 4°C. Durante todos os passos banho de gelo foi utilizado para estacionar o
crescimento. O pellet foi entdo ressuspendido em 25 mL do tampao de
transformacao (Tampéo | — Tabela 111-2), deixado 15 minutos em repouso no gelo
e posteriormente centrifugado por 15 minutos a 4000 rpm, 4°C. O sobrenadante foi
descartado e o pellet foi novamente ressuspendido em 8 mL Tampao Il (Tabela IlI-
2). Foram feitas aliquotas de 100 puL em microtubos resfriados e estas células

foram congeladas em nitrogénio liquido e estocadas a -80°C.

Tabela IlI-2. Solucdes utilizadas na preparacao de células competentes

Meio de cultura PSI Tampao | Tampao I
Peptona 1,6% (m/v) NaOH 30 mmol.L™ MOPS 10mmol.L
Extrato de levedura 1,0% CH3;COOH 30 mmol.L™ RbCl 7 mmol.L™
(miv)

NaCl 0,5 (m/v) MgCl, 50 mmol.L" CaCl, 10 mmol.L™
KH,PO, 2 mmol.L" RbCl 77 mmol.L™ Glicerol 13,5%
Na,PO, 2 mmol.L" CaCl, 100 mmol.L™ pH 7,0; autoclavado
pH 7,2; autoclavado Glicerol 13,5%

pH 6,0; autoclavado

Todas as solucdes foram armazenadas a 4°C
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3.4. Transformacao pelo método de choque térmico

Adicionou-se 1 uL do DNA da proteina de interesse (pET-proteina alvo) aos
100 uL das células competentes BL21(DE3)pLysS, com leve agitacdo. Esta
suspensao foi mantida por 30 minutos em banho de gelo, depois 1,5 minutos a
42°C e, em seguida 1 minuto no gelo novamente. Em seguida, 1 mL de meio SOC
(Tabela [II-3) foi adicionado e incubou-se por uma hora a 37°C, 200 rpm
(Incubadora Tecnal TE-420). Transcorrido este periodo, 200 uL desta suspensao
foram plaqueadas em placas de Petri contendo meio LB soélido (Tabela IlI-3) e os
antibiéticos necessarios. As placas foram deixadas por 16 horas em estufa (Nova
Etica — 410/1 ND) a 37°C para crescimento bacteriano. A partir das coldnias que
cresceram, foi selecionada uma colbnia e uma mini-inducao foi realizada. As
colénias que apresentaram o inserto, observado por eletroforese em gel das mini-
inducbes, foram replaqueadas e estocadas a 4°C, sendo a manutengdo das
células feita a cada 15 dias.

Tabela IlI-3. Solucdes utilizadas na transformacgéo bacteriana

Meio de cultura LB agar Meio de cultura SOC
Peptona 1,0% (m/v) Peptona 2,0%

Extrato de levedura 0,5% (m/v) Extrato de levedura 0,5%
NaCl 1,0% (m/v) NaCl 10 mmol.L"

Agar 1,5% (m/v) KCI 1 mol.L™

pH 7.0; autoclavado Glicose 10 mmol.L"

MgCl, 20 mmol.L"

pH 7.0; armazenado a 4°C
Tudo autoclavado, exceto a
glicose adicionada em fluxo

laminar
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3.5. Expressao proteica em meio LB

O pré-inéculo foi preparado a partir de uma placa de cultura fresca da cepa
BL21(DE3)plysS de E. coli transformada com o DNA de interesse, em 10 mL de
meio LB (Tabela IlI-1) contendo os antibi6ticos apropriados (Tabela IlI-4). A
concentracao final dos antibiéticos no meio é de pg.mL™. O meio foi incubado por
16 horas a 37°C e 200 rpm (Incubadora Tecnal TE-420). Em seguida estes 10 mL
foram diluidos em 1000 mL de meio LB contendo os respectivos antibidticos nas
mesmas concentragdes e esta nova suspensao foi mantida a 37°C, sob agitacédo
(200 rpm), monitorando a absorbancia em 600 nm (Espectrofotdmetro Bel
Photonics SP1105). Atingida a absorbancia de aproximadamente 0,8, a expressao
protéica foi induzida adicionando-se IPTG (isopropil B-D-1-tiogalactopiranosideo)
na concentragao final de 1 mmol.L-1 (Tabela llI-4) e a suspensao foi deixada sob
agitacéao (200 rpm), a 37°C por 3 ou 16 horas — dependendo da proteina em
questado. Transcorrido este periodo, a suspensao foi centrifugada a 3500 rpm
(Centrifuga Cientc CT-6000R), 4°C por 15 minutos e o pellet foi armazenado a -

20°C.
Tabela IlI-4. Solugéo estoque dos antibidticos e IPTG
Cloranfenicol Ampicilina Canamicina
Cloranfenicol Ampicilina sédica Sulfato de canamicina 30 mg.mL"
35 mg.mL"' em 50 mg.mL" em em agua
etanol absoluto agua/ etanol (1:1)
Rifamicina IPTG

Rifamicina sodica IPTG 1 mol.L" em

20 mg.mL" em agua MilliQ

etanol absoluto

As solucdes foram filtradas em filtros de 0,22mm e armazenadas a — 4°C
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3.6. Expressao proteica em Meio Minimo

O pré-inéculo foi preparado a partir de uma placa de cultura fresca da cepa
BL21(DE3)plysS de E. coli transformada com o DNA referente a proteina de
interesse, em 10 mL de meio LB (Tabela lll-1) contendo os antibi6ticos
apropriados (Tabela lll-4), incubando por 16 horas a 37°C e 200 rpm (Incubadora
Tecnal TE-420). Em seguida estes 10 mL foram diluidos em 1000 mL de meio
minimo (Tabela 111-5) contendo os antibiéticos apropriados. O meio foi mantido sob
agitacao (200 rpm) a 37°C, monitorando a absorbancia em 600 nm
(Espectrofotbmetro Bel Photonics SP1105). Atingida a absorbancia de
aproximadamente 0,8, a expressao proteica foi induzida adicionando-se IPTG na
concentracao final de 1 mmol.L-1 (Tabela 1ll-4) e a suspenséao foi deixada sob
agitacao (200 rpm), a 37°C por 30 minutos. Em seguida, rifamicina (Tabela IlI-4)
foi adicionada ao meio e este foi deixado sob agitacao (200 rpm), a 37°C por 3
horas ou 16 horas — dependendo da proteina em questdo. Transcorrido este
tempo, a suspenséo foi centrifugada a 3500 rpm (Centrifuga Cientific CT-6000R),

4°C por 15 minutos e o pellet foi acondicionado a -20°C.

Tabela IlI-5. Solucdes utilizadas expressao proteica em meio minimo

Meio M9 Meio Minimo (1000 mL)
Na,HPO,x7H,O 239 mmol.L" 200 mL de meio M9
KH,PO, 110 mmol.L" 2 mL de MgSO,2 mol.L"
NaCl 43 mmol.L™ 100 mL de CaCl, 1 mol.L
NH,CI 94 mmol.L" 20 mL de glicose 20% (m/m)
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3.7. Eletroforese em gel

Todas as amostras coletadas durante a expressao proteica foram
analisadas através de eletroforese em gel de acrilamida (SDS-PAGE 15% - Tabela
l1I-7). As amostras de 5-20 uL (5 pL para amostras de inducédo e 20 ulL para
amostras de purificagdo) foram aplicadas no gel de empacotamento e separadas
no gel de separacao pela aplicacdo de voltagem em tampéao de corrida (Tabela Ill-
9). A eletroforese foi conduzida utilizando o aparato MiniVE Vertical
Electrophoresis System (Amershan Biosciences), utilizando 180 V, 50 mA durante
aproximadamente 80 minutos. Transcorrido este tempo o gel foi corado com uma
solucao corante (Tabela 1ll-9) por cerca de 20 minutos sob agitagdo em mesa
agitadora (Tecnal TE 241). Em seguida, os géis foram lavados abundantemente
com agua corrente e descorado com solucdo descorante (Tabela III-9) sob
agitacao em mesa agitadora (Tecnal TE 241) por 20 minutos, trocando a solugéao
descorante de 3 a 4 vezes. Como padrao molecular foi utilizado o kit LMW (Low
Molecular Weight Calibration Kit for SDS Eletrophoresis — GE Healthcare),
contendo proteinas de 14,4 a 97 kDa, diluido em tamp&o para padréao (Tabela Ill-
6).

As amostras de indugédo foram preparadas do seguinte modo: aliquotas de
1 mL da inducédo foram centrifugadas a 14000 rpm (centrifuga Eppendorf 5424)
por um minuto e o sobrenadante foi descartado. Ao pellet adicionou-se 50 uL de
agua e 50 uL de tampao de amostra. As amostras foram misturadas em vortex,
sonicadas (sonicador Sonic VCX-750) utilizando amplitude de pulso de 20% por 5
segundos e aquecidas em banho seco (Nova Etica) por 10 minutos a 80°C. As
amostras de purificacdo foram apenas diluidas pela metade com tampdo de
amostra antes da aplicagdo no gel.
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Tabela IlI-6. Solugbes tampéo utilizadas no preparo de amostras

Tampao de amostra Tampao padrao molecular
Tris 50 mmol.L™ Tris 50 mmol.L™
DTT 100 mmol.L" DTT 100 mmol.L"
SDS 2% (m/v) SDS 2% (m/v)
Glicerol 10% (m/v) Glicerol 10% (m/v)
Azul de bromofenol 0,1% (m/v) Azul de bromofenol 0,1% (m/v)
pH 6,8 pH 6,8

Tabela llI-7. Geis de acrilamida

Gel de empacotamento Gel de separacao
Mix 30% 5% (v/v) Mix 30% 15% (v/v)
Tris pH 6,8 0,19 mol.L" Tris pH 8,8 0,375 mol.L"
SDS 0,1% (m/v) SDS 0,1% (m/v)
Persulfato de aménio (APS) 0,1% (m/v) Persulfato de aménio (APS) 0,1% (m/v)

Tetrametilenodiamina (TEMED) 0,04% (v/v) Tetrametilenodiamina (TEMED) 0,04% (v/v)

Tabela IlI-8. Solucéo de acrilamida utilizada na preparagéo dos géis
MIX 30%

acrilamida 29% (Mm/v)
bis-acrilamida 1% (m/v)

Tabela I1I-9. Solucbes corante, descorante e tampao de corrida

Tampao de Corrida Corante Descorante
_ ; Comassie brillant blue R-250 0,25%
Tris-HCI 125mmol.L CH.COOH 10% (v/v)
(m/v)
SDS 0,5% (m/v) CH,COOH 10% (v/v) CH3CH,OH 10% (v/v)
Glicina 1,25 mol.L CH3CH,0H 30% (v/v)
pH 8,0
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3.8. Lise celular

O pellet referente a 1 L da expressao proteica foi ressuspendido em 15 mL
de tampao de lise (Tabela IlI-10) e as células foram lisadas por sonicagao
(sonicador de ponta Sonic VCX-750) utilizando amplitude de pulso de 30% por 100
segundos (pulsando 10 s e descansando 50 s) em banho de gelo. Esta suspensao
foi centrifugada a 15000 rpm (Centrifuga Beckman Coulter Allegra X-22R), 4°C por
20 minutos. Apds analise de aliquotas do lisado, sobrenadante e do pellet por
eletroforese, foi verificado que as proteinas FIgN e XACb0033 encontravam-se no

pellet. O pellet foi armazenado a -20°C.

Tabela llI-10. Solucdes utilizadas na lise celular

Tampao de lise
Tris 100 mmol.L™

EDTA 1 mmol.L"
NaCl 100 mmol.L™
pH 8,0; autoclavado

3.9. Tratamento com uréia (reenovelamento)'®

Ao pellet lisado (1 L de indugdo) foram adicionados 10 mL de tampao de
solubilizagéo (Tabela IlI-11) e esta suspenséo foi mantida sob agitagdo continua
por 30 minutos em banho de gelo. Transcorrido este tempo, a suspenséo foi
submetida a dialise em tampao de dialise (Tabela Ill-11), por 30 minutos a 4°C sob
agitacao, com cerca de 6 trocas do tampéao para posterior purificacao. A dialise foi
feita utilizando membranas de celulose regenerada com porosidade de 3,5 kDa
(Dialysis Tubing — Fisher Scientific) fervida por 15 minutos antes do uso.

1% Ribeiro Jr, E.; Regis, W.; Tasic, L.; Ramos, C. Fast purification of the Apo form and of a non-
binding heme mutant of recombinant sperm whale myoglobin. Protein Expr Purif 2003, 28, 202-208.
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Apés a didlise, a suspensao foi centrifugada (Centrifuga Beckman Coulter
Allegra X-22R) a 15000 rpm, 4°C por 20 minutos e as amostras do sobrenadante e
do pellet foram analisadas por eletroforese em gel.

Tabela llI-11. Solugdes utilizadas no processo de reenovelamento
Tampao de solubilizacao Tampao de dialise pH 8.0

Tampao fosfato de sodio Tampao fosfato de sodio
25mM, pH 8,0 25mM, pH 8,0
Ureia 8 mol.L™

3.10. Purificacao das proteinas

As proteinas da fragdo sobrenadante foram filtradas em filtro de 0,22 um e
purificadas por cromatografia (FPLC AKTA Purifier UPC900 — GE Healthcare).

O sobrenadante foi entdo submetido a cromatografia por filtracdo em gel
utilizando uma coluna SuperdexTM 200 Prep Grade (17 1043-01) pré-equilibrada
com o mesmo tampao da didlise. A pureza das proteinas foi verificada por
eletroforese em gel e as amostras contendo a proteina de interesse pura foram
concentradas. As amostras foram concentradas em filtro AMICON de 3 kDa
(Millipore), centrifugando a 4000 rpm, 4°C (Centrifuga Eppendorf 5804R), por 15
minutos, até obter um volume de 500 pL.

Os experimentos foram realizados no FPLC UPC900, utilizando um fluxo de
1,0 mL.min, com pressdo maxima de 0,3 MPa na coluna e um detector de UV,

monitorando a absorbancia em 280 nm.
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3.11. Determinacao da concentracao de proteinas: Método de
Edelhoch. %%

A concentracdao de proteinas foi determinada por espectroscopia UV-VIS
(Espectrofotébmetro HP 8453 com cubeta de quartzo de 10 mm de caminho 6tico)
verificando a absorbancia em 280 nm, utilizando o método de Edelhoch com
modificacdes. O coeficiente de absorbancia molar dessa proteina foi calculado por:

€280 = NTrpXETrp + NTyXETyr+ NssXEss  (Equagao 3.1)
Onde ¢ 250 é 0 coeficiente de absorbancia molar (M'ecm™) da proteina de interesse
em 280 nm; ntp, — 0 numero de triptofanos da proteina; nty, — 0 numero de
tirosinas e ns.s 0 numero de ligagdes de dissulfeto (cistinas); €, Etyr € £s.s SA0 0S
coeficientes de absorbancia molar do triptofano, da tirosina e das cistinas,
respectivamente. Os valores de €rp, ETyr € €ss @ 280 nm correspondem a 5690 M
'em™, 1280 M'em™ e 125 M'cm™, respectivamente. Estes valores foram estimado

pelo programa ProtParam tool disponivel no Expasy.'® Para as proteinas tem-se

€730 (FIgN) = 6970 M'em’”

€730 (XACb0033) = 11630 M'cm’™

A concentracgao foi entdo calculada através da lei de Beer:
A=exIxC (Equacgéo 3.2)
onde A é a absorbancia; | o comprimento do caminho éptico (cm), € o coeficiente
de absorbancia molar (M".cm™) e C a concentragdo molar (mol.L).
Para a leitura foi usado como branco tampao diluido na proporgao 1:4
(branco/ reagente) com reagente de Edelhoch (Tabela 11l-12). A proteina também
foi diluida com reagente de Edelhoch na proporgéo 1:4.

1% Edelhoch, H. Spectroscopic determination of tryptophan and tyrosine in proteins. Biochemistry
1967, 6, 1948-1954.

% Ramos, C. A spectroscopic-based laboratory experiment for protein conformational studies.
Biochem Mol Biol Edu 2004, 32, 31-34.

1% Gasteiger, E.; Gattiker, A.; Hoogland, C.; Ivanyi, I.; Appel, R.; Bairoch, A. ExPASy: the
proteomics server for in-depth protein knowledge and analysis. Nucleic Acids Res 2003, 31, 3784-
3788.
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Tabela IlI-12. Reagente de Edelhoch
Reagente de Edelhoch

Fosfato de s6dio 25 mmol.L™

Cloreto de guanidina 7,2 mol.L™
pH 6,5

3.12. Método de Bradford'®

Para as proteinas que n&o apresentam residuos aromaticos ou cistinas em
sua estrutura primaria, a quantificacao foi feita pelo método de Bradford. Para isso
foi construida uma curva de calibragdo utilizando 10 solugdes com diferentes
concentracdes de BSA (Sigma-Aldrich) de 1 a 10 ug.mL™" no mesmo tampao que
a proteina de interesse. Para cada amostra de BSA (800 pL) adicionou-se 200 pL
do reagente de Bradford comercial (B6916-Sigma), misturou e aguardou 5
minutos. Entdo foi efetuada a leitura da absorbancia em 595 nm no
espectrofotdbmetro Agilent 8453 em cubetas de plastico. No caso da proteina de
interesse foi preparada uma solucdo com as diluicdes necessarias e a partir dela
foi preparada a amostra para leitura (800 pL da solucdo + 200 uL de reagente de
Bradford).

3.13. Expressao e purificacao da proteina FigK

Iniciou-se com a transformacdo da cepa da Escherichia coli
BL21(DE3)pLysS com vetor pET28a pelo método de choque térmico. A expressao
desta proteina foi conduzida em meio LB do mesmo modo que para a expressao
da FIgN em meio LB, mas, usando-se como agentes seletores os antibiéticos
cloranfenicol e canamicina, em concentragéo 35 e 20 pug.mL, respectivamente.

As condicbes para a expressao da FlgK foram iguais da FIgN, porém, esta
proteina expressa melhor depois de 16h. Transcorrido o periodo de inducao, todo

19 Bradford, M. A rapid and sensitive method for the quantification of microgram quantities of
protein utilizing the principle of protein-dye-binding. Anal Biochem 1976, 72, 248-254.
59



Estudos Biofisicos de Chaperonas de Secre¢do e Interacdes Proteina-Ligante Capitulo III

o meio foi centrifugado (4°C, 15000 rpm e 20 minutos) e o material bacteriano
separado do meio liquido.

O pellet bacteriano foi ressuspendido em 15 mL de tampao de lise''°(15
mL/ litro de indugéo) e lisado por sonicagado. Esta suspensao foi centrifugada a
15000 rpm, 4°C por 20 minutos.

Como esta proteina tem 5 His no seu N-terminal ela foi purificada
utilizando cromatografica de afinidade (Hi-Trap Chelating GE) e, para isso, foi
necessario trocar o tampao da proteina (tampéo de lise) porque o EDTA por ser
um quelante, retira o Ni 2* da coluna. Entdo a proteina foi dialisada contra tampao
fosfato de sédio 100 mmol.L™" pH 7,4 + NaCl 500 mmol.L”" (0 mesmo tampao
usado para equilibrar a coluna) durante um periodo de 24 horas, com
consecutivas trocas do meio da dialise.

As proteinas foram eluidas com um gradiente de tampao fosfato de soédio
100 mmol.L™" pH 7,4 + NaCl 500 mmol.L™ + imidazol 500 mmol.L™" (2% - 100%). O
imidazol compete com as histidinas pela ligacdo ao metal e assim, a proteina se
desliga da resina e é eluida. Esta purificacdo foi realizada novamente com a
mesma coluna, obtendo-se a proteina FlIgK.

Em seguida a proteina foi dialisada com fosfato de sédio 25 mmol.L™" pH
8,0 para a retirada de cloreto de sddio e imidazol e assim, estar no mesmo tampao
da proteina FIgN para os estudos estruturais. Apds a dialise, a proteina FIgK foi
concentrada em filtro AMICON (Millipore). A sua concentracao foi determinada
como sendo 127 pmol.L™" pelo método de Bradford.'® A curva de calibracéo foi
construida utilizando como padrdo BSA (Figura 1ll-1). O branco e as solugdes de
BSA foram preparadas em tampao fosfato de sédio 25 mmol.L™, pH 8.0.

"9 Tris-HCI 50 mmol.L™" + KCI 500 mmol.L™" + EDTA 10 mmol.L™", pH 8,0.
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0.7 o

0.6 -

0.5

3
©
T 04
o
c
©
e
S 03
"
K]
< Equation y=a+b*x
0.2 4 Adj. R-Square 0.99977
Value Standard Error
B Intercept 0.07555 0.00247
0.1+ B Slope 0.04662 3.55693E-4
v T v T v T v T v T v T
0 2 4 6 8 10 12
Concentragao/ fig/ mL

Figura lll-1: Curva de calibracdo de Bradford para quantificacdo da proteina FigK
(Espectrofotébmetro HP 8453, cubeta de acrilico, 10 mm de caminho 6tico).

3.14. Expressao e purificacao da proteina XACb0032

Iniciou-se com a transformacdo da cepa da Escherichia coli
BL21(DE3)pLysS com vetor pET23a pelo método de choque térmico. A expressao
desta proteina foi conduzida em meio LB do mesmo modo que para a expressao
da XACb0033 em meio LB.

As condi¢cbes de desenvolvimento bacteriano foram as mesmas utilizadas
para a XACb0033, e esta proteina também expressa melhor depois de 16h.
Transcorrido o periodo de inducéo, todo o meio foi centrifugado (4°C, 15000 rpm e
20 minutos) e o material bacteriano separado do meio liquido.

O pellet (precipitado) armazenado foi lisado com tampéo de lise e ultrassom
e, em seguida centrifugado (4°C, 15000 rpm e 20 minutos). Ao pellet foram
adicionados 4 mL de uréia 8 mol.L™!, 6 mL de tampao fosfato de sédio 25 mmol.L™

e 20 uL de DNA da XACb0033. Em seguida a proteina foi dialisada com fosfato de
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sodio 25 mmol.L™ pH 8,0 para os estudos estruturais. Apos a didlise, a proteina
XAb0032 + DNA da XACb0033 foi concentrada em filtro AMICON (Millipore).

Como a XACb0032 nao apresenta residuos de triptofano que séao
responsaveis pela absor¢do de radiacdo em 280 nm, para a quantificacao desta
proteina utilizou-se 0o método de Bradford."® A concentragdo da proteina foi
determinada como sendo 423 umol.L" pelo método de Bradford. A curva de
calibracao foi construida utilizando como padrao BSA (Figura 11l-2). O branco e as
solucdes de BSA foram preparadas em tampéao fosfato de sédio 25 mmol.L™", pH
8.0.

Curva de calibragao da proteina BSA

0.7

0.6 o

0.5 o

0.4

Equation y=a+b*x
Adj. R-Square 0.9994

Value Standard Error
B Intercept -0.09564 0.00681

B Slope 0.06953 8.51071E-4

Absorbancia/ a.u.

0.3

0.2

T T T T T T T T T T T T T T T T 1
4 5 6 7 8 9 10 11 12

Concentracao/ g/ mL

Figura IlI-2: Curva de calibracdo de Bradford para quantificacdo da proteinas
(Espectrofotébmetro HP 8453, cubeta de acrilico, 10 mm de caminho ético).

3.15. Espectrometria de Massas (MS) — Identificacao das proteinas

Os experimentos de Espectrometria de Massas foram realizados com
auxilio do grupo do Prof. Dr. Fabio C. Gozzo (IQ-UNICAMP), utilizando o
equipamento Waters nanoAcquity UPLC acoplado a um espectrémetro Waters
Synapt HDMS, equipado com fonte de nanoESI.
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3.15.1 Digestao e Dessalinizacao

As amostras de proteinas foram diluidas 1:1 (v/v) em tampéao bicarbonato
de aménio (100 mmol.L™, pH 7,8) contendo 10% acetonitrila, e adicionou-se uma
solucdo de tripsina (Sequencing Grade Modified Trypsin, Promega) em acido
acético 50 mmol.L”" em proporcdo 50:1 m/m (substrato/enzima). As solucdes
assim resultantes foram agitadas levemente por 16 h a 37°C. A seguir, as
solugdes foram dessalinizadas em cartuchos de extragdo em fase sélida (SPE)
Oasis HLB (Waters), com capacidade de 1 cc/30 mg, mediante o seguinte
procedimento: condicionamento do cartucho com 1 mL acetonitrila (0,1% &cido
férmico, v/v), seguido de 1 mL agua (0,1% &cido férmico, v/v), carregamento da
amostra, dessalinizacdo com 1 mL agua (0,1% acido férmico v/v) e eluicdo dos
peptideos com 1 mL acetonitrila (0,1% acido férmico, v/v). A cada solugéao
resultante foram adicionados 100 uL de H>O e as mesmas foram entédo
concentradas até cerca de 50 puL em um concentrador SpeedVac Savant
SPD131DDA (Thermo Scientific). As solucdes resultantes foram centrifugadas (10
min a 17000 x g) e o0 sobrenadante transferido para vials apropriados para analise
por LC-MS.

3.15.2 Identificacao de peptideos por cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas (LC-MS)

As analises dos peptideos presentes nos digestos protéicos por LC-MS
foram realizadas em um cromatdgrafo Waters nanoAcquity UPLC acoplado a um
espectrometro Waters Synapt HDMS, equipado com fonte de nanoESI. De 2 a 5
ML de amostra aquosa foram injetados pelo auto-injetor do sistema UPLC e
direcionados a uma pré-coluna (Waters Symmetry Cig, 20 mm x 180 pm d.i.,
particulas de 5 ym), onde foram dessalinizadas por 3 min com fluxo de 5,0 yL min’
! de 97:3 H,O/MeCN com 0,1% acido férmico v/v, sendo entdo transferidas para a
coluna analitica (Waters BEH130 Cg, 100 mm x 100 uym i.d., particulas de 1,7 um)
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e eluidas com com fluxo de 1,0 uL min™' de acordo com o seguinte gradiente linear
(Tabela IlI-13):

Tabela I1I-13: Gradiente linear de eluicdo dos peptideos

Tempo % A % B
(min)  (H20 com 0,1% &acido formico v/v) (MeCN com 0,1% &cido férmico v/v)

0 97 3
40 70 30
50 20 80
55 20 80
56 97
60 97

A deteccao dos peptideos foi feita de forma online pelo espectrémetro de
massas, configurado para operar em modo de aquisicdo dependente de dados
(DDA), contendo uma funcéo de MS (fullscan de m/z 200 a 2000), trés fungdes de
MS/MS e uma fung&o de padrao externo de calibragéo (lockmass). Como demais
parametros do espectrémetro de massas estdo voltagem do capilar 3,0 kV,
voltagem do cone 30 V, temperatura da fonte 100°C, fluxo do gas de nanoESI 0,5
L.h"", energias de colisdo das celas Trap e Transfer respectivamente em 6 e 4 eV,
detector em 1700 V. Os espectros de MS (fullscan) e MS/MS (espectro de ions
fragmentos por dissociagao induzida por colisdo) foram adquiridos a uma taxa de
1 espectro s'. Previamente as andlises, o instrumento foi calibrado com
oligbmeros de &cido fosférico (solugao de H3PO4 0,05% v/v em H>O/MeCN 50:50
(v/v)) de m/z 90 a 1960. Argdnio a uma pressao de 9,7.10° mbar foi utilizado como

gas de colisao.
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3.15.3 Processamento dos dados de LC-MS e busca em banco de
dados

As corridas de LC-MS foram processadas pelo software ProteinLynx Global
Server v.2.2. (Waters) e analisadas por busca em banco de dados empregando-se
o sistema MASCOT v.2.2. (Matrix Science Ltd).""" Como parametros da busca
foram selecionados digestdo com tripsina com até 1 sitio de clivagem ignorado,
oxidagdo em residuos de metionina como modificagdo variavel e tolerancia de
massa de peptideos e fragmentos ambos em +0,1 Da. As buscas foram feitas em
versdao modificada do banco de dados NCBInr contendo as sequéncias das

proteinas Xac.''?

3.16. Espectrometria de Massas (Footprinting) e Cross-Linking

Os experimentos de Footprinting foram realizados em quatro etapas.
1) Experimento das proteina com o DEPC
2) Digestao com tripsina
3) Analise e interpretacao do dados
4) Checagem manual do espectros

3.16.1. Reacao com o DEPC

O dietil pirocarbonato (DEPC) foi solubilizado em etanol na concentragcéo
final de 7,0 x 10™* mol.dm™. Uma aliquota desta solugao foi adicionada a solugao
contendo proteinas da Xac (XACb0033 e FIgN) em uma razdo molar 1:10,

proteina: DEPC. A reacgao foi mantida sob temperatura ambiente por 1 hora.

" hittp://www.matrixscience.com

"2 http:/blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Web&PAGE_TYPE=BlastDocs&DOC_TYPE=
ProgSelectionGuide#db
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3.16.2 Digestao proteolitica das proteinas

As amostras foram submetidas a digestdo enzimatica utilizando tripsina
(Promega), na razdo de 1:50 (m/m) tripsina:proteina, durante 18 h a 37 °C. Apds
isso, estas amostras foram centrifugadas a 10 krpm durante 10 minutos, diluidas a
concentracao final de 10 x10® mol.dm™ e submetidas & analise por MS e MS/MS.

3.16.3 Analise por espectrometria de massa

As analises foram feitas por UPLC-ESI-MS e MS/MS no equipamento Xevo
G1 QTof (Waters Corp.). As proteinas e peptideos foram dessalinizados na coluna
trap, e entao direcionados para coluna de separacao (Cis) onde foram eluidos
aumentando-se a concentracéo de acetonitrila (ACN). Na analise dos peptideos, a
aquisicao dos espectros de MS/MS foi realizada por meio de um experimento do
tipo DDA (analise dependente dos dados), onde a cada segundo o equipamento
adquire um espectro de massa. No caso da presenca de espécies
multicarregadas, as 3 mais intensas foram selecionadas e entdo fragmentadas na
camera de colisdo, contendo gas argbnio, (energia de colisdo definida pela m/z e
carga do precursor). Os espectros de massa (.raw) foram processados utilizando o
programa Proteinlynx (Waters Co.), onde foi feita a deconvolugéo, deisotopizagéao
e correcao dos sinais utilizando o acido fosférico como referéncia. Os espectros

corrigidos foram salvos no formato .pkl.

3.16.4 Checagem manual dos espectros

Esses arquivos foram carregados no programa Mascot (Matrix Science)
para a confirmacdo da identidade das proteinas e determinacdo do peptideos
modificados pelo DEPC, para tanto foram utilizados os seguintes parametros de

busca:
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Banco de dados: NCBInr contendo as sequéncias das proteinas
Xac112
Modificacao Fixa: nenhuma
Modificagdes Varidveis: Oxidacdo da metionina, +72,02 u (DEPC) em
His, Tyr, Arg e Lys.
Erro MS: 0,1 Da
Erro MS/MS: 0,1 Da
Ao final, os espectros de fragmentacdo dos peptideos encontrados
modificados, foram manualmente confirmados.
Para os experimentos de Cross-linking foram testados trés agentes de
ligacdo cruzada (ALC): DSS (Disuccinimidyl suberate), EDC (1-ethyl-3-(3-
dimethylaminoisopropyl)  carbodiimide) e SDAD (Succinimidyl 2-([4,4'-

azipentanamido]ethyl)-1,3'-dithioproprionate).

3.17. Fluorescéncia

As medidas de fluorescéncia foram realizadas em espectrofluorimetro Cary
Eclipse (Varian), utilizando uma cubeta de quartzo com 1 cm de caminho 6ptico e
as amostras de proteinas em concentragdes de 2-8 umol.L”" em tampao fosfato de
sodio (pH 8,0, 25 mmol.L™"). As amostras foram excitadas na regido de 280 nm,
fazendo uma varredura da emissdo de 300 a 500 nm, utilizando a abertura da
fenda de 5 nm em ambos os casos.

Para as anadlises de interacao proteina-proteina o tampao fosfato de sédio
25 mmol.L™!, pH 8,0 foi usado como branco. Para estes ensaios, as proteinas
foram preparadas em concentracdes apresentadas na Tabela Ill-14.

67



Estudos Biofisicos de Chaperonas de Secre¢do e Interacdes Proteina-Ligante Capitulo III

Tabela IlI-14: Concentragdes utilizadas para os ensaios de interagbes proteina-

proteina
Proteina Ensaio (1:1) Ensaio (2:1)
FIgN 4 uM FIgN 4 uM + FlgKk 4 uM  FIgN 8 uM + FigK 4 uM
FlgK4uM s e

Os dados obtidos no espectrofluorimetro foram tratados no Origin 8 ®
(OriginLAB Corporation®) e os graficos obtidos no Origin foram entédo
padronizados.

3.17.1 Interacoes proteina-ligante

Como a Hsp90 da laranja possui 6 triptofanos em sua sequencia primaria,
foi analisado se a fluorescéncia de emissdo destes residuos € modificada. Todas
as analises foram realizadas na presenca dos ligantes em espectrofluorimetro
VARIAN CARY ECLIPSE com cubeta de quartzo de 10 mm de caminho 6tico em
tampao fosfato de sédio 100 mmol.L". As concentracées e o comprimento de
onda de excitagdo e emissdo maxima dos ligantes e da Hsp90 estdo mostrados na
Tabela llI-15. A proteina foi titulada com adicées de 1 uL (Tabela 1ll-15) e as
amostras foram excitadas na regido de 280 nm, fazendo uma varredura da
emissdo de 300 a 500 nm, utilizando a abertura da fenda de 5 nm em todos os

casos.
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Tabela IlI-15. Concentracdo e comprimento de onda de excitacao e emissao
maximos em ensaios de interagdo ATP, ADP, ATPyS e geldanamicina

Emissao
Volume i
; Concentracao L. Maxima
Proteina e . Aex Aem adicionado
. Concentracao usada para . (nm)
ligantes (nm) (nm) . . (incrementos )
titulacao Proteina
de 1pL) .
+ Ligante
2,67umol.L”
Hsp90 da p (2,21pmol.L"
, 2,67 umol.L 277 341
laranja para
geldanamicina)
geldanamicina 1,78 mmol.L" 364 515 1,78 mmol.L™ 30 340
ADP 13,00 mmol.L™" 290 390 80,00 mmol.L" 25 340
ATP 13,00 mmol.L™" 290 388 80,00 mmol.L" 15 340
ATPyS 7,30 mmol.L" 287 375 80,00 mmol.L" 30 341

Todos os ensaios procederam do seguinte modo: a proteina Hsp90 da
laranja 2,67 umol L™ (2,21 pmol.L™" na titulagdo com geldanamicina) em tamp&o
tris-HCI (10 mmol.L™ pH 7,4) foi titulada com os nucleotideos (agua destilada) e
com o ligante geldanamicina (DMSQ). Neste ensaio foi descontado como branco
tampao tris-HCI (10 mmol.L”" pH 7,4) para a titulagdo com os nucleotideos e
DMSO para a titulagdo com geldanamicina. Para o ATPyS e geldanamicina foram
adicionadas 30 aliquotas de 1 uL de uma solugdo estoque de ATPyS 80,00
mmol.L"" e geldanamicina 1,78 mmol.L"'. Para o ATP e ADP foram adicionadas 15
e 25 aliquotas de 1 uL de uma solucdo estoque de ATP 80,00 mmol.L" e ADP
80,00 mmol.L™", respectivamente. Também verificada a emissdo de fluorescéncia
maxima dos nucleotideos, geldanamicina e da proteina Hsp90 da laranja.

O célculo das constantes de dissociagcdo (Kd) para os compostos foi
realizada através de Regressao Nao Linear de Minimos Quadrados, utilizando o

113

software Mathematica, versao 6.0.0, Wolfram Research, Inc, '~ através do pacote

s Mathematica, versao 6.0.0, Wolfram Research, Inc.
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NonlinearRegression, de modo que foi utilizada uma planilha contendo a
concentracao final do ligante apds adicdo a solugdo de Hsp90 da laranja, e a

respectiva supressao de fluorescéncia.
3.18. Dicroismo Circular (CD)

Os espectros de CD foram medidos utilizando-se um espectropolarimetro
JASCO J-720 (Téquio, Japao), cubeta de quartzo de 1 mm de caminho 6ptico e
proteinas diluidas até a condicdo na qual fornecessem sinal a 222 nm
necessariamente entre -10 e -40 miligraus (intervalo no qual a relacao sinal/ruido é
baixa). Vale lembrar que as medidas foram feitas até atingir a voltagem méaxima de
700 V na fotomultiplicadora. Todas as medidas foram feitas sob fluxo de nitrogénio
de 10 L.min.” Os resultados apresentam a média de 16 espectros no intervalo de
200-260 nm lidos a uma velocidade de 50 nm.min.™, 4 s de resposta, tendo como
branco tampao fosfato de sédio (pH 8, 25 mmol.L") acumulado 8 espectros.

O programa utilizado para o registro dos dados foi 0 Spectra Manager®
(JASCO), sendo que para o tratamento e confeccédo do grafico dos dados obtidos,
utilizou-se os programas Origin 8 ® (OriginLAB Corporation®). A temperatura da
cela foi mantida constante a 25°C através de um sistema interno de controle
(Peltier Type Control System PFD 425S™, JASCO®) e controlador externo de
temperatura NESLAB RTE Series (NESLAB®). Os valores obtidos na leitura de
CD (miligraus) foram convertidos para elipticidade molar residual ([6]emr) que é
definida pela seguinte equacéo:

[6]emr = (6 x 100 x MM)/ (C x | x n) (Equacéo 3.3)
onde 60 é a elipticidade em graus, MM é a massa molecular da proteina (Da), C
é a concentracdo da proteina (mg.mL™), | é o comprimento do caminho ético (cm)
e n é o numero de residuos de aminoacidos da respectiva proteina.
Os parametros usados para medida de CD das proteinas antes e apds interacao
com as proteinas parceiras foram:

Sensitivity: 100 mdeg
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Start: 260 nm

End: 190 nm

Data Pitch: 0,5 nm

Scanning mode: continuous

Scanning Speed: 50 nm.min.™

Response: 4 s

Band Width: 1 nm

Accumulation: 16 para a amostra e 8 para o branco

Para o calculo das porcentagens de estruturas secundarias, utilizou-se o
programa CDNN'"* Deconvolution® Versdo 2.1, com a base NNET_23 que conta
com 23 espectros para a analise do espectro da proteina de interesse, por
combinacao linear dos espectros da base.

Os ensaios de desenovelamento térmico das proteinas foram realizados
variando a temperatura de 20 — 90°C com uma rampa de aquecimento de 30°C.h
'. Em seguida, o renovelamento térmico foi realizado de 90 — 20°C com uma
rampa de resfriamento de 30°C.h"'. Os parametros usados para o
desenovelamento térmico ida (unfolding) e volta (folding) foram:

Wavelength: 222 nm
Start: 20°C (unfolding) e 90°C (folding)
End: 90°C (unfolding) e 20°C (folding)
Data Pitch: 0,5°C
Delay Time: 60 s
Temperature Slope: 30°C.h™
Sensitivity: standard (100 mdeg)
Response: 8s
Band width: 1nm
Adicionalmente um desnovelamento térmico foi realizado variando a

temperatura de 20 - 90°C e obtendo-se, a cada 5°C, um espectro de CD (mesmo

"4 Bohm, G.; Muhr, R.; Jaenicke, R. Quantitative analysis of protein far UV circular dichroism

spectra by neural networks. Protein Eng 1992, 5, 191-195.
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parametros para o espectro de CD a 25°C. Os gréficos foram confeccionados
utilizando-se o programa Origin 8 ® (OriginLAB Corporation®). Neste programa, o
valor do branco foi considerado no calculo.

Os célculos dos complexos foram efetuados utilizando um valor aproximado
de massa molar como sendo a somatéria de ambas massas molares das
proteinas [63325(FIgK) + 12120(FIgN)]. Considerou-se como numero de
aminoacidos no caso do complexo 1:1 [624(FIgK) + 110(FIgN)] a somatéria do
namero de aminoacidos das proteinas e no caso do complexo 2:1 [624+ (2x110)].
A concentragdo da proteina usada no calculo foi da proteina FIgK para a
interagbes FIgN/FIgK. As amostras usadas para a andlise de CD foram as
mesmas utilizadas para a andlise de fluorescéncia (Tabela IlI-14).

3.19. Ressonancia Magnética Nuclear (NMR): 'H e HSQC {"°N/'H}

As amostras de proteina em tampéo fosfato (25 mmol.L™") foram preparadas
com adicao de D,O (5%, v/v, Cambridge Isotope Laboratories) em tubo Shiguemi
(350 pL). Os experimentos de RMN de 'H e {"°N,'H} HSQC foram adquiridos no
equipamento Varian INOVA 600 MHz utilizando a criossonda HCN a 298 K no
LNBio (Laboratério Nacional de Biociéncias no CNPEM). Espectro de {°N,'H}
HSQC foi adquirido com 8 scans e o espectro de '"H NMR com 32 scans. A 4gua
residual HDO foi suprimida utilizando a sequencia de pulso Saturation e
referenciada em 4,80 ppm. Os espectros foram processados utilizando o software
VNMRJ da Varian. Para as proteinas marcadas com '°N foram adquiridos os
espectros de 'H NMR e o mapa de contorno de {"°N,"H} HSQC (Tabela IlI-16 e
Tabela IlI-17) no espectrometro Varian 600 MHz no LNBio (Laborat6rio Nacional
de Biociéncias no CNPEM).
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Tabela llI-16. CondicGes testadas em ensaios de RMN para a FIgN

Concentracao
Anexo Tampao Tratamento Resultado
(umol L)
Quantidade
Fosfato de sédio 558 equimolar de Nao houve
— 100 mmol.L", pH 7,8 arginina e acido mudanca
glutémico

Fosfato de sédio o N&o houve

4ebd 5 mmol.L™, pH 8,0 21 25°C mudanca
Fosfato de sodio o Nao houve

6e7 5 mmol.L™, pH 8,0 21 35°C mudanca

Tabela IlI-17. Condic¢oes testadas em ensaios de RMN para a XACb0033

Anexos Tampao Conc(il;nvtl;agao Tratamento Resultado
13e14 Fosfato de sédio 50 iodoacetamida e N&o houve
10 mmol.L", pH 8,0 DTT alteracéo
Mesma proteina
15 Fosfato de sédio 50 do ensaio N&o houve
10 mmol.L™", pH 8,0 anterior, com alteracéo
adicao de glicerol
Fosfato de sédio Nao houve
16e17 49 mmol.L”, pH 5,0 50 Mudanca de pH alteracdo
Quantidade
Fosfato de sédio 132 equimolar de Nao houve
—— 100 mmol.L'", pH 7,8 arginina e acido alteracao
glutamico
Fosfato de sédio o Nao houve
18e19 25mmol.L", pH 8,0 " 25°C alteragao
Fosfato de sodio o Nao houve
20e 21 25mmol.L", pH 8,0 " 40°C alteragao

73



Estudos Biofisicos de Chaperonas de Secre¢do e Interacdes Proteina-Ligante Capitulo III

Para a preparacdo dos complexos proteicos (FIgN/FIgK e
XACb0033/XACb0032) as duas proteinas foram purificadas separadamente.
Concentrou-se elas até um volume de 2 mL, mediu-se a concentragdo pelo
método de Bradford e em seguida, preparou-se os complexos na razdo molar 2:1
(FIgN/FIgK) e (XACb0033/XACb0032). Por ultimo estas proteinas foram
concentradas em filtro AMICON de 3 kDa até uma concentracgdo de 255 umol.L ™ e
398 umolL" para os complexos FIgN/FIgK e XACb0033/XACb0032,

respectivamente.

3.19.1 Ressonancia Magnética Nuclear (NMR): STD e HETCOR

As analises de STD foram realizadas com ambas as proteinas de choque
térmico Hsp90 da laranja e Hsp100 da cana de acucar que foram clonadas e
purificadas pelo grupo de Prof. Carlos H. I. Ramos.

Os ensaios de STD foram realizados com a proteina Hsp90 da laranja,
ADP, ATP e ATPyS nas concentragdes 30umol.L™" (em tampao Tris-HCI 10
mmol.L”", pH 8,0), 80mmol.L™", 80mmol.L" e 80mmol.L™" (todos dissolvidos em
agua destilada), respectivamente.

Nos experimentos de STD, as amostras foram preparadas na razdo molar
proteina/ligante correspondente de 1:100, em 600 uL de D,O. Os experimentos
foram realizados no espectrémetro Varian INOVA-500, equipado com sonda
penta, operando na frequéncia do hidrogénio em 499,89 MHz, a 298 K. As
medidas de STD empregaram a supressdo da agua residual HDO utilizando a
seqUéncia de pulsos Saturation e como referencia interna 4,70 ppm (HDO). A
freqiéncia de saturacdo do pulso seletivo foi aplicada em 0 ppm para on-
resonance e em 30 ppm para off-resonance. Um “train” de pulsos com formato
gaussianos de 50 ms foram aplicados. Os espectros foram subtraidos
internamente via ciclos de fase de cada scan. Os espectros de STD foram obtidos
com 1024 scans. Todos os espectros foram processados pelo software Varian
(Vnmrd). As solugbes estoques para estes estudos foram: proteina Hsp100 da
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cana de agticar 120 umol.L™" em tampéo tris-HCI 10 mmol.L™" pH 8,0, Hsp90 da
laranja 30 pmol.L”" em tampao tris-HCI 10 mmol.L™' pH 7,4, ATP, ADP, e ATPy-S
80 mmolL" em &gua destilada. Também foram preparadas amostras de
nucleotideos ATP, ADP, e ATPy-S na concentragdo de 1 mmol.L™ em 99,9 % de
D>O como referéncia. Para os ensaios de HETCOR as amostras foram preparadas
em nanossonda (40 pL).

Para as analises de {'H,'*C} HETCOR as amostras foram preparadas
dissolvendo 5,0 mg de ATPyS em 40 pL de D.O, usado como controle, e
dissolvendo 2,5 mg de ATPyS em 20 uL de Hsp100 da cana de agucar (solugao
estoque: 120 pL em tampao Tris-HCI 10 mmol.L™”, pH 8,0) em 20 pL de D;O. Os
espectros de HETCOR foram adquiridos com 1024 scans. Nesta analise,
espectrometro Varian Inova-500 equipado com nanossonda foi usado, operando

na frequéncia do carbono 125,71 MHz a 298 K.

3.20. Bioinformatica

Como ambas proteinas XACb0033 e FIgN nao apresentam homologia com
nenhum dos modelos de alta resolucdo determinados por técnicas experimentais,
a estrutura atémica das proteinas foi predita por métodos computacionais usando
o I-TASSER'™ e QUARK.'® As estruturas protéicas obtidas pelo I-TASSER e
QUARK auxiliaram propor modelos de estruturas 3D para as proteinas baseadas
em restricdes obtidas via andlises de footprinting, SASA'" (do inglés Solvent

> (a) Roy, A.; Kucukural, A.; Zhang, Y. |-TASSER: a unified platform for automated protein
structure and function prediction. Nat Protoc 2010, 5, 725-738. (b) Zhang, Y. I-TASSER server for
protein 3 D structure prediction. BMC Bioinform 2008, 9, 40-47. (c) Zhang, Y. I-TASSER: Fully
automated protein structure prediction in CASP8. Proteins Struct Funct Bioinf 2009, 77, 100-113.
% (a) Xu, D.; Zhang, Y. QUARK Ab Intio Protein Structure Prediction I: Methodology developments
(in preparation). (b) Xu, D.; Zhang, Y. QUARK Ab Intio Protein Structure Prediction Il: Results of
benchmark and blind tests (in preparation).
1w (a) Bernadd, P., Blackledge, M.; Sancho, J. Sequence-specific solvent accessibilities of protein
residues in unfolded protein ensembles. Biophys J 2006, 91, 4536—-4543. (b) Estrada, J., Bernadd,
P., Blackledge, M.; Sancho, J. ProtSA: a web application for calculating sequence specific protein
solvent accessibilities in the unfolded ensemble. BMC Bioinformatics 2009, 10, 104.
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Accessible Surface Area) e RMSD (desvio da media quadrética, do inglés Root
Mean Square Deviation). Os calculos de acessibilidade de agua SASA foram
calculados através do programa ProtSA,'"® os dados de RMSD foram gerados
pelo programa VMD 1.9.1betal e as estruturas para visualizagdo e analises
graficas foi utilizado o programa PyMOL (The PyMOL Molecular Graphics System,
verso 1.3, Schrédinger, LCC).

"' hitp://webapps.bifi.es/ProtSA/protSA.html
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Capitulo IV - Resultados e Discussoes
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4. Resultados e Discussoes

As proteinas estudadas, XACb0033, XACb0032, FIgN e FIgK foram
clonadas e suas condicdes de expressao foram padronizadas anteriormente. '

O projeto teve inicio com a preparacao de células competentes e posterior
transformacao destas com o DNA recombinante das proteinas alvo pelo método
de choque térmico.'"® Apés confirmacdo da insercdo do DNA de interesse nas
células pela transformagéo, foi conduzida a expressdo em meio LB ou meio
minimo no caso das XACb0033 e FIgN. O pellet bacteriano foi lisado com tampéao
de lise e ultrassom. A mistura foi novamente centrifugada, e a parte insoluvel,
denominada corpo de inclusdo, foi dissolvido em uréia 8 mol.L" e dialisada
durante um periodo de 24 horas, com consecutivas trocas do meio da dialise. Em
seguida, o sobrenadante foi separado dos demais materiais precipitados por
centrifugagéo. Apds o sobrenadante ser filtrado em filtro Milipore 0,22 um, este foi
purificado em coluna cromatografica de exclusao. Nesta purificacao foi utilizado
tampdo fosfato de soédio (25 mmol.L" pH 8,0) como fase mével. Amostras
coletadas durante todo o processo de expressao e purificacdo foram analisadas
por eletroforese SDS-PAGE 15%.

Um esquema geral da expressao das proteinas em larga escala em meio

LB e meio minimo esta mostrado no fluxograma da Figura 1V-1.

19 (a) Mandel, M.; Higa, A. Calcium-dependent bacteriophage DNA infection. J Mol Biol 1970, 53,
159-162. (b) Cohen, S.; Chang, A.; Hsu, L. Nonchromosomal Antibiotic Resistance in Bacteria:
Genetic Transformation of Escherichia coli by R-Factor DNA. Proc Nat Acad Sci USA 1972, 69,
2110-2114.
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Pré-indculo
Raspas da bactéria em meio LB,
37°C, 200 rpm, 16hs

Dilui¢do 1:100 (v/v) Dilui¢do 1:100 (v/v)
Indculo Inéculo
Meio LB, 37°C, 200 rpm, até Agponm ~ 0,8 Meio minimo, 37°C, 200 rpm, até Aggnm ~ 0,8

Adigdo de IPTG 1mmol L

Expressao Expressao

37°C, 200 rpm, 3 ou 16hs 37°C, 200 rpm, 30 minutos

Centrifugacao, 4°C, Adicdo de rifamicina
20 min. 4000 rpm 20 umol L™
Expressao

37°C, 200 rpm, 3 ou 16hs

PreC|p|tad.o Sobrenadante Centrifugacio, 4°C,
Pellet bacteriano Descartado

20 min. 4000 rpm

Armazenado a -20°C

|

Precipitado Sobrenadante
Pellet bacteriano Descartado
Armazenado a -20°C

Figura IV-1: Fluxograma geral da expressao das proteinas em larga escala em
meio LB e meio minimo.

Os resultados para as XACb0033 e FIgN serdo mostrados a seguir
separadamente e os resultados discutidos individualmente.
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4.1 A FigN

A proteina FIgN, é constituida de 110 residuos de aminoécidos em sua
estrutura priméaria (Figura 1V-2). Sua massa molecular € de aproximadamente
12,12 kDa, tem um pl teorico de 6,75 e € uma chaperona flagelar, como estudos

relatados anteriormente.'

FigN
MNVNEFLQRLSDALAGERQALLENDIDGLMRHTQDKLS
ALQALEAAMPAGEEERLRELAEANRANGALLARRRREV
NWALRHLGRTESAPSYDAKGQSSVLRGGRSLAVA

Figura IV-2: Sequencia priméria da proteina FIgN. Residuo de triptofano em
destaque (vermelho).

A proteina FIgN expressa muito bem até 3 h mas, apds este periodo ela
comeca a degradar. O gel da inducéo e lise esta ilustrado a seguir (Figura IV-3) e,
como pode ser observado, a proteina FIgN se encontra majoritariamente no pellet
bacteriano.

Figura IV-3: Gel de eletroforese SDS-PAGE (15%) da expressao da FIgN, tendo
na sequéncia, da esquerda para a direita: marcador de peso molecular de
proteina; amostras ndo induzidas (NI) e 1h, e 2h apds a adi¢do de IPTG, lisado
(Lis.), precipitado da lise (P), sobrenadante da lise (Sob.)
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A FIgN foi purificada em coluna de filtragdo em gel e amostras coletadas
durante todo o processo de purificacdo foram analisadas por eletroforese SDS-
PAGE 15% (Figura IV-4). A analise visual do gel nos fornece informacao sobre o

estado oligomérico desta proteina, ou seja, ela se apresenta como um mondémero.

a) FIgN b

kDa :
970 S~
66,0 <
45,0 &—
30,0 &—w

20,1

e
14,4 3'@" -4
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<100+ G e e e e P }
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M = © 3 — = = N NN
| LT
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50 E0 7

0

——og
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Figura IV-4: a) Cromatograma da purificagdo do sobrenadante do reenovelamento
da FIgN, com o pico correspondente a proteina indicado em vermelho. b) Gel de
eletroforese SDS-PAGE (15%) da purificagdo, tendo na sequencia: o marcador de
peso molecular e as fragdes recolhidas da coluna, com a proteina FIgN pura
mostrada em destaque (circulo vermelho).

As amostras puras coletadas da coluna foram concentradas em filtros
AMICON (Millipore) 3 kDa sob centrifugacao a 4°C.

Como a proteina FIgN apresenta um residuo de Trp em sua sequencia
primaria, sua concentracdo foi determinada pelo método de Edelhoch'®'%” Seu
coeficiente calculado é igual a 6970 M'cm™. A concentracdo encontrada para a
proteina FIgN foi de 78 umol L.

A partir desta amostra foram realizados estudos estruturais de Dicroismo
Circular (Desenovelamento térmico), Fluorescéncia de Emissdo, Espectrometria
de Massas e Ressonancia Magnética Nuclear.

A identificacdo da proteina foi feita empregando-se digestdo triptica,
seguida de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS)
para separacgao e identificacao dos peptideos. A amostra de proteina digerida com
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tripsina e dessalinizada em cartuchos de extracdo em fase soélida (SPE) de fase
reversa foi analisada por espectrometria de massas. Dados entao processados e
submetidos a busca em banco de dados utilizando-se o MASCOT v.2.2. (Matrix

Science Ltd.). Foram identificados peptideos da FIgN, e com um score de 540 com

uma

cobertura de 68% (Figura IV-7) esta proteina foi identificada com

sucesso. Dentre o conjunto de peptideos identificados como sendo da FIgN,

espectros representativos para os cinco com maior score sao ilustrados nas
Figuras IV-5 e IV-6.

a) 2425 30.42 3430 FigN
100+
K
6.80 44.11 47.99
0 T T T T T T T T T T i Time
10.00 20.00 30.00 40.00 50.00 60.00
b) TESAPSYDAK 24.25 _» HN-MNVNEFLQR FigN
1007 [M+2H]2* em m/z 534.7 3042" [M+2H]** em m/z575.8
N -
Y\ LSDALAGER QALLENDIDGLMR
y \ [M+2H]2* em m/z 466.3 > [M+2H]%* em m/z 744.3
5 12'12/8 LSALQALEAAMPAGEEER
821 /‘\ _---7 [M+3H]3>* em m/z 629.3
0 A T 7 T T T T T T T T 1 Time
10.00 20.00 30.00 40.00 50.00 60.00

Figura IV-5: a) Cromatograma total (LC-MS) dos peptideos da digestao triptica da

FIgN e b) Cromatogramas extraidos para ions dos peptideos com maior score no
MASCOT oriundos da FIgN.
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a) TESAPSYDAK (Score 47)
787.43
100, 394.22
S 103 [M+2H]
19.34
20419 |459.74 968.65 m/z534.78
Gu‘“ {‘M“ ‘uiu‘h n J‘JLLA l‘l uh].‘ L‘h el l..\ L‘JA{L‘ 109?75 ;
200 400 600 800 1000 1200
b) LSDALAGER (Score 66)
313.22 735.43
100
476.31
S 591.35 933.53 [M+2H)>
h H 409.29 i 819.49 { 1175.69 m/z466.27
Ow\l‘u.l\ﬁ l“hln‘ xllk‘hhhl ‘H“l‘ \A ‘h L;‘l ok ' L . L‘ L . m/z
200 400 600 800 1000 1200 1400
c) H,N-MNVNEFLQR (Score 71) sma
100y 576.85
246.11 806.48 57736
a16.30 56338 . §
] . 905.57 576 577
o 692.43 [M+2H]
OLHI‘ Mlﬂ‘ux m‘l‘ul _JJLLN.‘A L l‘ Ll ALL i .}h ‘ ‘ : : m/z
200 400 600 800 1000 1200 1400
d) QALLENDIDGLMR (Score 93) 744,40
432.26 e
1004 745.42
745.96
545 35 731.43 \ / )
361_22 . 744 745 746 e
. 818.48 [N+ 2H]"
1731590 15 L m/z 744.40
ok Jh\hhmu.iluu”i\dhﬂ L, . LA . . . . . . m/z
200 400 600 800 1000 1200 1400
e) LSALQALEAAMPAGEEER (Score 89)
203.13
100
680.40
140.09 838.49
9 300.15 [M+3HP
. 463.24 m/z629.36
h { J l 751.45
o .JLH.M ‘\’ R U O U PR S /2
200 400 600 800 1000 1200 1400

Figura IV-6: Espectros de MS/MS gerados a partir dos cinco peptideos com “maior score”
da proteina FIgN. a) MS/MS do peptideo TESAPSYDAK. b) MS/MS do peptideo
LSDALAGER. c) MS/MS do peptideo H.N-MNVNEFLQR. d) MS/MS do peptideo
QALLENDIDGLMR. e) MS/MS do peptideo LSALQALEAAMPAGEEER.
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Nominal mass (M;): 12114; Calculated pl value: 6.74
Matched peptides shown in Bold Red

MNVNEFLQRLSDALAGERQALLENDIDGLMRHTQDKLS
ALQALEAAMPAGEEERLRELAEANRANGALLARRRREV
NWALRHLGRTESAPSYDAKGQSSVLRGGRSLAVA

Figura IV-7: Sequéncia primaria da proteina FIgN. Os peptideos encontrados para
a FIgN (MS/MS) estdo mostrados em destaque (vermelho), sendo obtidos 68% de
cobertura da sequéncia.

Também foi obtido um espectro da proteina intacta para confirmar a massa
exata desta proteina. Através da deconvolucdo foi obtida uma massa molar de
12120,7 Da (Figura IV-8) e comprovando que a proteina FIgN se comporta como

um mondémero.

100, Q) 960.2312 ESI(+)-QTOF-MS
FigN
B 853.6478
1279.9781
1535.7820
o R ‘L.Ld WML i L LL L , : : : l ‘ ‘ m/z
700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600
b) 12120.7 Deconvolucao
100~ 7674.0 (MaxEnt1)
FigN
B 10552.2
6592.2 | 8633.2 17266.5 41861
JM 15348.2
6000 8000 10000 12000 14000 16000 18000

Figura IV-8: Espectros de massas da proteina FIgN. a) espectro de massa da
proteina intacta e b) ap6s processamento dos dados.
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Esta proteina j4 teve o seu estado oligomérico determinado em trabalho
anterior utilizando uma coluna de filtracdo em gel analitica calibrada e os
resultados indicaram se tratar de uma proteina monomérica.®’

Identificada a proteina FIgN, foram realizados experimentos de
fluorescéncia de emissdo, CD e NMR. Primeiramente serdo apresentados
experimentos de fluorescéncia de emissdo, onde se observou um maximo em 349
nm (Figura 1V-9), indicando residuo de triptofano exposto ao solvente.”’

A FIgN foi entdo submetida a andlise por Dicroismo Circular para avaliagao
da estrutura secundaria.'®® Os dados obtidos por CD foram tratados no programa
CDNN'™' para calculo da estrutura secundaria da proteina FIgN e os resultados
obtidos estdao sumarizados na Figura IV-10. A proteina foi diluida para estas

analises (39 pmol.L™).

—— Emissdo da FIgN
Excitagdo da FIgN

0.8

0.6

Intensidade/ a.u.

0.4

0.2

0.0

T T T T T T
250 300 350 400 450 500

&/ nm

Figura IV-9: Espectros de fluorescéncia de excitacdo e de emissdo da proteina
FgN com uma concentragdo de 78 pmol.L" em tampao fosfato de sédio
(25 mmol.L™”, pH 8,0).

120 Deléage, G.; Geourjon, C. An interactive graphic program for calculating the secondary structure
content of proteins from circular dichroism spectrum. Comput Appl Biosci 1993, 9, 197.

2. CDNN 2.1: Circular Dichroism Deconvolution, Neutral Networks 1999.
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E Deconvolution |l
a) Espectro de CD da FIgN a 20°C F\\D}.dit Help
180-260 nm | 185-260 nm | 190-260 nm | 195-260 nm | 200-260 nm |205-280 nm |21 0-260 nm
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Figura IV-10: llustragdo dos resultados obtidos em anadlise de CD para a proteina
FIgN: a) Espectro de CD, b) Calculo da estrutura secundaria da proteina FgN
obtida pelo programa CDNN a partir dos dados de CD. Abaixo, grafico gerado pelo
CDNN.

A partir dos dados de CD foi verificado que a proteina FIgN se encontra
parcialmente enovelada, ou ainda pode apresentar um equilibrio entre as
conformagdes, ou seja, uma troca conformacional. Além disso, esta proteina
apresenta 21% conteudo de a-hélice e este baixo conteudo é coerente com uma
baixa concentracao, pois, o sinal de CD esta relacionado com a concentragcéo. A
partir desta mesma proteina foram realizados ensaios de desenovelamento
térmico e os resultados estdo sumarizados na Figura IV-11.

Através destes ensaios foi confirmado que a proteina perde parte da sua
estrutura secundaria com o aumento da temperatura. Os graficos sigméidais (a, b
e c¢) foram obtidos por “Ajuste linear sigmoidal de Boltzmann” no software
OriginPro 8.0. A partir do grafico (a) foi possivel calcular um valor de T, de 45°C,
ou seja, é a temperatura em que a proteina perde 50% da sua estrutura
de
renovelamento (c) é observado que a proteina volta ao seu estado inicial ap6s

secundaria. Comparando-se o0s dois graficos desenovelamento e

resfriamento por isso, esta proteina apresenta comportamento reversivel.
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Figura IV-11: a) Desenovelamento térmico 20 — 90°C acompanhado a 222 nm, b)
Renovelamento térmico 90 — 20°C acompanhado a 222 nm, c) Espectros de
desenovelamento e renovelamento térmico da FIgN e d) Desenovelamento

térmico (5°C de incremento).
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A partir de outro lote da proteina FIgN purificada em uma concentragéo de

49 pmol.L'em tampao fosfato de sédio (100 mmol.L™”, pH 8,0) foi obtido o primeiro

espectro de "H NMR (Figura IV-12).

Alessandra "Xacl5046"

M

d2o/tri

,,J,w*w” W/

_res out0%aleHl

«Wﬁ |

M

!

T T T T T T
80 78 76 74 72 7.0

WU ML\/V W

T T T 1 T
68 66 64 62 ppm |

/J
4 }

\swa/"}A/

9.0 85 80 75 7.0

T T T T

65 6.0 55 5.0

Figura IV-12: Espectro de '"H NMR da FIgN (49 pumol.L™") em tampao fosfato de
s6dio (100 mmol.L™") com adi¢do de D20 (5% v/v) obtido no equipamento INOVA
500 MHz (499,98 MHz). Expansao da regido de 6,0 a 8,0 ppm mostrado em
evidéncia. A agua residual foi referenciada em 4,70 ppm.

Como pode ser observado no espectro, a proteina FIgN apresentou-se
agregada uma vez que os sinais vistos no espectro sdo alargados. Estes dados
corroboram com os dados de CD pois foi verificado que esta proteina encontra-se
com baixo conteudo helicoidal, apresentando poucos sinais na regiao de 6,5-7,5

ppm caracteristicos de a-hélice. Alem disso, no espectro também & observado a

presenca de Ca de estrutura secundaria do tipo folhas B (5,0 — 5,5 ppm) sugerindo

que uma troca conformacional possa estar ocorrendo.
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Entao se iniciou os testes de marcacgao isotépica da proteina FIgN.
O gel da inducdo e lise esta ilustrado a seguir (Figura 1V-13). Tendo
comportamento igual como no caso da expressao em LB, proteina foi purificada

aplicando mesmo procedimento.

kDa =
97,0:1: N == &
66,0 . 3

45,0 - - -

30,0 —pe

20,1

144 T R R
P NI 30"1h 2h 3h Lis. P Sob.

Figura IV-13: Gel de eletroforese SDS-PAGE (15%) da expressao da FIgN, tendo
na sequéncia: marcador de peso molecular de proteina; amostras ndao induzidas
(N1), 30 minutos apdés a adigédo de IPTG e 1h, 2h e 3h apds a adi¢do de rifamicina,
lisado (Lis.), precipitado da lise (P), sobrenadante da lise (Sob.)

A proteina foi purificada em coluna de filtracdo em gel e as amostras
coletadas durante todo o processo de purificacdo foram analisadas por
eletroforese SDS-PAGE 15% (Figura IV-14).

As amostras puras da proteina FIgN coletadas da coluna foram
concentradas e a sua concentracdo determinada pelo método de Edelhoch. A
concentragdo encontrada para a proteina FIgN foi de 198 pmol.L™". Para esta
proteina marcada com '°N foram adquiridos os espectros de 'H NMR (Figura IV-
15 e Anexo 1) e de {*®N,"H} HSQC (Figura IV-16, Anexos 2 e 3) no espectrémetro
Varian 600 MHz no LNBio (Laborat6rio Nacional de Biociéncias do CNPEM).
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Figura

IV-14:
reenovelamento da FIgN, com o pico correspondente a proteina indicado em
vermelho. b) Gel de eletroforese SDS-PAGE (15%) da purificagdo, tendo na
sequencia: o marcador de peso molecular e as fragdes recolhidas da coluna, com
a proteina FIgN pura mostrada em destaque (circulo vermelho).

a)

S

Cromatograma da purificacdo do

sobrenadante do

Figura IV-15: Espectro de "H NMR da FIgN.
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Figura IV-16: Mapa de contorno de {"°N, "H} HSQC da FIgN. A amostra proteica
esta em tampao fosfato de sédio 100 mmol L™ pH 8,0 com adicdo de (D20 5%,
v/v) e os espectros foram obtidos em equipamento INOVA 600 MHz.

Analisando-se 0s espectros observa-se que a proteina FIgN apresenta
sinais muito aglomerados (Figura 1V-16). Novamente estes dados corroboram com
os dados de CD e ainda é possivel concluir que esta proteina nao apresenta
estrutura terciaria. Uma provavel explicacdo pode ser atribuida a uma possivel
agregacao desta proteina devido ao carater anfipatico do dominio C-terminal que
cria sitios para interagcbes proteina-proteina, ou, a proteina pode estar
parcialmente enovelada.'®® Neste mesmo ensaio, glicerol foi adicionado a amostra
com o intuito de dispersar os sinais, porém 0 novo espectro indicou que amostra
continua agregada. Para outro lote da proteina purificada foi testado o uso de
quantidades equimolares de arginina e acido glutamico'?® pois, estudos indicaram

122 Fukuchi, S.; Hosoda, K.; Homma, K.; Gojobori, T.; Nishikawa, K. Binary classification of protein
molecules into intrinsically disordered and ordered segments. BMC Struct Biol 2011, 11, 1-10.
123 Golovanov, A.; Hautbergue, G.; Wilson, S.; Lian, L. A Simple Method for Improving Protein
Solubility and Long-Term Stability. J Am Chem Soc 2004, 126, 8933-8939.

92



Estudos Biofisicos de Chaperonas de Secre¢do e Interacdes Proteina-Ligante Capitulo IV

que o uso de quantidades equimolares destes aminodcidos carregados auxilia na
solubilizacdo das proteinas (Tabela 1ll-6, parte experimental). No entanto, em
nenhum dos casos ocorreu significativa melhora nos mapas de contorno de
{"°N,"H} HSQC.

Estudos anteriores indicaram que a proteina FIgK interage com a proteina
FIgN.®" Por ser uma proteina parceira da FIgN, esperava-se que esta interacdo
levasse a uma menor agregacao por parte da proteina FIgN. Entédo, as interacbes
entre estas proteinas foram estudadas por CD, fluorescéncia de emissao e NMR.
Para isso, ambas proteinas foram purificadas separadamente.

A FlgK, é constituida de 624 residuos de aminoacidos em sua estrutura
primaria (Figura 1V-17). Sua massa molecular € de aproximadamente 63,32 kDa e
tem um pl tedrico de 4,78.

FlgK

MSIMSTGTSALIAFQRALSTVSHNVANINTEGYSRQRVEFATRTPTDMGYAFVG
NGAKITDVGRVADQLAISRLLDSGGELSRLQQLSSLSNRVDALYSNTATNVAGL
WSNFFDSTSAVSSNASSTAERQSMLDSGNSLATRFKQLNGQMDSLSNEVNSG
LTSSVDEVNRLTQQIAKLNGTIGSSAQAAAPDMLDQRDALVSKLVGFTGGTAV!
QDGGFMNVFTAGGQPLVVGTTSSKLTTVADPYQPTKLQVAMQTQGQNVSLSA
SSLGGQIGGLLEFRSSVLEPTQAELGRLAVGMASTFNAGHSQGMDLYGAMGG
NFFNIGSPTVAANPSNAGSASLSASFSNVSAVDGQNVTLSFDGTNWKAINAST
GSAVPMTGTGTAADPLVLNGVSMVVGGTPASGDKFLLQPTAGLAGSLSVAITD
PSRIAAATPVKATATVANLGTGKISDVKVTNAQNPALLTPSSIEFIDANQYTIDGA
GPFAYTAGQTISANGWSFALDGAPKAGDTFGVGPMGAGSSDNGNAKLLANID
DAKALSGGTVTLNGALSGLTTSVGSAARAASYSADAQKVINDQAQASRDSISG

VNLDEEAANMLKLQQAYQAAAQMISTADTIFQAILGAVR

Figura IV-17: Sequencia primaria da proteina FIgK. Residuos de triptofano em
destaque (vermelho).

O DNA da FlgK foi cedido pelo grupo do Prof. Dr. Carlos Ramos. A
expressdo da proteina FIgK pode ser ilustrada na Figura 1V-18. Essa proteina
apresenta baixa expresséo e ela &€ melhor visualizada apés purificagéo.
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Figura IV-18: Gel de eletroforese SDS-PAGE (15%) da expressao da FIgK, tendo
na sequéncia: marcador de peso molecular de proteina; amostras ndo induzidas
(NI) e 1h, 2h, 3h e 16h apds a adicao de IPTG, lisado (Lis.), precipitado da lise
(P), sobrenadante da lise (S).

A sua purificagdo foi realizada utilizando a cromatografia por afinidade
obtendo-se a proteina FIgK (Figura 1V-19).

lkDa
97,0—»

66,0—> =

45,0 — ® O

30,0—> =

20,1—»>

14,4

Figura IV-19: Gel de eletroforese SDS-PAGE (15%) da purificacdo, tendo na
sequencia: o marcador de peso molecular e as fragdes recolhidas da coluna, com
a proteina FlgK pura mostrada em destaque (circulo vermelho). Na ultima lacuna
esta a proteina aplicada na coluna.

Apés a concentracao desta proteina, sua concentracao foi determinada pelo
método de Bradford como sendo 127 umol.L™'. A partir destes dados foram
realizados ensaios de fluorescéncia para verificar a interacdo das proteinas. Para

as proteinas livres e em complexo em razao molar de 1:1 ou 2:1 (FIgN:FIgK) foram
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Intensidade/ a.u.

Intensidade/ a.u.

obtidos os espectros de fluorescéncia de excitagdo e emissdo das proteinas FigK
e FIgN (Figura IV-20).

Espectros de fluorescéncia de emissdo e excitagio da Flgk 4uM b) Espectros de fluorescéncia de emiss&o e excitagdo da FigN
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Figura IV-20: Espectros de fluorescéncia de excitacdo e emissédo das proteinas a)
FigK e b) FIgN.

Os ensaios de interacdo foram realizados com as proteinas na propor¢ao
FIgN/ FIigK 1:1 e FIgN/ FIgK 2:1 sem padronizacdo para melhor visualizagao
(Figura IV-21). A partir dos espectros pode-se sugerir que a proteina FIgN interage
melhor com a proteina FIgK na proporcao de 2:1 pois ocorreu uma supressao da

fluorescéncia maior neste caso.

Espectros de fluorescéncia das proteinas FIgN e FigK (1:1) Espectros de tluorescéncia das proteinas FIgN e FIgK
350
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Figura IV-21: Espectros de fluorescéncia dos complexos de FIgN e FIgK na
propor¢ao molar a) 1:1 e b) 2:1 (FIgN/ FigK).
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A supressdao da fluorescéncia pode ser atribuida a mudangas
conformacionais na estrutura da proteina levando a uma menor exposicao do
residuo de Trp por causa da interacdo com a proteina parceira e este residuo
pode estar participando também da interacdo com a outra proteina. Através dos
dados de fluorescéncia pode-se sugerir que a interacdo na razao molar 2:1/
FIgN:FIgK foi a mais viavel.

A partir das amostras usadas para os ensaios de fluorescéncia, foram
realizados os ensaios de CD. Os espectros de CD obtidos para as proteinas estéo
mostrados na Figura IV-22. Estas amostras também foram analisadas por
espectrometria de massas para a obtencao da massa do complexo, porém devido
a degradacao da amostra nao foi possivel concluir estes dados. Desse modo, 0s
célculos dos complexos foram efetuados usando um valor aproximado massa
molar como a somatéria de ambas massas molares das proteinas [63325(FIgK) +
12120(FIgN)]. Considerou-se como numero de amino4cidos no caso do complexo
1:1 [624(FIgK) + 110(FIgN)] a somatéria do numero de aminoacidos das proteinas
e no caso do complexo 2:1 [624+ (2x110)]. A concentragcédo da proteina usada no
calculo foi a da proteina FIgK.

Pode-se observar que, assim como na fluorescéncia a interacdo € mais
efetiva quando as proteinas estdo interagindo na proporcédo 2:1. No caso na
interacdo 1:1 ndo houve mudancga tao significativa. Quando duas proteinas
interagem mudancas substanciais ndo ocorrem nos componentes da estrutura
secundaria com a formacao do complexo e estas mudancas no espectro de CD na
regidao do UV-distante sdo muito pequenas, porém, podem ser um indicativo da
interacdo. Para melhor visualizar esta interacdo seria melhor adquirir espectro de
CD na regiao do UV-préximo (260-320 nm) sendo assim possivel verificar
mudancas na estrutura terciaria.
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Figura 1V-22: Espectros de CD. a) proteina FIgK livre. b) proteina FIgN livre. c)
Espectros de CD das proteinas e do complexo FIgN + FlgK (1:1). d) Espectros de
CD das proteinas e do complexo FIgN + FIgK (2:1). Tampao fosfato de sédio 25
mmol.L™", pH 8,0 foi usado como branco.
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Apés a purificacdo da proteina FIgN marcada com "°N foram adquiridos os
espectros de 'H NMR e {**N,"H} HSQC no complexo com a FIgK (FIgN/FIgK, 2:1).
E importante ressaltar que estas proteinas foram concentradas ja complexadas.
No entanto, novamente ndo houve mudangas significativas e a proteina FIgN
continuou agregada (anexos 8 e 9). Os espectros adquiridos para a proteina FIgN
livre € no complexo 2:1 estao ilustrados nas figuras IV-23 e 1V-24.

Através dos espectros de NMR é verificado que a interacao entre as duas
proteinas FIgN/FIgK na proporgédo 2:1 levou a uma pequena melhora no sinal,
porém a proteina FIgN ainda assim continua agregada. Através dos dados de
massas foi observado que a proteina FIgN é uma proteina monomérica mas uma
provavel explicacdo para uma possivel agregacdo desta proteina € devido ao
carater anfipatico do dominio C-terminal que cria sitios para interagdées proteina-
proteina.

Fi
(ppml e
1123
1443

1164

1323 : ” -2
E ¥

FZ (ppm)

Figura IV-23: Mapa de contorno de {*°N,"H} HSQC da FIgN.
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Figura IV-24: Mapa de contorno de {*°N,'H} HSQC do complexo FIgN/FIgK (2:1).

Na tentativa de explicar melhor os dados, foram gerados modelos
tridimensionais para as duas proteinas FIgN e FIgK utilizando o programa |-
TASSER." O melhor modelo dentre os cinco gerados para a FlgK (score de -
2,20) e dentre os cinco gerados para a FIgN (score de -2,51) estéo ilustrados nas
Figura IV-25 e 26, respectivamente.

A estrutura calculada pelo I-TASSER com o score de -2,51 para a proteina
FIgN foi o modelo que melhor sobrep6s o envelope experimental obtido pelos
dados de SAXS e que foi publicada recentemente.®?
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ARG-624

Figura IV-25: Representacdo em cartoon da estrutura da FlgK com N- e C-
terminais marcados (I-TASSER C-score = -2,20).

Figura 1V-26: Representacdo em cartoon da estrutura da FIgN com N- e C-
terminais marcados (I-TASSER C-score = -2,51) e o residuo de Trp (W70) em
verde (exposto ao solvente).

Através das estruturas tridimensionais geradas pelo I-TASSER é observado
que a proteina FIgN apresenta uma estrutura praticamente do tipo a-hélice muito
parecida com a estrutura da FIiT de Salmonella sp e a proteina FIgK apresenta
estrutura praticamente do tipo a-hélice.

Os dados de fluorescéncia corroboram com a estrutura proposta pelo I-
TASSER, pois o unico residuo de triptofano da proteina FIgN, o Trp78, apresenta-
se mais exposto ao solvente. No entanto, ha discrepéncias entre os dados de CD
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e NMR com a estrutura proposta pelo I-TASSER. Através dos dados de CD é
observado baixo conteudo a-hélice, que pode ser resultado da baixa concentracao
usada (amostra de fluorescencia). Analisando-se os espectros de NMR 1D e 2D
foi observado também esta baixa ocorréncia de estrutura secundaria. Uma
explicagéo provavel € uma possivel agregacao proteica durante a concentragao da
amostra ou ainda, uma troca conformacional. No mapa de contorno {'°N,'H}
HSQC desta proteina (Figura 1V-23) também foi observado auséncia de estrutura
3D. Na andlise massas indicou que esta proteina se apresenta como um
mondémero. Para o estudo da interacao entre as proteinas FIgN e FIgK acredita-se
gue possivelmente esteja ocorrendo uma interagdo entre as duas proteinas, que ja
foi comprovado em um estudo anterior®!, mas, ndo é possivel afirmar com

veeméncia através dos dados de CD, fluorescéncia e NMR.
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4.2 XACb0033
A proteina XACb0033 ¢ constituida de 72 residuos de aminoacidos em sua
estrutura primaria (Figura IV-27). Sua massa molecular é de aproximadamente 8,4

kDa, tem um pl tedrico de 5,6.

XACb0033
MAHVNSRVQKHRDALRMAGLRPVQIWVPDTRRPDFAE
ECRRQCRLAAQADMADTDMQRFMDEALADMDGWTE

Figura IV-27: Sequencia primaria da proteina XACb0033. Residuos de triptofano
em destaque (vermelho).

Assim como para a proteina FIgN, a proteina XACb0033 foi encontrada
majoritariamente no pellet bacteriano (Figura IV-28) e expressa muito bem até
16hs. Como pode-se observar esta proteina se apresenta no gel como um
monémero (8,4 kDa) e um dimero (16,8 kDa) também.

kDa
97,0 —» = g
66,0 —>
450—> W
30,0__, w»
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20,1—> 5

-
el .4 dimero
; !-— ~
NI 1h 2h 3h 16h P Lis. P Sob. mondmero

Figura IV-28: Gel de eletroforese SDS-PAGE (15%) da expressdo da XACb0033,
tendo na sequéncia: amostras ndo induzidas (NI) e 1h, 2h, 3h e 16hs apo6s a
adicdo de IPTG, marcador de peso molecular de proteina, lisado (Lis.),
precipitado da lise (P), sobrenadante da lise (Sob.). Os monémeros e dimeros
estdo indicados no gel.
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A proteina XACb0033 foi purificada em coluna de filtracdo em gel e as
amostras coletadas durante todo o processo de expressdo e purificagdo foram
analisadas por eletroforese SDS-PAGE 15% (Figura 1V-29). A proteina XACb0033

foi purificada como um dimero.

a) b)
T =S kDa
. XACb0033 97,0 —,
660 _, .

2000+
1500 -] /\\ 1 :z,g - :

[\ q—>
s |« S B SN /(\ — | 201
500 / \ 4 d : *
f— u_ —_— \g u{Trgw Ty
el R TN
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Figura 1V-29: a) Cromatograma da purificacdo do sobrenadante do
reenovelamento da XACb0033, com o pico correspondente a proteina indicado em
vermelho. b) Gel de eletroforese SDS-PAGE (15%) da purificagdo, tendo na
sequencia: o marcador de peso molecular e as fragdes recolhidas da coluna, com
a proteina XACb0033 pura mostrada em destaque (circulo vermelho).

As amostras puras da proteina XACb0033 coletadas foram concentradas e
a sua concentragdo determinada pelo método de Edelhoch.'%%” A concentragdo
encontrada para a proteina XACb0033 foi de 24,8 pmol.L™.

A partir desta amostra foram realizados estudos estruturais de Dicroismo
Circular (Desenovelamento térmico), Fluorescéncia de Emissdo e Espectrometria
de Massas.

A identificacdo da proteina foi feita empregando-se digestao triptica,
seguida de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS)
para separacao e identificacdo dos peptideos. A busca no MASCOT identificou
varios peptideos como sendo da XACb0033, o que permitiu a identificagdo desta
proteina com um score de 257 com uma cobertura de 59% (Figura IV-32). Dentre
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o0 conjunto de peptideos identificados como sendo da XACbO0O033, espectros

representativos para os trés com maior score foram dispostos nas Figuras 1V-30 e

IV-31.
a) 16.53 XACb0033
1004
X
27.56
8.59 11.74|19.27 36.23
44.1947.94 50,51
0 T T T T T T T T i Time
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3)0 7 59.30 XACb0033
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Figura IV-30: a) Cromatograma total (LC-MS) dos peptideos da digestao triptica
da XACb0033 e b) Cromatogramas extraidos para ions dos peptideos com maior

score no MASCOT oriundos da XACb0033.
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Figura IV-31: Espectros de MS/MS gerados a partir dos trés peptideos com maior
score da proteina XACb0033. a) MS/MS do peptideo LAAQADMADTDMQR. b)

MS/MS  do
FMDEALADMDGWTE.

Figura

peptideo

MAGLRPVQIWVPDTR.

c) MS/MS

do peptideo

MAHVNSRVQKHRDALRMAGLRPVQIWVPDTRRPDFAEE
CRRQCRLAAQADMADTDMQRFMDEALADMDGWTE

Nominal mass (M,): 8413; Calculated pl value: 5.61

Matched peptides shown in Bold Red

IV-32: Sequencia primaria da proteina XACb0033. Os peptideos
encontrados para a XACb0033
(vermelho), sendo obtidos 59% de cobertura da sequencia.

(MS/MS)
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Também foi obtido um espectro da proteina intacta para confirmar a massa

exata desta proteina. Através da deconvolugéo foi obtida uma massa molar de
16570,0 e 8285,0 Da (Figura 1V-33) comprovando que a proteina XACb0033 se

comporta como um monémero e também como um dimero.
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Figura IV-33: Espectros de massas da proteina XACb0033. a) Espectro de massa
da proteina intacta e b) apds processamento dos dados.

Através da anadlise do espectro deconvoluido observa-se que a proteina

XACb0033 encontra-se praticamente como um dimero de 16570 Da mas, o

monomero de 8285 Da também é observado. Neste espectro também é verificado

que ocorreu a perda da primeira Met da proteina.
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Para a proteina XACb0033 foram realizados experimentos de fluorescéncia
de emissdo, CD e NMR. Como supracitado, a proteina apresenta dois residuos de
triptofano em sua estrutura primaria, e entao, foram realizados experimentos de
fluorescéncia de emissdo, onde se observou um maximo em 346 nm (Figura IV-
34), indicando residuo de triptofano exposto ao solvente. Normalmente o maximo
de emisséao do triptofano livre em solucéo é na faixa de 350 nm e cai para 330 nm

quando apresentam interagdes intramoleculares hidrofébicas.”

—— Emissdo da XACb0033
Excitagdao da XACb0033|

1.0 A

0.8

0.6

0.4 -

Intensidade/ a.u.

0.2 -
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T T T T T T T T T T 1
250 300 350 400 450 500

&/ nm

Figura 1V-34: Espectros de fluorescéncia de excitagdo e de emissdo da proteina
XACb0033 com uma concentracdo de 24,8 umol.L”" em tampao fosfato de sédio
(25 mmol.L™”, pH 8,0).

A XACb0033 foi entdo submetida a analise por Dicroismo Circular para
avaliagdo da estrutura secundaria.'® Os dados obtidos por CD foram tratados no
programa CDNN'2' para calculo da estrutura secundaria da proteina XACb0033 e

os resultados obtidos estdo sumarizados na Figura IV-35.
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Figura IV-35: llustragdo dos resultados obtidos em analise de CD para a proteina
XACbO0033: a) Espectro de CD, (b) Célculo da estrutura secundaria da proteina
XACbO0033 obtida pelo programa CDNN a partir dos dados de CD. Abaixo gréafico
gerado pelo CDNN. Para os calculos de CD o valor do branco (tampéao fosfato de
sédio (25 mM, pH 8,0) foi descontado.

A partir dos dados de CD foi verificado que a proteina XACb0033 apresenta
estruturas do tipo a-hélice. A partir desta mesma proteina foi realizado ensaio de
desenovelamento térmico em que € observada a perda da estrutura secundaria

com o0 aumento da temperatura (Figura IV-36).
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Figura IV-36: Desenovelamento térmico 20 — 90°C (5°C de incremento).
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Entdo a partir destes dados se iniciou os testes de marcagao isotopica da
proteina XACb0033. O gel da indugéo e lise esta ilustrado a seguir (Figura 1V-37)
e, como pode ser observado, a proteina XACb0033 se encontra no pellet

bacteriano.
kDa np——— - -
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214,1, i
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Figura IV-37: Gel de eletroforese SDS-PAGE (15%) da expressao da XACb0033,
tendo na sequéncia: marcador de peso molecular de proteina; amostras nao
induzidas (NI), 30 minutos ap6és a adicdo de IPTG e 1h, 2h e 16h ap6s a adicao de
rifamicina, lisado (Lis.), precipitado da lise (P), sobrenadante da lise (Sob.)

A proteina XACb0033 foi purificada em coluna de filtracdo em gel e as
amostras coletadas durante todo o processo de expressdo e purificagdo foram
analisadas por eletroforese SDS-PAGE 15% (Figura 1V-38).

As amostras puras da proteina XACb0033 foram concentradas e a sua
concentracao determinada pelo método de Edelhoch. A concentracdo encontrada
para a proteina XACb0033 foi de 45 umol.L™". Para esta proteina marcada com "°N
foram adquiridos os espectros de 'H NMR (Figura IV-39 e Anexo 10) e {"°N,"H}
HSQC (Figura IV-40, Anexos 11 e 12) no espectrémetro Varian 600 MHz no LNBio
(Laboratério Nacional de Biociéncias do CNPEM).
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Figura
reenovelamento da XACb0033, com o pico correspondente a proteina indicado em
vermelho. b) Gel de eletroforese SDS-PAGE (15%) da purificagdo, tendo na
sequencia: o marcador de peso molecular e as fracdes recolhidas da coluna, com

a proteina XACB0033 pura mostrada em destaque (circulo vermelho).
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Figura IV-39: Espectro de '"H NMR da XACb0033.
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Figura IV-40: Mapa de contorno de {°N,'H} HSQC da XACb0033. A amostra
proteica esta em tampao fosfato de sédio 100 mmol L' com 50 mmol L' de NaCl
com adicao de (DO 5%, v/v) e os espectros foram obtidos em equipamento
INOVA 600.

Analisando-se 0s espectros observa-se que a proteina XACb0033
apresenta sinais muito aglomerados (Figura IV-40), assim como para a proteina
FIgN. Uma provavel explicacdo pode ser atribuida a uma possivel agregacéo
desta proteina. No caso da proteina XACb0033 também foi observado auséncia
de estrutura 3D no mapa de contorno {"°N,'H} HSQC. Neste mesmo ensaio, DTT
(ditiotreitol) foi adicionado a amostra com o intuito de dispersar os sinais através
da clivagem das ligacdes de dissulfeto, porém o novo espectro indicou que
amostra continuou agregada. Outras purificacées e tentativas foram realizadas
com esta proteina marcada com '°N (Tabela Ill-7, parte experimental), porém em
nenhum dos casos ocorreu significativa melhora nos mapas de contorno de
{**N,"H} HSQC.
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Estudos anteriores indicaram que a proteina XACb0032 é uma proteina
parceira da proteina XACb0033. A XACb0033 e XACDb0032 sao chaperonas
pequenas de até 12 kDa e formam um complexo XACb0033/XACb0032.%

Acredita-se que a chaperona XACb0032 esta envolvida no sistema de
secrecao do tipo IV da Xac. No caso da bactéria Agrobacterium tumefaciens, a
chaperone (VirE1) esta envolvida na transferéncia de proteinas
independentemente de DNA, mediando a transferéncia da proteina VirE2. A VirE1
€ uma proteina de 7,5 kDa que interage diretamente com o dominio interno da
VirE2 estabilizando-a e prevenindo que a VirE2 sofra agregacdo.®* Reunindo as
caracteristicas citadas acima e as propriedades fisicas de VirE1, acredita-se que
as proteinas XACb0032 e XACb0033 possam interagir e formar um complexo nao
agregado. A XACb0033 tem caracteristicas que poderiam classifica-la como uma
VirE2 da Xac.

Por ser uma proteina parceira da XACb0033, esperava-se que a interacao
XACb0033/XACb0032 diminuisse a agregacao por parte da proteina XACb0033.
Como as chaperonas possuem superficie de interagdo hidrofébica, talvez esta
interacdo possa diminuir interagbes hidrofobicas da XACb0033. Entdo, a interacao
destas proteinas foi estudada por CD, fluorescéncia de emissdao e NMR. Para isso,
ambas as proteinas foram purificadas separadamente.

A proteina XACb0032, é constituida de 107 residuos de aminoacidos em
sua estrutura primaria (Figura 1V-41). Sua massa molecular é de
aproximadamente 11,54 kDa e tem um pl te6rico de 9,0.
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XACb0032
MRGDFVTIAMQGDFGKPRPALVIQADQFDAHT
TVTVLPVTSTLVAAPLLRITVHPSTDNGLQKPS
QVMVDKAMTVKRDKVGRAFGRVDADALVEIE
RCLAVFLGIAK

Figura IV-41: Sequencia primaria da proteina XACb0032.

O gel da inducao e lise esta ilustrado a seguir (Figura 1V-42) e, como pode
ser observado, a proteina XACb0032 se encontra no sobrenadante.

kDa l
97,0 — a8
66,0 — : ‘ v
450_4 AR
30,0 _, : ‘ .
- - » -
20,1 TR
144_4 -® ‘
P NI 1h 2h 16h Lis. P Sob.

Figura IV-42: Gel de eletroforese SDS-PAGE (15%) da expressdo da XACb0032,
tendo na sequéncia: marcador de peso molecular de proteina, amostras nao

induzidas (NI) e 1h, 2h e 16hs apés a adicao de IPTG, lisado (Lis.), precipitado da
lise (P), sobrenadante da lise (Sob.)

A XACb0032 foi encontrada no sobrenadante e como o proximo passo
seria purifica-la em coluna de troca i6bnica CM- Sepharose, a proteina foi dialisada
com tamp&o acetato (50 mmol.L™ pH 5,0).

Porém, apds a didlise 0 meio protéico tornou-se esbranquicado e posterior

centrifugacao (4°C, 15000 rpm e 20 minutos) levou a proteina para o pellet (Figura
IV-43).
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Figura IV-43: Gel de eletroforese SDS-PAGE (15%) da expressao da XACb0032,
tendo na sequéncia: marcador de peso molecular de proteina, amostras nao
induzidas (NI), 1h, 2h e 16hs ap6s a adicao de IPTG, lisado (Lis.), precipitado da
lise (P), sobrenadante da lise (Sob.), sobrenadante apés a mudanca de tampao
(S1) e pellet apés a mudancga de tampao (P1).

Como a proteina migrou para o pellet, pET23a-XACb0033 DNA-1 foi
adicionado a proteina na tentativa de torna-la solavel. Também, houve a tentativa
em solubilizar a XACb0032 adicionando a Xac 306 genémico, DNA-2 (Figura IV-
44). Estes complexos XACb0032/DNA foram dialisadas com tampao fosfato de
s6dio (100 mmol.L™!, pH 8,0) usando uma membrana de porosidade de 3000 Da
durante um periodo de 24 horas, com consecutivas trocas do meio da didlise.

Em seguida o meio foi centrifugado (4°C, 15000 rpm e 20 minutos) e
complexo da XACb0032 + DNA-1 foi encontrado no sobrenadante com poucas

impurezas (Figura IV-44).
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Figura IV-44: Gel de eletroforese SDS-PAGE (15%) da expressdao da XACb0032,
tendo na sequéncia: marcador de peso molecular de proteina, lisado (Lis.),
precipitado da lise (P), sobrenadante da lise (Sob.), pellet apés a mudanga de
tampao (P1), sobrenadante apdés a mudancga de tampao (S1), pellet com DNA-1
(P33), sobrenadante com DNA-1 (S33), pellet com DNA-2 (P306) e sobrenadante
com DNA-2 (S306).

A amostra contendo complexo XACb0032 + DNA-1 foi filtrada (filtro Milipore
0,22 um) e medida a absorbancia a 260 nm (DNA) e a 280 nm (proteina) e os

resultados estdao mostrados na Tabela IV-1.

Tabela IV-1: Absorbancia da XACb0032 + DNA da XACb0033 a 280 nm e 260 nm

Absorbancia a 280 nm 0,853
Absorbancia a 260 nm 0,863
Razao 280 nm/ 260 nm 0,99

A partir dos dados da Tabela IV-1 pode-se concluir que a XACb0032
interage com o DNA-1 na propor¢cdo de 1:1. Entdo esta proteina foi purificada
utilizando cromatografia de filtracdo em gel e as amostras coletadas durante todo
o processo de purificagdo foram analisadas por eletroforese SDS-PAGE 15%
(Figura 1V-45).
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Figura IV-45: a) Cromatograma da purificagcdo do sobrenadante do complexo da
XACb0032 + DNA-1, com o pico correspondente a proteina indicado em vermelho.
b) Gel de eletroforese SDS-PAGE (15%) da purificacdo, tendo na sequencia: o
marcador de peso molecular e as fragdes recolhidas da coluna, com a proteina
XACbO0032 pura mostrada em destaque (circulo vermelho).

Apbés a purificacdo das proteinas XACb0033 marcada com N e
XACb0032+DNA-1 também foram adquiridos os espectros de 'H NMR e {"°N,"H}
HSQC do complexo XACb0033/XACb0032+DNA-1. Apos a purificacdo, ambas as
proteinas  foram  concentradas juntamente na razdo molar 2:1
(XACb0033:XACb0032) e analisadas no equipamento INOVA 600. No entanto,
novamente nao houve mudancas significativas e a proteina XACb0033 continuou
agregada. Os espectros adquiridos encontram-se nos anexos 22 e 23.
Paralelamente a XACb0032 foi purificada também sem o DNA da XACb0033,
porém a purificacao € muito dificil e ndo obtivemos ela pura. Esta proteina também
foi concentrada juntamente com a XACb0033 marcada com '°N na razdo molar
2:1 (XACb0033:XACb0032) e analisadas no equipamento INOVA 600. No entanto,
novamente nao houve alteracdo. Os espectros adquiridos encontram-se nos
anexos 24 e 25. Os mapas de contorno {"°N,'H} HSQC adquiridos para a proteina
XACb0033 livre e complexada com a proteina XACb0032 estdo ilustradas nas

Figuras IV-46 e Figura IV-47. Do mesmo modo que para as proteinas FIgN e FigK
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complexadas, o complexo entre as proteinas XACb0033 e XACb0032 resultou em

uma pequena melhora nos sinais mas 0s sinais estdo menos intensos.
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Figura IV-46: Mapa de contorno de {'°N,"H} HSQC da proteina XACb0033.
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Figura IV-47: Mapa de contorno de {"N,'H} HSQC do complexo
XACb0033/XACb0032 na razao molar 2:1.
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Na tentativa de melhor explicar os resultados foram gerados modelos
tridimensionais para as duas proteinas XACb0032 e XACbO033 utilizando o
programa I-TASSER."'®> O melhor dentre os cinco gerados para a XACb0033 foi
obtida com um score de -2,41 (Figura IV-48b). Para a XACb0032 o programa |-
TASSER gerou apenas um modelo com um score de 1,13 (Figura IV-48a).

b)

MET-1

LYS-107 -

Figura IV-48: a) Representacdo em cartoon da estrutura da XACb0032 com N- e
C- terminais marcados (I-TASSER C-score = 1,13, o0 Unico gerado pelo programa)
e b) Representacdo em cartoon da estrutura da XACb0033 com N- e C- terminais
marcados (I-TASSER C-score = -2,41, o valor de maior pontuac¢ao dentre os cinco

gerados) e os residuos de Trp (Trp70 e Trp26) em verde (exposto ao solvente).

A partir das estruturas geradas pelo I-TASSER € observado que a
XACb0032 apresenta uma unica hélice e o restante da estrutura apresenta-se
desestruturada (estrutura randémica).

De acordo com o modelo da Figura IV-48b, tem-se que a proteina
XACbO0033 apresenta trés hélices-a, intercaladas por segmentos desordenados. A
estrutura conhecida de chaperonas de secrecdo mostra que o alto conteudo

helicoidal é uma similaridade estrutural entre elas.
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Os dados de fluorescéncia corroboram com a estrutura proposta pelo |-
TASSER, pois os dois residuos de triptofanos da proteina XACb0033, Trp70 e
Trp26, apresentam-se mais exposto ao solvente. Além disso, também foi
verificado que o Trp26 encontra-se uma regiao randémica da proteina. No entanto,
ha discrepancias entre os dados de CD e NMR com a estrutura proposta pelo |-
TASSER assim como para a proteina FIgN. Através dos dados de CD é observado
baixo conteudo a-hélice, que pode ser resultado da baixa concentracdo usada
(amostra de fluorescencia). Analisando-se os espectros de NMR 1D e 2D foi
observado também esta baixa ocorréncia de estrutura secundaria. Uma explicacéo
provavel é uma possivel agregacao proteica durante a concentracdo da amostra
ou ainda, uma troca conformacional. No mapa de contorno {"°N,"H} HSQC (Figura

IV-46) também foi observado auséncia de estrutura 3D.
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4.3 Proposta de Estrutura para as proteinas FIgN e XACb0033

Nesta parte do trabalho as duas proteinas da Xac foram purificadas e
analisadas pelas técnicas de ligacdo cruzada (cross-linking) e footprinting em
colaboragédo com o grupo do Prof. Fabio C. Gozzo (IQ-UNICAMP).

Na andlise de ligacdo cruzada foram testados trés reagentes: DSS
(Disuccinimidyl suberate), EDC (1-ethyl-3-(3-dimethylaminoisopropyl)
carbodiimide) e SDAD (Succinimidyl 2-([4,4'-azipentanamido]ethyl)-1,3'-
dithioproprionate). O DSS tem especificidade com a cadeia lateral de residuos de
lisina ou N-terminal. O EDC reage com a cadeia lateral de residuos acidos
ativando-os e em seguida, leva a formacao de uma ligagdo amida através de uma
reacao de condensacao do residuo de acido com a cadeia lateral de residuos de
lisinas que estejam a uma distancia de uma ligacdo de hidrogénio (3-7A). Ja o
SDAD reage através do NHS com a cadeia lateral de um residuo de lisina [-
(CH2)sNH3] e a reagéo inespecifica do carbeno formado pela saida de N, da
porcao diazirina.

No entanto, acredita-se que os experimentos de ligacdo cruzada nao foram
bem sucedidos em fungéo da baixa ocorréncia de residuos de lisina (K) ao longo
da sequéncia primaria das proteinas (pl baixo), e da desativacdo dos poucos
residuos de lisina presentes, em funcao da alta ocorréncia de residuos de acido
glutédmico (E). Isso diminuiria o rendimento da reagcdo com os reagentes de ligacao
cruzada, os quais s&o, em menor ou maior proporcao, lisina-dependentes.

Em seguida, as proteinas FIgN e XACDb033 foram submetidas ao
experimento de footprinting. O reagente usado para a modificacdo quimica nesta
etapa foi o dietil pirocarbonato (DEPC). Este reagente apresenta alta reatividade a
residuos de histidina, levando a uma modificagdo covalente no residuo de histidina
(His, H), mas também pode reagir com outros nucledfilos. Os espectros das
Figuras 1V-49-54 referem-se aos peptideos modificados pelo DEPC, o que indica
que estes encontram-se na superficie da proteinas, que pode ser utilizado em

gerar as restricdes para modelagem molecular.
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Figura IV-49: Espectro de MS do peptideo LAAQADMADT*DMQR da XACb0033
que reagiu com o DEPC [M+H+72]".
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Figura [IV-50: Espectro de MS do peptideo MAGLRP*V*QIWVPDTR da
XACDb0033 que reagiu com o DEPC [M+H+72]". O DEPC reagiu com o residuo P
ou V.
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Figura IV-51: Espectro de MS do peptideo TESAPSY*DA*K da FIgN que reagiu
com o DEPC [M+H+72]". O DEPC reagiu com o residuo Y ou A.
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Figura IV-52: Espectro de MS do peptideo TESAPSYDAK*GQSSVLR da FIgN
que reagiu com o DEPC [M+H+72]".
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Figura IV-53: Espectro de MS do peptideo HTQDK*LSALQALEAAMPAGEEER
da FIgN que reagiu com o DEPC [M+H+72]".
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Figura IV-54: Espectro de MS do peptideo H*TQDK*LSALQALEAAMPAGEEER
da FIgN que reagiu com o DEPC [M+H+72]".
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A partir dos dados obtidos foi dificil modelar uma estrutura 3D para as
XACbO0033 e FIgN, uma vez que poucos peptideos modificados foram identificados
apds a reacao com DEPC. Outro motivo € a auséncia de modelos de alta
resolucdo determinados por técnicas experimentais, pois as proteinas em estudo
nao apresentam homologas ou apresentam baixa homologia com outras proteinas
da familia.

Com o objetivo de encontrar a melhor estrutura que condiz com os dados
de footprinting foram gerados modelos de estrutura 3D para as proteinas
XACb0033 e FIgN utilizando os programas computacionais |-TASSER'"® e
QUARK''® que se baseiam na sequencia primaria da proteina.

O I-TASSER utiliza o alinhamento com diferentes estruturas conhecidas
para calcular uma estrutura tridimensional com base na sequéncia de
aminoacidos. No caso da proteina FIgN, o I-TASSER gerou cinco modelos de
estruturas, com um TM = 0,42+0,14 (TM < 0,17 indica modelos de topologia
randémica) e, no caso da XACb0033 foram obtidas cinco estruturas in silico, com
um TM = 0,43+0,14. TM é uma medida de similaridade estrutural entre duas
estruturas. O QUARK é um programa que constréi um modelo tridimensional da
proteina baseado somente na sequéncia de aminoacidos. Como ele nao se baseia
em estruturas conhecidas € apropriado para predicdo de proteinas que nao
apresentam homologia com outras proteinas. Para cada sequéncia de
aminoacidos 0 QUARK gera 10 modelos de estruturas. A partir de 15 modelos de
estrutura calculados para cada proteina (I-TASSER e QUARK), duas restricoes
foram utilizadas para tentar propor uma estrutura plausivel. Uma restricdo aplicada
foi a SASA''® e a outra, obtida via RMSD (desvio da média quadratica) em relagéo
a estrutura proposta pelo programa I-TASSER com maior score.

Os valores de SASA para peptideos gerados no experimento de footprinting
estdo sumarizados na Tabela 1V-2-7. Os modelos de 1-5 se referem aos modelos
gerados pelo I-TASSER e de 6-15 os modelos gerados pelo QUARK. Os numeros
em vermelho sdo valores de SASA em destaque dos possiveis modelos.
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Tabela IV-2: Valores de SASA (A?) para o peptideo LAAQADMADTDMQR gerado
a partir da analise de footprinting da proteina XACb0033. O aminoacido em
vermelho é o residuo que reage com o DEPC na analise de footprinting

o
§ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
45- -
[)
o
Leu
L 123 41 130 83 19 127 57 116 97 91 56 91 88 107 92
Ala
A) 5,4 52 28 1,2 36 18 0 34 1,0 2,1 1,8 1,0 0 0,7 0
Ala
A) 25 89 21 35 59 12 62 33 51 64 59 48 61 65 51
?Cl;; 169 103 181 120 98 136 113 141 138 102 146 144 135 137 130
Ala
A) 62 70 59 48 0,4 70 39 80 41 79 49 20 32 23 25
Asp
D) 134 95 86 95 90 83 144 91 115 119 107 124 124 154 149
'(v"v?)t 42 178 68 31 174 147 86 142 158 144 167 155 165 123 127
Ala
A) 44 25 75 47 43 50 62 53 33 14 61 30 63 7,7 33
Asp
(D) 82 51 65 53 44 26 49 6,3 26 21 23 23 19 59 97
Thr
M 95 74 109 105 90 56 86 77 81 82 72 76 75 94 78
Asp
D) 77 78 51 50 36 65 83 87 91 79 78 78 86 5,8 32
Met
M) 2,3 11 9 4.0 16 21 0,1 20 25 3,8 26 22 24 2,7 3,0
?Cl;; 86 66 89 101 74 35 18 27 46 82 57 45 38 57 69
'(AF:? 157 165 102 142 104 148 145 163 158 151 154 150 154 119 138
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Tabela IV-3: Valores de SASA (A?) para o peptideo MAGLRPVQIWVPDTR gerado
a partir da analise de footprinting da proteina XACb0033. O aminoacido em
vermelho é o residuo que reage com o DEPC na analise de footprinting

o
§N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
o

[)
o

Pro

(P) 53 18 67 38 100 91 106 90 128 124 112 121 83 92 107
Val

W) 0,5 16 6,4 6,9 61 38 21 3,5 37 20 41 2,7 1,0 3,9 17
?Cl;; 69 75 55 48 63 74 64 56 35 57 35 14 40 28 69

lle(l) 1,6 21 5 94 9 07 27 03 20 0 67 89 37 78 02

(Tvi/r; 75 157 42 8 132 15 91 103 32 25 34 93 83 25 97

Tabela IV-4: Valores de SASA (A?) para o peptideo TESAPSYDAK gerado a partir
da analise de footprinting da proteina FIgN. Os aminoacidos em vermelho sdo os
residuos que reagem com o DEPC na analise de footprinting

o
§ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
45-1-

[]

o

Ser

S) 42 63 77 90 81 38 21 29 93 41 3,2 0 0,1 5,6 1,5
Tyr

) 196 22 164 163 48 93 92 66 92 116 102 65 27 111 81
Asp

D) 128 44 91 32 17 76 20 90 31 15 29 44 68 38 73
?A? 24 56 69 70 64 70 97 104 101 45 85 66 110 96 102
I(‘?g 150 99 158 140 154 203 158 149 160 159 195 182 183 168 203
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Tabela IV-5: Valores de SASA (A?) para o peptideo TESAPSYDAKGQSSVLR
gerado a partir da analise de footprinting da proteina FIgN. O aminoacido em
vermelho é o residuo que reage com o DEPC na analise de footprinting

o
s, ' 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15
a

(1)

o

Asp

o, 128 44 o1 s 17 76 20 9 31 15 29 44 68 3B 73
’(\/'f)‘ 24 56 69 70 64 70 97 104 101 45 8 66 110 96 102
'(‘z‘;‘ 150 99 158 140 154 203 158 149 186 159 195 182 183 168 203
Gly

@ 4 06 61 3 16 58 43 44 53 53 60 47 33 81 17
%r)‘ 27 109 36 19 57 94 101 39 150 116 69 138 95 100 155

Tabela IV-6: Valores de SASA (A?) para o peptideo HTQDKLSALQALEAAM
PAGEEER gerado a partir da andlise de footprinting da proteina FIgN. O
aminoacido em vermelho é o residuo que reage com o DEPC na andlise de

footprinting

3

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
=

(3]

o

%r)] 63 114 94 99 118 103 109 103 93 111 104 106 58 107 91
Asp

D) 99 44 90 92 8 67 97 93 53 50 98 88 47 91 47
Lys

(K) 16 6,8 48 75 9,6 74 40 69 6,9 37 32 7 1,4 27 0
Leu

L 15 76 74 97 101 72 78 8 20 85 78 66 43 89 37
Ser

S) 64 60 71 63 56 64 61 54 55 64 68 68 39 61 61
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Tabela IV-7: Valores de SASA (A% para o peptideco HTQDKLSALQALEA
AMPAGEEER gerado a partir da andlise de footprinting da proteina FIgN. Os
aminoacidos em vermelho sao os residuos que reagem com o DEPC na andlise
de footprinting

o
§ o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
=3

(1]

o

|(-Il-llj 67 39 135 127 45 66 71 83 52 34 81 85 28 49 50
Thr

m 0 12 44 63 26 18 45 48 3,6 16 15 29 0 59 8,0
?Cl;)] 63 114 94 99 118 103 109 103 93 111 104 106 58 107 91
Asp

D) 99 44 90 92 85 67 97 93 53 50 98 88 47 91 47
Lys

(K) 16 68 48 75 96 74 40 69 69 37 32 71 1,4 27 0

O experimento de SASA'?* mede a acessibilidade na superficie de Van der
Waals da estrutura 3D. O raio de Van der Waals usado neste experimento foi o
raio da agua (aproximadamente 1,4 A) e, portanto, a superficie descrita é
geralmente referida como a superficie acessivel ao solvente. A partir de uma
estrutura 3D, Alphasurf'® calcula a area superficial exata usando um método
analitico baseado na alpha shapes theory (descrito para um conjunto determinado
de pontos). O ProtSA remove todos os atomos de hidrogénio antes de efetuar os

124 3) Kim, R.; Choi, C. A linear function for the approximation of accessible surface area of
proteins. Protein Peptide Lett 2006, 13, 549-553. b) Ojha, L.; Chaturvedi, A.; Bhardwaj, A. Role of
solvent accessible surface area (ASA+) and Baladen 3D index (j38D) in binding affinity of Tibo
derivatives. Int J Pharm Science Res 2011, 12, 3177-3182. ¢) Lu, C.; Chen, S.; Bretana, N.; Cheng,
T.; Lee, T. Carboxylator: incorporating solvent-accessible surface area for identifying protein
carboxylation sites. J Comput Aided Mol Des 2011, 25, 987-995. d) Wang, C.; Xi, L.; Li, S.; Liu, H.;
Yao, X. A sequence-based computacional model for the prediction of the solvent accessible surface
area for a-helix and B-barrel transmembrana residues. J Comput Chem 2011, 11-17. e) Faraggi, E.;
Zhang, T.; Yang, Y.; Kurgan, L.; Zhou, Y. SPINE X: Improving protein secondary structure
prediction by multistep learning coupled with prediction of solvent accessible surface area and
backbone torsion angles. J Comput Chem 2011, 259-267.

125 Alphasurfer: parte do software ProGeom
(http://koehllab.genomecenter.ucdavis.edu/people/koehl/research/proshape) para calculos de
SASA.
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calculos de SASA. Conjunto de raios atbmicos de Van der Waals usados €
apresentado em Naccess (http://www.bioinf.manchester.ac.uk/naccess/), que por
sua vez foram tomados do Chothia.'?® Para atomos em residuos diferentes dos 20
tipos padrdes, um raio de 1,80 A é usado.

A partir dos dados de SASA € esperado que os residuos que estdo na
superficie da proteina enovelada estejam em maior contato com agua. Sendo
assim, os residuos que estdo mais expostos (com um valor de SASA maior)
seriam 0s mais provaveis de reagir com o DEPC. Através dos dados de SASA
(Tabela 1V-2-7) foram observados os maiores valores (numeros indicados em
vermelho) para o residuos que estédo diretamente ligados ao DEPC, resultado da
andlise de Footprinting.

Para a proteina XACb0033 as estruturas que condizem com os melhores
valores de SASA sao os modelos 1, 3, 4, 5,6, 7,9, 10, 11, 12, 14 e 15 e para a
proteina FIgN condiz com as estruturas 1, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 e
15. Para o peptideo TESAPSYDAK da proteina FIgN acredita-se que o DEPC
reagiu com o residuo de Y e para o peptideo MAGLRPVQIWVPDTR da proteina
XACb0033, o DEPC reagiu com o residuo de P. Estes aminoacidos foram os
selecionados pois sdo os que apresentam maior valor de SASA para cada
peptideo.

Outra restricdo usada para propor modelos estruturais que melhor se
encaixam a estes dados foi o calculo dos valores de RMSD para as proteinas
XACb0033 e FIgN. Como estrutura modelo para estes célculos foram usados as
estruturas do |-TASSER de melhor C-score. O valor de C-score determina a
qualidade dos modelos preditos pelo I-TASSER e um valor de C-score maior

significa um modelo de maior confianca.

126 Chothia, C. The nature of the accessible and buried surfaces in proteins. J Mol Biol 1976, 105,
1-12.
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Para a XACb0033 foram obtidos 5 modelos de estruturas gerados pelo I-
TASSER, porém, a estrutura do modelo 1 teve um score de -2,41 (Figura IV-55) e

foi escolhido como melhor modelo.

MET-1

Figura IV-55: Representacdo em cartoon da estrutura da XACb0033 com N- e C-
terminais marcados (I-TASSER C-score = -2,41, o valor de maior pontuacao
dentre os cinco gerados) e os residuos de Trp (W70 e W26) em verde (exposto ao
solvente).

Para a proteina FIgN de 5 modelos de estruturas gerados pelo I-TASSER
foi escolhido como melhor a estrutura de nimero 1 apresentando um score de -
2,51 (Figura IV-56). Esta estrutura calculada pelo I-Tasser foi 0 modelo que melhor
sobrepds o envelope experimental obtido pelos dados de SAXS publicado

recentemente.®?
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Figura IV-56: Representacdo em cartoon da estrutura da FIgN com N- e C-
terminais marcados (I-TASSER C-score = -2,51) e o residuo de Trp (W78) em
verde (exposto ao solvente).

Estes modelos foram usados como referencia para o calculo de RMSD.
Neste calculo os modelos foram alinhados com o modelo selecionado, no caso
das XACb0033 e FIgN com modelos 1 e, em seguida foi calculado o desvio da
média quadratica. O alinhamento e os calculos foram realizados no programa
VMD 1.9.1 e estdo mostrados nas Figuras IV-57 e [V-58.
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Modelo  RMSD (A) Modelo RMSD (A)

1 0,000 8 6,998

2 13,132 9 11,298

3 10,884 10 11,377

4 11,702 11 8,084

5 9,970 12 9,824

6 8,564 13 8,462

7 9,967 14 11,499

15 9,451

Figura IV-57: Os 15 modelos alinhados gerados pelos programas |-TASSER e
QUARK para a proteina XACb0033 e ao lado valores de RMSD gerados no

programa VMD usando-se como modelo a estrutura 1.

Modelo RMSD (A) Modelo RMSD (A)

1 0,000 8 15,740
2 10,532 9 12,309
3 13,481 10 15,849
4 16,382 11 16,607
5 10,257 12 15,883
6 15,732 13 12,323
7 15,830 14 15,766

15 11,973

Figura IV-58: Os 15 modelos alinhados gerados pelos programas |I-TASSER e
QUARK para a proteina FIgN e ao lado valores de RMSD gerados no programa

VMD usando-se como modelo a estrutura 1.
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Com base nos dados de RMSD, para a proteina XACb0033 os menores
valores correspondem as estruturas 6, 8, 11 e 13. Dentre as opg¢des selecionadas
para a XACb0033 através dos dados de SASA o modelo que mais se aproxima ao
escolhido (modelo 1 do I-TASSER) foi o modelo 6 obtido pelo QUARK. Ja para a
proteina FIgN, os menores valores condiz com as estruturas 2, 5, 9, 13 e 15.
Dentre as opgdes selecionadas para a FIgN através dos dados de SASA, modelos
5 e 13 foram os mais similares com o modelo 1 (I-TASSER). As estruturas para os

modelos selecionados estdo apresentados nas Figuras IV-59 e 60.

MET-1
MET-1

TRP-70

GLU-72

Figura IV-59: Representacao em cartoon da estrutura da XACb0033 com N- e C-
terminais marcados e os residuos de Trp (W70 e W26) em verde. (a) Modelo 1
gerado pelo I-TASSER. (b) Modelo 6 gerado pelo Quark.
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ALA-110

Figura IV-60: Representacdo em cartoon da estrutura da FIgN com N- e C-
terminais marcados e o residuo de Trp (W78) em verde. (a) Modelo 1 gerado pelo
I-TASSER. (b) Modelo 5 gerado pelo I-TASSER. (c) Modelo 13 gerado pelo Quark.

Através das estruturas tridimensionais geradas pelos programas I-TASSER
e QUARK, de acordo com os dados de SASA e restricoes impostas (RMSD), foi
observado que as proteinas FIgN e XACDb0033 apresentam uma estrutura
praticamente do tipo a-hélice.

A proteina XACb0033 apresenta dois residuos de Trp em sua estrutura
primaria, Trp70 e Trp26, que se encontram em uma regido desordenada da
proteina no caso do modelo 6 gerado pelo programa QUARK e, Trp70 em regido
ordenada e Trp26 em regido randémica, no caso do modelo 1 gerado pelo
programa |-TASSER. Ambos modelos corroboram com os dados de fluorescéncia
para esta proteina que apresentou um maximo em 346 nm, caracteristicos de Trp
mais expostos e mais acessiveis ao solvente.

Além disso, também foi verificado que esta proteina se comporta
praticamente como um dimero em solugao através de espectrometria de massas.
No entanto, ha discrepancias entre os dados de CD e NMR com as estruturas

propostas.
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Através dos dados de CD foi observado baixo conteudo a-hélice, e, além
disso, o0 mesmo foi observado nos espectros de NMR 1D e 2D que indicaram
agregacao proteica ou troca conformacional além de auséncia de estrutura 3D.

Ja a proteina FIgN apresenta um unico residuo de Trp em sua estrutura
primaria, Trp78, que se encontra em uma regiao ordenada da proteina para todos
modelos selecionados e além disso, este encontra-se mais exposto ao solvente
e mais acessiveis ao solvente corroborando com os dados de fluorescéncia desta
proteina. Através da andlise de massas foi observado que este proteina se
comporta como um mondmero em solugdo. No entanto, assim como para a
XACbO0033, ha discrepancias entre os dados de CD e NMR com as estruturas
propostas.

Através dos dados de CD foi observado baixo conteudo a-hélice, e, além
disso, 0 mesmo foi observado nos espectros de NMR 1D e 2D que indicaram
agregacao proteica ou troca conformacional além de auséncia de estrutura 3D.

4.4 Interacoes Proteinas e Ligantes

Na segunda parte do trabalho, foram estudadas as interacées entre a
proteina Hsp90 da laranja com os trés ligantes ATP, ADP e ATPyS utilizando
método de STD-NMR. Estas interagdes e a interagdo da proteina Hsp90 com a
geldanamicina foram estudadas aplicando a técnica de fluorescéncia de emissao,
também. A funcéo da Hsp90 da laranja, conforme a nossa hipétese, é de ser uma
peca chave em re-estabelecimento de enovelamento correto das proteinas
secretadas pela Xac. Nesta etapa, as ATPases como a Hsp100 e a Hsp90 utilizam
a hidrélise do ATP como fonte de energia no processo de enovelamento.

Os dados obtidos para a proteina Hsp100 da cana de acucar foram
utilizados como padrao para interagéo positiva e de comparacao com a Hsp90 da
laranja. Os espectros para os ligantes ATP, ATPyS e ADP estao apresentados nas
Figuras IV-61-62.
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alessandra ADPImM D20/tri-res jul30aleH3
a)
NH
H-8 :
=\
H-2 N ¢
7
0 0 / 5\
Il Lo i
HO—P—0—P—0 ' N
OH OH
H-1’ ,
H-5a
H-4’ H-5b’
\ v
J\J..J J J\\L 1
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 ppm

alessandra ATP1lmM new D20/tri-res jul30aleHZ

b) H-2

H-1’

H-5a’

H-5b’
H-4’ v

Figura IV-61: Espectros de '"H NMR (499,99 MHz) em D,O. (a) ADP 1 mmol.L" e
(b) ATP 1 mmol.L™".
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alessandra ATPgamaSlmM D20/tri-res jul30aleH4
H-8
H-2
H-1’
H-5a’
H-4’
\ H-5b’
i o WM L e
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 ppm

Figura IV-62: Espectros de '"H NMR (499,99 MHz) em DO do ATPyS 1 mmol.L™".

Os espectros de STD obtidos para a interacado da proteina Hsp100 da cana
de acucar e ATPyS, ATP, e ADP estao ilustrados nas Figuras IV-63-65.
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alassandra D20/tri_ras ATP+HsplO0 marl3alaSTD_cont3
Pulse Sequance: STD_control
a)
NH,
0.1
Ho—i"fofl"fo—l‘:fo
OH OH OH
WJL\ A L
I T I I T T I I I I 1
] g 7 6 5 4 3 2 1 pEm
lessandra D20/tri_res ATP+Aepl00 marl3aleSTD3
Pulse Sequence: satxferlD
H-2
H-1’ Tris-HCI
H-8
T T T T T T T T T T T
9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

Figura IV-63: Espectros de NMR da proteina Hsp100 com o nucleotideo ATP na
razao molar 1:100. (a) Espectro de STD-controle e (b) Espectro de STD.
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alassandra D2Oftri_res HsplOO+ATPgamaS fov2BaleSTD_cont

Pulse Sequence: STD_control

a)

}, I
g 1
T T T T 1
9 3 2 1 ppm
alessandra D20/tri_res HsplO0+ATPgamaS fevZB8aleSTD
Pulsge Saquenca: satxfarlD
Tris-HCI
H-8 H-1’
T T T T T T T T T T T
9 8 7 6 5 4 3 2 1 Ppm

Figura 1V-64: Espectros de NMR da proteina Hsp100 com o nucleotideo ATPyS
na razdo molar 1:100. (a) Espectro de STD-controle e (b) Espectro de STD.
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alaessandra DZO/tri_res AsplO0+ADP mar27aleSTD_contl

Pulza Saguence: ETD_control

a) NH,

Wl n o

9 8 7 6 5 4 3 2 1 PEm

alesgandra DZO/tri_res HeplOO+ADP marZ7aleSTDL

Pulse Sequanca: satxferlD

b)

Tris-HCI

H-2 H-1’

9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

Figura IV-65: Espectros de NMR da proteina Hsp100 com o nucleotideo ADP na
razdo molar 1:100. (a) Espectro de STD-controle e (b) Espectro de STD.
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Comparando os espectros de STD (Figuras 1V-63-65), podemos notar que
apenas os hidrogénios H-8 e H-2 da adenosina e H-1’ da ribose dos nucleotideos
interagem diretamente com a proteina analisada (Hsp100). Por isso, acredita-se
que estes ligantes interagem com o sitio ligante da Hsp100 da cana de agucar de
modo que, os fosfatos estdo orientados para fora do sitio ligante e a adenina e
ribose encontram-se no bolsdo do sitio ligante.'' Através dos resultados de STD
foi possivel calcular o fator de STD, que é um parametro que nos fornece
informacao acerca da porcentagem de interagdo dos hidrogénios do ligante que
estdo interagindo com a proteina. Sendo assim, o mapa de epitopo do ligante
pode ser determinado. Os valores do fator STD para os experimentos realizados
com as misturas: Hsp100/ATP, Hsp100/ADP e Hsp100/ATPyS estao apresentados
na Tabela IV-8. Os valores obtidos indicam que a Hsp100 interagiu efetivamente

com todos os ligantes. Estes valores foram calculados do seguinte modo:
Fator de STD (%) = (loistocontroly — lsTD))/ logsTDcontrol) (Equacao IV-1)

Em que loisToeontroly representa a intensidade do sinal no espectro de STD controle

e listp) representa a intensidade do sinal no espectro de STD.

Tabela IV-8: Mapa de epitopos obtido em interacbes da Hsp100 da cana de
acucar com ATPy-S, ATP e ADP.

Hidrogénio  Hsp100+ATPyS Hsp100+ATP  Hsp100+ADP

H-8 99% 100% 100%
H-2 100% 100% 99%
H-1" 98% 100% 99%

As interacdes da proteina Hsp100 da cana de agucar com o nucleotideo
ATPyS também foram observadas no experimento de HETCOR através de
mudanga dos deslocamentos quimicos de alguns atomos de carbono do ligante
(IV-66).
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Alassan: dra ATPEE dZo/nanossenda abrllaleBETCOR

Pulse Sequence: hatcor

2cH CH2
-trig
C-4 2-tris

‘ II C-5

C2

a) Co-6

coa|”?
|

[60—5 {02‘

|

10

11 !

B L e B B B B
160 140 120 100 80 &0 40 20 8]

F2 (ppm)
Blassandra ATPES+ESPLO0 dZo/nanossonda abrlgaleHETCOR
Pulse Saguence: heteor
Cc-2
Co-6 c.8 c-2

bl e

CH2

¢y 2cH tris

2-tris

b)

L L
140 120 100 80 60 40 20 o]

F2 (ppm)

Figura IV-66: Mapas de contorno de experimentos HETCOR {'3C-'H}. (a) ATPyS
(40 uL de D;O + 5,0 mg de ATPyS) e (b) ATPYS + Hsp100 (20 ulL de D;O + 2,5 mg
de ATPYS + 20 uL de Hsp100, 120 umol.L™"). Em vermelho estdo destacadas as
correlagdes '°C-'H em ATPyS que sofreram deslocamentos apés complexagao
com a Hsp100.
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Como visto pelas representagdes na Figura IV-66, Hsp100 interage com a
ATPy-S modificando os deslocamentos quimicos dos sinais (apresentados em
vermelho na tabela 1V-9) nos mapas de contorno de HETCOR. As mudancas

observadas nos deslocamentos quimicos estdo resumidas na Tabela 1V-9.

Tabela IV-9: Atribuicdo dos sinais de HETCOR obtidos em interacées da Hsp100
com ATPy-S em comparacdo com ATPy-S. A diferenca de deslocamentos

quimicos (CICS, Complexation-Induced Chemichal Shift) foram calculados.

HETCOR - ATPyS HETCg:; 1‘:\){)""3 ¥ cics
Atribuicao
Carbono | Hidrogénio | Carbono | Hidrogénio | Carbono |Hidrogénio
(ppm) (ppm) (Ppm) (ppm) (ppm) (ppm)
C-5 65,0 4,1 65,1 4,1 0,1 0
c-4 70,1 4,2 70,2 4,2 0,1 0
c-3 74,2 4.4 74,2 4,4 0 0
Cc-2 83,6 4,6 83,8 4.5 0,2 0,1
Cc-1 86,6 59 86,7 59 0,1 0
Co-5 1180 | - 1183 | - 03 | -
C-8 139,6 8,2 139,8 8,0 0,2 0,2
Co4 1486 | - 1488 | @ - 02 |
Co-6 1550 | = - 155,4 | ---- 04 | -
C-2 152,4 7,8 152,6 8,3 0,2 0,5
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Quanto a precisdao dos dados de deslocamento quimico adquiridos para o
CICS, pode-se determinar o valor minimo exigido de mudanca para deslocamento
quimico tendo em conta a preparagcao dos experimentos. Como ambos o0s
experimentos, na presenga e auséncia da proteina ligante, foram realizados no
mesmo equipamento, em sequencia, e com a manutengéao da mesma temperatura
da amostra, o Unico erro de medida esperado vém da resolucao espectral utilizada
no experimento. Para os valores do Carbono, utilizou-se uma janela espectral de
180 ppm, adquirida com 2048 pontos (dimensdo direta), obtendo-se assim uma
resolucdo de 0,087ppm por ponto, tornando valida qualquer diferenca de
deslocamento quimido medida acima desse valor. Ja para o Hidrogénio, utilizou-
se uma janela espectral de 13ppm, adquirida com 128 pontos (dimensao indireta),
obtendo desta forma uma resolucao de 0,101ppm por ponto, garantindo assim que
qualquer diferenca de deslocamento quimico medido acima deste valor representa
interagcéo da proteina com o ligante.

A partir dos resultados acredita-se que os ligantes interagem com a
proteina Hsp100 através dos hidrogénios H-2 e H-8 da adenosina e H-1' da ribose.
Os ligantes entram no sitio ligante da proteina com os fosfatos direcionados para
fora do sitio.

A partir dos resultados positivos para interacao entre a Hsp100 da cana de
acucar e os nucleotideos, foram iniciados os experimentos com a Hsp90 da
laranja. Os experimentos de STD e STD controle foram preparados do mesmo
modo que para a Hsp100 e os resultados obtidos estdo mostrados nas Figuras V-
67 e 68.
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Alossandra Aepl+ATP (30miereM/ S0mM) D20/penta mail3aleSTDZ

Pulsa Saguanca: satxfarlD

b)

Tris-HCI

H-1’

UL L T P

Figura IV-67: Espectros de NMR da proteina Hsp90 da laranja com o nucleotideo
ATP na razdo molar 1:100. (a) Espectro de STD-controle e (b) Espectro de STD.
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saturation transfer 1D

Pulse Sequence: STD_controle
NH,

a)

Blasgandrs Aepl+ATPgamaS (30microMs S0mM) DZC/penta mail3alaSTDL

Pulsa Saguence: satxfarlD

b)

Tris-HCI

Figura IV-68: Espectros de NMR da proteina Hsp90 da laranja com o nucleotideo
ATPyS na razado molar 1:100. (a) Espectro de STD-controle e (b) Espectro de STD.
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Os resultados dos experimentos de STD entre Hsp90 com os nucleotideos
supracitados, revelaram que os atomos de hidrogénio H-8 e H-2 da adenosina e
H-1° da ribose também interagem com a proteina Hsp90. Em todos os
experimentos calculou-se 0 mapa do epitopo e, em todos os casos, estes valores
estavam proximos a 100% (Tabela IV-10). Para o ligante ADP nao foi observada
interacdo com a proteina Hsp90 da laranja e as interacdes entre a Hsp90 da
laranja e a geldanamicina ndo foram realizadas, pois a geldanamicina apresenta
baixa solubilidade em dimetilsulfoxido-ds (DMSO) e quando em contato com a
proteina provoca precipitagdo. A interacao com o ligante ADP n&o foi visualizada
possivelmente por esta interagcdo ser fraca ou muito forte, ndo havendo ligante

livre em tempo de RMN (escala).

Tabela IV-10: Mapa de epitopo obtido em STD-NMR para os hidrogénios H-8, H-2
e H-1’ obtidos em interacdes da Hsp90 da laranja com ATPyS e ATP.

Hidrogénios Hsp90+ATPyS Hsp90+ATP Hsp90+ADP

H-8 99% 90,5%
H-2 98% 92%
H-1" 98% 90%

Em seguida, foi realizado um estudo da interacao desta proteina com os
mesmos ligantes utilizando a técnica de fluorescéncia de emissdo. Como a Hsp90
da laranja possui 6 triptofanos em sua sequéncia primaria (Figura I1V-69), foi
analisado se a fluorescéncia de emissdo destes residuos é modificada na
presencga dos ligantes. As concentracdes e o comprimento de onda de excitacao
e emissao maxima dos ligantes e da Hsp90 da laranja estdo mostrados na Tabela
IV-11.
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Hsp90laranja

MASETETFAFQAEINQLLSLIINTFYSNKEIFLRELISNSSDALDKIRFESLTDKSKLDAQPE
LFIHIIPDKTNNSLSIIDSGIGMTKADLVNNLGTIARSGTKEFMEALAAGADVSMIGQFGVG
FYSAYLVAEKVIVTAKHNDDEQYIWESQAGGSFTVTRDTSGELLGRGTKITLHLKEDQLE
YLEERRLKDLIKKHSEFISYPISLWIEKTTEKEISDDEDEEEKKDEEGKVEDVDEEKEKEE
KKKKKIKEVSHEWSLVNKQKPIWMRKPEEITKEEYAAFYKSLTNDWEEHLAVKHFSVEG
QLEFKAILFVPKRAPFDLFDTRKKPNNIKLYVRRVFIMDNCEELIPEYLGFVKGIVDSEDL
PLNISRETLQQNKILKVIRKNLVKKCIELFQEIAENKEDYNKFYESFSKNLKLGIHEDSTNK
TKLAELLRYHSTKSGDELTSLKDYVTRMKEGQNDIYYITGESKKAVENSPFLEKLKKKGY
EVLYMVDAIDEYAVGQLKEFEGKKLVSATKEGLKLDESEDEKKKKETLKEKFEGLCKVIK
DVLGDKVEKVVVSDRVVDSPCCLVTGEYGWTANMERIMKAQALRDNSMAGYMSSKKT
MEINPENPIMEELRKRADADKNDKSVKDLVLLLFETALLTSGFSLDDPNTFGNRIHRMLK
LGLSIEEDAGDADADMPPLEDAADDAEGSKMEEVD

Figura IV-69: Sequencia primaria da proteina Hsp90 da laranja. Residuos de
triptofano em destaque (vermelho).

Tabela IV-11: Concentracdo e comprimento de onda de excitacdo e emissao

maximos em ensaios de interacao ATP, ADP, ATPyS e geldanamicina

Volume Emissao
. Concentracao adicionado Maxima
Proteina e 5 Aex Aem .
" . Concentracao usada para (incrementos (nm)
igantes
g (nm) (nm) titulacao de 1pL) Proteina
+ Ligante
2,67umol.L”"
Hsp90 da § (2,21pmol.L" -
) 2,67 umol.L 277 341 7 T
laranja para
geldanamicina)
geldanamicina 1,78 mmol.L" 364 515 1,78 mmol.L" 30 340
ADP 13,00 mmol.L" 290 390 80,00 mmol.L 25 340
ATP 13,00 mmol.L" 290 388 80,00 mmol.L 15 340
ATPyS 7,30 mmol.L" 287 375 80,00 mmol.L™ 30 341
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Como pode ser observado a emissdo maxima dos ligantes encontra-se em

uma faixa de comprimento de onda nao observado para a proteina Hsp90 sendo

assim, interessante para o estudo (Figura 70 - 72).

Intensidade/ a.u.

Espectro de fluorescéncia de excitacdo e emissdo da Hsp90 da laranja

1.0
Excitagdo da Hsp90
—— Emissdo da Hsp90
0.5
0.0 I . T T T
300 400 500
&/ nm

Figura IV-70: Espectro de fluorescéncia de excitagdo e emissdo da Hsp90 da

laranja 2,67 umol.L™".

geldanamicina 1,78 mmol.L" e do ATPyS 7,30 mmol.L™

149

Espectro de fluorescéncia de excitagdo e emissdo da geldanamicina Espectro de fluorescéncia de excitagdo e emissdo do ATPgS
1.0 4 1.0+
Excitagdo da Geldanamicina
—— Emissdo da Geldanamicina
5 3 Excitagdo do ATPyS
© < —— Emissdo do ATPYS
S S~
] U
-] -]
© [}
2 o5 32
< c
0.0 T T T 1 0.0 T T T T T
400 600 800 300 400 500 600
&/ nm &/ nm
Figura 1IV-71: Espectros de fluorescéncia de excitagdo e emissdo da
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Intensidade/ a.u.

Espectro de fluorescéncia de excitagdo e emissdo do ADP

Excitagdo do ADP
—— Emissdo do ADP

0.5 -

0.0

¥ T T
300 400 500

&/ nm

600

Intensidade/ a.u.

0.5+

Espectro de fluorescéncia de excitagdo e emissdo do ATP

Excitagdo do ATP
—— Emissdo do ATP

0.0

1 T T T T T T
300 400 500 600

&/ nm

Figura IV-72: Espectros de fluorescéncia de excitacdo e emissdao do ADP 13

mmol.L" e do ATP 13 mmol.L™".

Os resultados obtidos para a titulagdo da proteina Hsp90 da laranja com os

ligantes encontram-se nas Figuras IV 73 - 76.

Titulagdo da Hsp90 com ADP

s/ inib.
— 133 uM
— 266 uM

0.96 —-
0.88 —-
0.80 —-
0.72 —-
0.64 —-
0.56 —-
0.48 —-

0.40 —

Intensidade

0.32 -
0.24 - J
0.16 -

0.08 —

0.00

———398 M
——530 uM
——661uM
—— 792 uMm
—922uM
—— 1053 uM
——1182 M
—— 1311 M
1440 pM
—— 1569 uM
—— 1696 pM
s 1824 uM
—m= 1951 M
= 2078 UM
- 2204 pM
- 2330 uM
-~ 2455 pM
s 2581 uM
J/ |----- 2705 um

Figura IV-73: Espectros de fluorescéncia de emisséo

laranja quando titulada com ADP.

400

&/ nm

150

-~ 2829 uM
-- 2953 uM
mn= 3077 UM

3200 uM

da proteina Hsp90 da
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Titulagdo da Hsp90 com ATP

s/ inib.
——133 M
——— 266 uM
———398 uM
———530 uM
— 661 uM
—— 792 uM
——922 uM
——— 1053 uM
—— 1182 uM
—— 1311 pM
1440 pM
——— 1569 uM
——— 1696 uM
e 1824 UM
e LY LY

Intensidade

0.0

T T T T T T T T
300 350 400 450 500

Figura IV-74: Espectros de fluorescéncia de emissdo da proteina Hsp90 da

laranja quando titulada com ATP.

s/ inib.
Titulagdo da Hsp90 com ATPYS ——133uM
——266 uM
——398 uM
——530 uM
———661 M
—792 uM
—922 M
——1053 uM
—— 1182 uM
——1311 M
1440 pM
——— 1569 uM
—— 1696 uM
——-= 1824 UM
-------- 1951 pM
—=-=2078 uM
fffff - 2204 uM
———2330 uM
————— - 2455 uM
—mem 2581 M
=== 2705 uM
————— - 2829 uM
-------- 2953 uM
—===3077 uM
3200 uM
—===3323 uM
300 350 400 450 500 —— 3445 uM
———3567 uM
&/ nm ———3688 uM
——3809 uM

0.99 —-
0.90—-
0.81 —-
0.72 —-
0.63 —-
0.54—-

0.45 —

Intensidade

0.36 -
0.27
0.18 4

0.09 -

Figura IV-75: Espectros de fluorescéncia de emissdo da proteina Hsp90 da

laranja quando titulada com ATPyS.
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——s/inib.
——2.96 uM
——5.91 M
——8.85uM
1.0 1 ——11.79 uM
1 ——1471uM
09 1 —17.62uM
T ——20.53 uM
——23.42uM
——26.30 M
——29.18 uM
32.04 uM
——34.90 uM
——37.75uM
-—=- 40.59 uM
~-=- 43.41 uM
——=- 46.23 UM
-+ 49.04 UM
- 51.84 uM
- 54.64 uM
—==-57.42 UM
-==-60.19 uM
- 62.96 UM
~=-65.71 uM
——=- 68.46 UM
71.20 uM
300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 ~—73.93uM
—==-76.65 UM
&/ nm e 79.36 uM
-~ 82.07 uM
——=- 84.76 UM

Titulagdao da Hsp90 com geldanamicina

Intensidade

Figura IV-76: Espectros de fluorescéncia de emissdo da proteina Hsp90 da

laranja quando titulada com geldanamicina.

A partir dos resultados obtidos foi observado que houve a supressédo de
fluorescéncia de emissao (quenching) da Hsp90 em todos os casos como,
também, ocorreu deslocamento de comprimento de onda (Amax) de
aproximadamente 30 nm da Hsp90 quando titulada com a geldanamicina (Figura
IV-76). No caso da titulacao com ADP (Figura IV-73) e ATP (Figura IV-74),
também foi verificado que ha interagdo destes ligantes com a Hsp90. A interacéao
da Hsp90 com o ligante ADP nao foi observada através da técnica de STD, porém
esta interacdo foi verificada como efetiva na fluorescéncia de emissdo. Uma
possivel explicacao é que o ADP liga e se desliga rapidamente quando interage
com a Hsp90 e a proteina perde a conformacao ativa, se torna aberta. Ja o ATP,
um ligante natural da Hsp90, interagiu com esta proteina resultando em uma alta
supressao da fluorescéncia em pequenas concentragdes do ligante sugerindo uma

interacdo Hsp90/ ATP bastante efetiva. Também foi verificada a influéncia do
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branco, ou seja, titulagao da proteina Hsp90 da laranja com DMSO, porém, nao
houve consideravel supressao da fluorescéncia.

A supressao de fluorescéncia observada para a interagdo Hsp90/ ligantes
pode ter ocorrido através de fendmenos de Transferéncia de Energia de
Ressonancia (RET). Sendo assim, os residuos de triptofano da proteina quando
excitados transferem energia para os ligantes. O RET é um fendmeno especifico
porque o ligante tem que se ligar especificamente no sitio ligante para formar um
complexo nao fluorescente. Durante a titulagdo da geldanamicina, por exemplo, a
geldanamicina forma um complexo nao fluorescente com a proteina, mas, a
proteina ndo ligada a geldanamicina continua fluorescendo. Por isso, conforme
aumenta a quantidade de ligante, ele se liga especificamente no sitio ligante da
proteina e ocorre o quenching.

A partir dos dados de fluorescéncia de emissao da proteina titulada com os
ligantes foi construido um grafico de quenching versus a concentra¢do do ligante.
A curva de supressdo da fluorescéncia para todos os ligantes ATPyS e

geldanamicina estdo mostradas na Figura IV-77.

Supressao

Curva de supressdo da fluorescéncia pela adi¢do de geldanamicina

1.0 4

0.8 -

0.6 -

0.4 4

0.2 o

0.0+

1
0 20 40 60 80 100

Geldanamicina/.‘nol L?

Supressdo

1.0+

0.8 -

0.6

0.4 4

0.2+

0.0 o

Curva de supress&o de fluorenscéncia pela adicdo de ATPYS

b)

-500

T T T T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

ATPgS/ gmol L

Figura IV-77: Graficos de Stern-Volmer para os ligantes (a) geldanamicina; (b)

ATPyS frente a sua proteina alvo Hsp90 da laranja.
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A partir dos dados fluorimétricos foram calculadas as constantes de
dissociacdo, um importante fator na avaliacdo destas interagdes. A presenca de
seis triptofanos na estrutura primaria da Hsp90 da laranja faz com que esta nao
apresente comportamento fluorescente homogéneo, de modo a observar-se
desvio negativo de linearidade, apresentando entdo um comportamento
hiperbdlico em gréaficos de Stern-Volmer, utilizados na determinagéo de Kgy. Para
este calculo usou o ajuste dos dados ja normalizados de supressdo de
fluorescéncia (quenching) em funcdo da concentracdo do ligante. A curva de
supressao da fluorescéncia usada para o calculo de Kq4 para a geldanamicina e
ATPyS estdo mostradas na Figura IV-77.

Os valores de Ky calculados para complexos Hsp90/ligantes foram 9,4; 585;
250 e 566 pmol.L™”, para a geldanamicina, ATPyS, ATP e ADP, respectivamente.

As constantes de dissociacdo determinadas indicam média afinidade entre
os ligantes, particularmente aqueles com os mais baixos valores de Kg,
geldanamicina e ATP, e a Hsp90 da laranja. Além disso, foi observado que a
geldanamicina apresenta um valor de K4 menor comparado ao ligante natural da
Hsp90, o ATP, sugerindo que a geldanamicina € um potencial inibidor desta
enzima.

Na tentativa de mostrar tridimensionalmente a interacdo da Hsp90 da
laranja com os ligantes, usou-se como modelo a estrutura cristalografica de uma
Hsp90 em que o sitio ligante para geldanamicina (PDB 1yet)*’ e ATP (PDB
1am1)® ja haviam sido determinadas.

Através do alinhamento do sitio ligante das duas Hsp90 usando o programa
PyMOL foi observado alto grau de alinhamento (Figura IV-78).
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Figura IV-78: Representacdo em cartoon da estrutura da Hsp90 da laranja em
verde (I-TASSER C-score = -2,82) com seu sitio ligante em azul e em vermelho, o
sitio ligante da 1yet (PDB).

A partir do sitio ligante da 1yet®” (PDB) e da 1am1°® (PDB) com os seus
ligantes orientados (geldanamicina e ATP) espacialmente pode-se propor
estruturas para Hsp90 em complexos com estes ligantes. Para isso, a estrutura
tridimensional da Hsp90 com o ligante geldanamicina, por exemplo, foi carregado
no PyMOL juntamente com a estrutura tridimensional da Hsp90 da laranja gerada
pelo programa |I-TASSER. Apds alinhamento, a estrutura da Hsp90 que continha o
ligante foi escondida e com isso, obteve-se a estrutura tridimensional da Hsp90 da
laranja com o ligante geldanamicina. As figuras tridimensionais foram desenhadas
no I-TASSER (Figura IV-79) e as figuras com corte transversal foram desenhadas
no Chimera 1.5.2 (Figuras 1V-80).
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\

Figura IV-79: Representacdo em cartoon da estrutura da Hsp90 da laranja em
verde com seu sitio ligante mostrado em azul com a estrutura do ATP em

vermelho.

Figura IV-80: Corte transversal da superficie do sitio ligante da Hsp90 da laranja
com a estrutura do ATP.
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A parte branca na figura de corte transversal é o corte transversal da
superficie da proteina (se a proteina fosse um objeto sélido, cheio de cavidades, a
parte branca seria a porcao soélida e o sitio ligante a cavidade). Através dos dados
de STD, fluorescéncia e propostas de estrutura acredita-se que a proteina Hsp90
da laranja faz interagées hidrofébicas e ligagdes de hidrogénio com os hidrogénios
da adenina e com o hidrogénio da pentose dos ligantes.

O dominio ligante da Hsp90 tem um bolsdo de 15 A de profundidade
formado pelos residuos 9-232 e os ligantes entram e interagem com estes
residuos da Hsp90 através dos atomos de hidrogénio H-8 e H-2 da adenosina e H-
1’ da ribose de modo que os seus fosfatos estdo orientados para fora do sitio
ligante da Hsp90.

Analisando-se a estrutura proposta é observado que realmente a parte da
adenina e ribose se encontram dentro do sitio ligante da Hsp90 da laranja e esta
informacao foi confirmada através dos dados de STD. Na STD foi verificado quais
hidrogénios da adenina e ribose estavam interagindo com a proteina e a
fluorescéncia confirmou esta interagdo através da supressao da fluorescéncia da
proteina. O valor de K4 determinado também se mostrou coerente com os dados
de ressonancia e dentro da faixa esperada para STD.
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Capitulo V - Conclusoes
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5. Conclusoes

Este trabalho visou as analises biofisicas das chaperonas de secreg¢ao FIgN e
XACb0033 da Xac que, por dados de espectrometria de massas apresentaram-se
como monémero (FIgN) e dimero (XACb0033). As analises de dicroismo circular e
céalculo de estrutura secundaria confirmaram baixo conteudo helicoidal (a-hélice)
para as proteinas FIgN e XACb0033 enquanto que o desenovelamento térmico da
proteina FIgN acusou a perda de 50% da estrutura secundaria (T,) em torno de
45°C. A andlise de fluorescéncia de emissao revelou que os residuos de Trp de
ambas as proteinas estao expostos ao solvente.

Os dados de NMR de 1D ("H NMR) e 2D {'H,"°N} HSQC indicaram proteinas
agregadas ou com troca conformacional e auséncia de estrutura 3D. As analises
de estrutura 3D destas proteinas foram realizadas por espectrometria de massas,
aplicando a técnica de Footprinting e utilizando-se como restricbes SASA e RMSD
para os modelos estruturais gerados aplicando ferramentas de bioinformatica (-
TASSER e QUARK). Os dados de fluorescéncia corroboraram com a estrutura
proposta, em que é possivel verificar residuos de Trp mais expostos ao solvente.
No entanto, os dados de CD e NMR conflitam com a estrutura proposta. NMR
revelou auséncia de estrutura 3D e 0 CD e NMR baixo conteudo helicoidal. Muito
provavelmente a estrutura proposta pode estar correta, pois como ambas
proteinas séo proteinas de corpos de incluséo, o seu envovelamento correto pode
ser prejudicado e quando concentradas formado agregados proteicos dificultando
a visualizacao de estrutura secundaria.

As interacoes entre as proteinas FIgN com FIgK foram sugeridas também
através das analises de CD e fluorescéncia, porém esta interacdo nao foi
suficiente para diminuir a agregacao protéica da proteina FIgN nas andlises de
NMR.

Na segunda parte do trabalho foram estudadas as interagdes entre a proteina
Hsp90 da laranja e ligantes (ATP, ADP, ATPyS e geldanamicina) através das

técnicas de STD e fluorescéncia de emissdo. A proteina Hsp100 da cana de
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acucar foi usada como modelo positivo de interagdo entre chaperonas e
nucleotideos na andlise de STD revelando interagdo forte com os ligantes ATP,
ADP e ATPyS. A interacdo da Hsp100 da cana de agucar e ATPyS também foi
observada no experimento de HETCOR através da mudanca no deslocamento
quimico de alguns carbonos do ATPyS. Para a proteina Hsp90 da laranja a analise
de STD revelou interacdes com os ligantes ATPyS (100%) e ATP (90%) através
dos atomos de hidrogénio H-2 e H-8 da adenina e H-1’ da ribose. No caso do
ligante ADP n&o foi observada interagdo e os ensaios com a geldanamicina néo
foram realizados devido a baixa solubilidade da geldanamicina em H.O, D>O ou
DMSO.

As analises de fluorescéncia de emissao da Hsp90 da laranja na presenca dos
ATP, ADP e geldanamicina foram indicativas para interagdes, uma vez que 0s
residuos de Trp da Hsp90 sofreram supressao de fluorescéncia em todos os
casos e, também, deslocamentos de aproximadamente 30 nm para vermelho
(redshifts) no caso de geldanamicina. A partir dos dados fluorimétricos foram
calculados os valores de Kqdos ligantes, sendo eles: 9,4; 585; 250 e 566 umoI.L'1,
para a geldanamicina, ATPyS, ATP e ADP, respectivamente. As constantes de
dissociacdo determinadas indicaram grande afinidade entre os ligantes e a Hsp90,
e, para a interagdo da Hsp90 da laranja e geldanamicina foi observado um valor
de Kq menor sugerindo que a geldanamicina é um potente inibidor desta proteina.

Baseando-se em dados estruturais cristalograficos das proteinas 1yet (PDB) e
1am1 (PDB) com a geldanamicina e ATP, foram propostos modelos para estrutura
3D do sitio ligante da proteina Hsp90 da laranja na presenca dos seus ligantes
ATP, ADP, ATPyS e a geldanamicina e foi verificado que os dados de STD e

fluorescéncia corroboraram com o modelo proposto.
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Anexo 1: Espectro de 'H NMR da FIgN (198 umol.L™") em tampao fosfato de sédio
(100 mmol.L™", pH 8,0 a 25°C) com adi¢do de DO (5% v/v) obtido no equipamento
INOVA 600 MHz.
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Anexo 2: Mapa de contorno de {°N,"H} HSQC da FIgN (198 umol.L™") em tampao

fosfato de sédio (100 mmol.L™", pH 8,0 a 25°C) com adi¢do de D,O (5% v/v) obtido
no equipamento INOVA 600 MHz.
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Anexo 3: Mapa de contorno de {°N,"H} HSQC da FIgN (198 umol.L™") em tampao
fosfato de sédio (100 mmol.L™", pH 8,0 a 25°C) com adi¢do de D,O (5% v/v) obtido
no equipamento INOVA 600 MHz. Apés adicao de glicerol.
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Anexo 4: Espectro de '"H NMR da FIgN (21 pmol.L™") em tampao fosfato de sodio
(5 mmol.L", pH 8,0 a 25°C) com adicdo de D,O (5% v/v) obtido no equipamento
INOVA 600 MHz.
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Anexo 5: Mapa de contorno de {"°N,'H} HSQC da FIgN (21 pmol.L™") em tampao
fosfato de sédio (5 mmol.L™”, pH 8,0 a 25°C) com adigao de DO (5% v/v) obtido no
equipamento INOVA 600 MHz.
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Anexo 6: Espectro de '"H NMR da FIgN (21 pmol.L™") em tampao fosfato de sodio
(5 mmol.L™", pH 8,0 a 35°C) com adicdo de D>O (5% v/v) obtido no equipamento
INOVA 600 MHz.
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Anexo 7: Mapa de contorno de {"°N,'H} HSQC da FIgN (21 pumol.L™") em tampao
fosfato de sédio (5 mmol.L™, pH 8,0 a 35°C) com adicdo de D20 (5% v/v) obtido no
equipamento INOVA 600 MHz.
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Anexo 8: Espectro de '"H NMR do complexo FIgN + FlgK na razdo molar 2:1 em
tampao fosfato de sédio (25 mmol.L™!, pH 8,0 a 25°C) com adicdo de D20 (5% v/v)
obtido no equipamento INOVA 600 MHz.
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Anexo 9: Mapa de contorno de {"°N,'H} HSQC do complexo FIgN + FIgK na razao
molar 2:1 em tampao fosfato de sédio (25 mmol.L™”, pH 8,0 a 25°C) com adicao de
D20 (5% v/v) obtido no equipamento INOVA 600 MHz.
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Anexo 10: Espectro de '"H NMR da XACb0033 (45 umol.L™') em tampao fosfato de
s6dio (100 mmol.L™") com 50mmol.L" de NaCl, (pH 8,0 a 25°C) com adi¢do de
D20 (5% v/v) obtido no equipamento INOVA 600 MHz.
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Anexo 11: Mapa de contorno de {"°N,'H} HSQC da XACb0033 (45 umol.L") em
tampéo fosfato de sédio (100 mmol.L™") com 50 mmol.L™" de NaCl, (pH 8,0 a 25°C)
com adigao de D,O (5% v/v) obtido no equipamento INOVA 600 MHz.
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Anexo 12: Mapa de contorno de {"°N,'H} HSQC da XACb0033 (45 umol.L") em
tampao fosfato de sédio (100 mmol.L™") com 50 mmol.L™! de NaCl, (pH 8,0 a 25°C)
com adicao de D>0 (5% v/v) obtido no equipamento INOVA 600 MHz. Apés adicao
de DTT.
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Anexo 13: Espectro de '"H NMR da XACb0033 (50 umol.L™') em tampéo fosfato de
sodio (10 mmol.L", pH 8,0 a 25°C) com adicdo de D;O (5% v/v) obtido no
equipamento INOVA 600 MHz.
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Anexo 14: Mapa de contorno de {°N,"H} HSQC da XACb0033 (50 pmol.L™") em
tampao fosfato de sédio (10 mmol.L™", pH 8,0 a 25°C) com adicdo de D20 (5% V/v)
obtido no equipamento INOVA 600 MHz.
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Anexo 15: Mapa de contorno de {"°N,'H} HSQC da XACb0033 (50 pumol.L") em

tampao fosfato de sédio (10 mmol.L™", pH 8,0 a 25°C) com adicdo de D20 (5% V/v)
obtido no equipamento INOVA 600 MHz. Apés adicao de glicerol.
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Anexo 16: Espectro de '"H NMR da XACb0033 (50 umol.L™') em tampéo fosfato de
sodio (30 mmol.L”", pH 5,0 a 25°C) com adicdo de D,O (5% v/v) obtido no
equipamento INOVA 600 MHz.
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Anexo 17: Mapa de contorno de {*°N,'H} HSQC da XACb0033 (50 pumol.L") em
tamp3ao fosfato de sédio (30 mmol.L™", pH 5,0 a 25°C) com adicdo de D»O (5% V/v)
obtido no equipamento INOVA 600 MHz.

181



Estudos Biofisicos de Chaperonas de Secre¢do e Interacdes Proteina-Ligante Anexos

ppm

Anexo 18: Espectro de '"H NMR da XACb0033 (11 umol.L™") em tampao fosfato de
sodio (25 mmol.L”", pH 8,0 a 25°C) com adicdo de D,O (5% v/v) obtido no
equipamento INOVA 600 MHz.
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Anexo 19: Mapa de contorno de {°N,"H} HSQC da XACb0033 (11 pmol.L™") em
tampao fosfato de sédio (25 mmol.L™", pH 8,0 a 25°C) com adicdo de D20 (5% V/v)
obtido no equipamento INOVA 600 MHz.
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equipamento INOVA 600 MHz.

Anexo 20: Espectro de '"H NMR da XACb0033 (11 umol.L™") em tampao fosfato de
sodio (25 mmol.L", pH 8,0 a 40°C) com adicdo de D,O (5% v/v) obtido no
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Anexo 21: Mapa de contorno de {°N,"H} HSQC da XACb0033 (11 pmol.L™") em
tampao fosfato de sédio (25 mmol.L™", pH 8,0 a 40°C) com adicdo de D20 (5% V/v)
obtido no equipamento INOVA 600 MHz.
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Anexo 22: Espectro de '"H NMR do complexo XACb0033 + XACb0032+DNA da
XACb0033 na razao molar 2:1 em tampao fosfato de sédio (25 mmol.L™" pH 8,0 a
25°C) com adicao de D20 (5% v/v) obtido no equipamento INOVA 600 MHz.
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Anexo 23: Mapa de contorno de {"°N,"H} HSQC do complexo XACb0033 +
XACb0032+DNA da XACb0033 na razao molar 2:1 em tampéao fosfato de sédio
(25 mmol.L™" pH 8,0 a 25°C) com adi¢do de D-O (5% v/v) obtido no equipamento
INOVA 600 MHz.
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Anexo 24: Espectro de '"H NMR do complexo XACb0033 + XACb0032 na razao

molar 2:1 em tamp3o fosfato de sédio (25 mmol.L™' pH 8,0 a 25°C) com adicdo de
D20 (5% v/v) obtido no equipamento INOVA 600 MHz.
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Anexo 25: Mapa de contorno de {"°N,'H} HSQC do complexo XACb0033 +
XACb0032 na razao molar 2:1 em tampao fosfato de sédio (25 mmol.L™" pH 8,0 a
25°C) com adicao de D20 (5% v/v) obtido no equipamento INOVA 600 MHz.
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Metabolic Profiling of Human Blood Serum from
Treated Patients with Bipolar Disorder Employing
TH NMR Spectroscopy and Chemometrics

Alessandra Sussulini,’'* Alessandra Prando,%'' Danilo Althmann Maretto,*' Ronei Jesus Poppi,¥
Ljubica Tasic,’' Claudio Eduardo Muller Banzato,” and Marco Aurélio Zezzi Arruda*-1-¥

Group of Spectrometry, Sample Preparation and Mechanization (GEPAM), National Institute of Science and
Technology for Bioanalytics, Organic Chemistry Department, Chemometrics Laboratory in Analytical Chemistry, and
National Institute of Science and Technology for Structural Biology and Bioimaging, Institute of Chemistry, University
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Metabolic profiling employing hydrogen nuclear magnetic
resonance (H NMR) spectroscopy and chemometric
analysis of human blood serum samples taken from
the control group (n = 25) and patients with bipolar
disorder (n = 25) was performed to identify molecular
changes related to the disorder and to different drug
treatments: lithium (n = 15) versus other medications
(n = 10). This strategy showed significant potential for
exploring pathophysiological and toxicological features
involved in bipolar disorder. The investigated groups
(control and patients with bipolar disorder under
different treatments) could be distinguished according
to their metabolic profiles, and the main differential
metabolites found were lipids, lipid-metabolism-related
molecules (acetate, choline, and myo-inositol), and
some key amino acids (glutamate, glutamine). Our
results suggest that some of the 24 identified metabo-
lites may be linked to lithium- and other-medication-
provoked metabolic changes or may even be directly
related to the disorder. Thus, these findings may
contribute to paving the way for future studies aiming
at identifying potential biomarkers for bipolar disorder.

Bipolar disorder, formerly known as manic-depressive psycho-
sis, is one of the most debilitating and common psychiatric
disorders worldwide. It is characterized by recurrent mood
disturbances that comprise periods of depression (abnormally
depressed mood, loss of interest or pleasure in activities that
usually are pleasurable, decreased energy or increased fatigability,
among others), mania (marked elevated mood, increased energy
and activity during at least 1 week), hypomania (elevated mood,
increased energy and activity during at least 4 days), and mixed
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states (symptoms of both mania and depression). The absence
of depressive or manic episodes is called euthymia (normal
mood)." Bipolar disorder is further categorized into subtypes that
include bipolar I (one or more episodes of mania with or without
major depressive episodes) and bipolar II (one or more episodes
of hypomania as well as at least one major depressive episode).?

Diagnosing bipolar disorder can be challenging sometimes,
due to the heterogeneity of the clinical presentation, the unclear
boundaries with other mental disorders (hence, a skilled dif-
ferential diagnosis is required), and, last but not least, a late
occurrence of the first episode of mania/hypomania, after recur-
rent episodes of depression.® It is still not known what causes
bipolar disorder, although a variety of biochemical, genetic, and
environmental factors seem to be involved in both causing and
triggering bipolar episodes. As of now, there is no independent
test to confirm the disorder; diagnosis still relies on clinical
expertise and judgment. Very often the individuals with bipolar
disorder are misdiagnosed as unipolar depressive (because the
first hypomanic or manic episode may only come later on, after
one or several depressive episodes), leading to inadequate
treatments and outcome. Not to mention that treatment with
antidepressant drugs for patients with bipolar depression may
provoke a switch into hypomania or mania. Therefore, increased
accuracy in diagnosing bipolar disorder is the key to improving
the mental health and treatment of patients with the disorder,
which could possibly be attained by identifying differential
biomolecules that reflect pathophysiologic processes in the
presence of the illness.*™®

In this work, a metabonomics study employing '"H NMR and
chemometrics was performed to detect molecular changes in

(1) Malhi, G. S.; Adams, D.; Lampe, L.; Paton, M.; O’Connor, N.; Newton, L. A.;
Walter, G.; Taylor, A.; Porter, R.; Mulder, R. T.; Berk, M. Acta Psychiatr.
Scand. 2009, 119 (Suppl. 439), 27—46.
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Association: Washington, DC, 2000.
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Disorder: How Far Have We Really Come? Presented at the Fourth
International Conference on Bipolar Disorder, Pittsburgh, PA, June 14—
16, 2001.

(4) Phillips, M. L.; Vieta, E. Schizophr. Bull. 2007, 33, 893-904.

(5) Marmol, F. Prog. Neuro-Psychopharmacol. Biol. Psychiatry 2008, 32, 1761-
1771.
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human blood serum samples by comparing the metabolic
profiles of healthy subjects, patients being treated for bipolar
disorder with lithium,® ® and patients being treated for bipolar
disorder with other medications not including lithium. The
medications routinely used in bipolar disorder treatment include
mood stabilizers (lithium, valproic acid, carbamazepine), second-
generation antipsychotics (olanzapine, risperidone, quetiapine),
antidepressants (especially—and carefully—selective serotonin
reuptake inhibitor drugs—the SSRIs—such as fluoxetine, parox-
etine, sertraline, and citalopram), and anxiolytics (clonazepam,
diazepam).! Although lithium is the most widely used drug in
many cases for bipolar disorder treatment (both to treat current
episodes and to prevent further ones), the precise neurobiological
mechanisms through which lithium exerts its clinical effects are
not clear, and some results found in the literature are contradic-
tory.>®° Therefore, two groups of bipolar disorder patients (treated
with lithium or not) were studied to evaluate lithium effects on
blood serum metabonomics.

Metabonomics is defined as the measurement of the dynamic
multiparametric metabolic response of living systems to patho-
physiological stimuli or genetic modification. With metabonomics,
changes in endogenous metabolite levels that may result from
disease processes, drug toxicity, or gene function have been
evaluated in cells, tissues, or biological fluids.!°® Latent bio-
chemical information obtained from metabonomics may be used
for diagnostic or prognostic purposes. Such information reflects
actual biological events rather than the potential for disease which
gene expression data provide.!” Different analytical platforms,
based on mass spectrometry or NMR spectroscopy, are currently
used for such studies. While mass spectrometry is more sensitive
and specific in comparison to NMR, it relies on the separation of
the analytes prior to detection using GC, HPLC, or CE. In this
sense, NMR spectroscopy is more closely a universal detector in
that the sample can be analyzed directly and many kinds of small
metabolites can be measured at the same time.21416

Hydrogen nuclear magnetic resonance (‘H NMR) spectros-
copy already enabled a large number of biofluid constituents
to be identified and catalogued.'®"'2 'H NMR has an excep-
tional reproducibility and is quantitative to the extent that a
given peak area is directly proportional to the concentration
of the corresponding metabolite, which has allowed it to
become a well-established technique used in metabonomics
studies.'® Various alterations in the metabolite levels present

(6) Oswald, P.; Souery, D.; Kasper, S.; Lecrubier, Y.; Montgomery, S.; Wyckaert,
S.; Zohar, J.; Mendlewicz, J. Eur. Neuropsychopharmacol. 2007, 17, 687—
695.
(7) Gitlin, M. Mol. Psychiatry 2006, 11, 227-240.
(8) Maj, M. Bipolar Disord. 2003, 5, 180-188.
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114.
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2007, 26, 855-866.
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in the brain of patients with psychiatric disorders using NMR
spectroscopy have been reported.'® For bipolar disorder
investigations, in vivo hydrogen nuclear magnetic resonance
spectroscopy (*H MRS),' hydrogen magnetic resonance imag-
ing (*H MRSI),?° and '"H NMR spectroscopy-based metabo-
nomics have been applied.?

In this rather exploratory work, metabolic profiling has been
performed for searching molecular changes in human blood
serum related to bipolar disorder and the lithium treatment (the
treatment that has the longest record of efficacy®®). Blood serum
samples were chosen for being obtained by a minimally invasive
method and for showing spectroscopic profiles robust to small
variations in sample collection and handling relative to biological
differences.?? Our results pointed out that the three investigated
groups (the control and bipolar disorder patients under two
different treatments) can be distinguished according to their
metabolic profiles and the identified metabolite alterations could
guide future studies on biomarker discovery for this disorder.

MATERIALS AND METHODS

Serum Collection and Storage. This study was approved by
the local Ethics Committee (Hospital de Clinicas, University of
Campinas, Brazil), and the subjects gave their written informed
consent before sample collection. All blood samples were taken
in the afternoon (between 14 and 16 h). Blood was drawn into
Vacutainer tubes, immediately placed on ice, allowed to clot for
at least 30 min, and centrifuged at 1500g for 15 min. The obtained
serum was aliquoted, transferred into polypropylene tubes con-
taining 0.01% (m/v) sodium azide, and stored at — 80 °C until
assayed. The maximum period of storage was two weeks.

Fifty serum samples were collected and classified into three
groups: the control group, constituted by 25 samples of subjects
without bipolar disorder, bipolar disorder patients currently under
treatment with lithium group, constituted by 15 samples, and
bipolar disorder patients under treatment with other drugs than
lithium group, constituted by 10 samples. Bipolar disorder patients
were all in the euthymic state, previously identified as bipolar I,
and under treatment in the psychiatric outpatient clinic (Hospital
de Clinicas, University of Campinas, Brazil). No participants have
other concomitant diseases such as cancer, AIDS, or hepatic,
endocrinological, or metabolic diseases. The summary of the
collected sample characteristics is presented in Table 1, and the
description of the medications used for the treatment of bipolar
disorder patients is described in Table 2. Bipolar disorder is
associated with significantly higher prevalences of tobacco smok-
ing behavior compared with the general population.?® Such higher
prevalence of tobacco smoking was found in our sample of bipolar
patients, which means that this variable was not controlled in our
study.

(18) Sanacora, G.; Rothman, D.; Krystal, J. H. Neuroscientist 1999, 5, 192-196.

(19) Ongiir, D.; Prescot, A. P.; Jensen, J. E.; Cohen, B. M.; Renshaw, P. F.
Psychiatry Res.: Neuroimaging 2009, 172, 44-48.

(20) Bertolino, A.; Frye, M.; Callicott, J. H.; Mattay, V. S.; Rakow, R.; Shelton-
Repella, J.; Post, R.; Weinberger, D. R. Biol. Psychiatry 2003, 53, 906-913.

(21) Lan, M. J.; McLoughlin, G. A.; Griffin, ]J. L.; Tsang, T. M.; Huang, J. T. J.;
Yuan, P.; Manji, H.; Holmes, E.; Bahn, S. Mol. Psychiatry 2009, 14, 269-
279.

(22) Teahan, O.; Gamble, S.; Holmes, E.; Waxman, J.; Nicholson, J. K.; Bevan,
C.; Keun, H. C. Anal. Chem. 2006, 78, 4307-4318.

(23) Diaz, F. J; James, D.; Botts, S.; Maw, L.; Susce, M. T.; de Leon, J. Bipolar
Disord. 2009, 11, 154-165.



Table 1. Collected Sample Characteristics”

control
sample size n=25
age, years (mean * sd) 28+5
no. of each gender (female/male) 14/11
duration of illness, years NA
duration of current treatment, months NA
no. with treatment with antipsychotics NA
no. with treatment with mood stabilizers NA
no. with treatment with antidepressants 2
no. with treatment with anxiolytics NA
lithium doses, mg (mean + sd) NA
fraction smoking, % 0

¢ Abbreviations: sd, standard deviation; NA, not applicable.

bipolar patients using lithium

bipolar patients not using lithium

n=15 n=10
40+ 13 42 +17
9/6 7/3
1-28 1-20
2—240 1-120
5 3

15 10

1 2

5 5

911 + 325 NA
26.7 20

Table 2. Description of the Medications Used for the Treatment of Bipolar Disorder Patients

sample no. bipolar patients using lithium

1 lithium and carbamazepine

2 lithium and olanzapine

3 lithium and valproic acid

4 lithium and valproic acid

5 lithium, olanzapine, and clonazepam
6 only lithium

7 lithium and risperidone

8 only lithium

9 lithium, fluoxetine, and clonazepam

10 only lithium

11 lithium, diazepam, and chlorpromazine
12 lithium and clonazepam

13 lithium and lorazepam

14 only lithium

15 lithium, risperidone, and valproic acid

bipolar patients not using lithium

risperidone, clonazepam, fluoxetine, and diazpeam
carbamazepine, valproic acid, and diazepam
valproic acid

valproic acid

valproic acid

quetiapine

valproic acid and lamotrigine

valproic acid and clonazepam

valproic acid, clonazepam, and olanzapine

valproic acid and citalopram

Sample Preparation and Acquisition of '"H 1D (T>-Edited)
and 2D NMR (TOCSY) Data. For NMR spectroscopic analyses,
serum samples were thawed and centrifuged at 12300g for 10 min
at 4 °C to separate any precipitate. Aliquots of 250 uL of the
supernatants were diluted with 350 «L of D,O and placed in 5.0
mm diameter NMR tubes. A simple dilution procedure was
employed to avoid additional sample preparation steps because
one of the intentions of the proposed methodology is to be
applied in bipolar disorder diagnosis and/or lithium treatment
monitoring. All the NMR experiments were carried out without
spinning at 499.89 MHz and 25 °C on an INOVA-500 (B, =
11.7 T) spectrometer (Varian, Palo Alto, CA) equipped with a
5 mm inverse triple-resonance probe. Standard one-dimensional
(1D) PRESAT spectra were acquired using a 90° pulse
sequence, with 128 scans, a pulse length of about 10 us, and a
recycle delay of 2 s. The 1D spin—echo spectra were recorded
using the CPMG (Carr—Purcell-Meiboom—Gill) sequence of
D—[—-90°—(r—180°—7)n—ACQ], where a fixed total spin—spin
relaxation delay 2zt of 100 ms was used to attenuate the broad
NMR signals from slowly tumbling molecules such as proteins
and retain those from low molecular weight compounds and
some lipid components. Typically, 64 transients and 32K data
points were collected with a spectral width of 12 kHz, an
acquisition time of 1.64 s, and a relaxation delay of 4 s. The
free induction decay (FID) was zero-filled to 64K, and an
exponential line-broadening function of 0.3 Hz was applied to
the FID prior to Fourier transformation. All spectra were
carefully phase and baseline corrected and referenced to the
methyl peak of lactate at 1.33 ppm (3 H, d, 3/ = 7 Hz), present

in all spectra, since TSP is not a suitable reference for the
serum samples due to interaction-induced line broadening. All
spectra were processed with VNMR software (Varian). To
confirm the assignments made from 1D 'H NMR spectra, some
blood serum samples were also examined using 2D 'H—'H
TOCSY spectra with solvent suppression. The spectra were
acquired with a 1.5 s relaxation delay, 1.5 s water signal
suppression, and 6030.5 Hz spectral width for the 'H dimen-
sions. For each 2D spectrum, 256 increments with 64 transients
per increment were collected and extended to 4K data points
using linear prediction and zero filling approaches. The TOCSY
experiments used an MLEV-17 spin-lock scheme for 'H—'H
transfers with a mixing time of 90 ms at a spin-lock strength
of 8 kHz. The signal assignments were based on the literature
and/or Madison Metabolomics Consortium Database®*?® and
are indicated on the Ty-edited spectrum and confirmed by the
2D fully assigned 'H—'H TOCSY spectrum.

Chemometrics Analyses of 'TH NMR Spectral Data. 'H
NMR data were transported to a data matrix, and chemometrics
analyses, based on interval principal component analysis iPCA)
and partial least-squares discriminant analysis (PLS-DA), were
performed using MATLAB 6.5 software (The Mathworks,
Natick, MA). iPCA was performed for the spectral region of
chemical shifts ranging from —0.5 to +4.4 ppm. The principle

(24) Cui, Q.; Lewis, I. A.; Hegeman, A. D.; Anderson, M. E.; Li, J.; Schulte, C. F.;
Westler, W. M.; Eghbalnia, H. R.; Sussman, M. R.; Markley, J. L. Nat.
Biotechnol. 2008, 26, 162-164.

(25) Madison Metabolomics Consortium Database; University of Wisconsin:
Madison, WI. http://mmecd.nmrfam.wisc.edu/. (Accessed July 20, 2009).
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of this algorithm is to split the spectra into smaller equidistant
regions and, afterward, calculate PCA models for each interval
and present the results in multiple score plots.2® PLS-DA is
intended to give a data overview and can be helpful in
exploratory studies and interpretation (e.g., when looking for
clustering among the samples). It can also be used as a
supervision method of classification. The analyzed spectral area
ranged from —0.5 to +4.4 ppm, where information and reduced
noise were obtained. The chosen preprocessing method was
the orthogonal signal correction (OSC), and unnecessary
information was eliminated. In the OSC procedure, the X matrix
was corrected by a subtraction of variation orthogonal to the y
vector calibration.?” Considering this work, y was a vector
containing the class corresponding to each sample. This vector
was used for both preprocessing OSC and PLS-DA algorithms.
All variables were mean-centered, the spectra were normalized,
and a “leave one out” cross-validation was performed. After that,
another validation of the model was done by splitting at random
the samples into calibration and validation sets and building a
new PLS-DA model using the calibration set and the same
conditions of the previous one. Then a class prediction of the
validation samples was done.

Chemicals. All chemical reagents were of analytical grade.
Deuterium oxide (D,0; 99.9% D) was purchased from Cam-
bridge Isotope Laboratories, Inc. (Andover, MA), and sodium
azide was purchased from Sigma (St. Louis, MO).

RESULTS

'H NMR Spectral Data Analysis Using Chemometrics.
The chemometrics tools were combined with NMR spectroscopy
in the analyses of human blood serum samples to evaluate changes
in the metabolic profiles in the presence of bipolar disorder and
to compare drug treatments with and without lithium. The spectral
region between 4.5 and 4.8 ppm was not considered because of
the residual water signal (HDO, 4.7 ppm). The region above 4.8
ppm was also not considered for further analyses because it did
not show important differences among the groups.

To explore all the potential differences in the metabolic profiles
of the studied groups, the NMR spectra were first pretreated with
the standard normal variate (SNV) for correcting spectral noise
and background effects that caused baseline shifting and tilting
in the spectra, then segmented into 0.6 ppm intervals, and finally
subjected to iPCA. On the basis of the iPCA results, it was possible
to observe a distinction of the samples into two groups: the control
and bipolar disorder patients (independently of the drug treat-
ment). Some samples presented a different behavior than the
majority of the group, but it is a difficult task to determine exactly
the reason for the metabolic profile differentiation, as we do not
have the means for accounting for such outliers. One interesting
point concerns the subject from sample 18, a male control
classified together with the bipolar disorder patient group. This
subject does not take any medications, nor has he had a
psychiatric history, but his younger sister has bipolar disorder.
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Figure 1. PLS-DA score plot for the chemical shift interval from —0.5
to +4.4 ppm. Samples from the control group, bipolar patients treated
with lithium, and bipolar patients not treated with lithium are repre-
sented with the following symbols: v, %, and ¢, respectively.
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Figure 2. PLS-DA loading plot on the first latent variable for the
chemical shift interval ranging from —0.5 to +4.4 ppm.

This observation can be in agreement with previous researches
that evidence a genetic characteristic of the disease.?®

Considering the iPCA results and the previous observations
about the spectral regions not relevant for analyses, PLS-DA was
performed. For such analyses, the spectra were first normalized
and then processed with OSC? preprocessing, used to remove
information within the NMR data not correlated to the target
variables, by applying restricted principal component analysis. This
data-filtering method is particularly important to human metabo-
nomic studies like this one, because of the great variability in
human populations, when compared to studies involving labora-
tory-controlled animals.

Figure 1 shows the PLS-DA score plots for the best model
built, which was the one using 10 latent variables (LVs) with a
variance of 98.74% in the X-block (spectra) and 62.05% in the
Y-block (classes). The score plot allowed the visualization of the
relations among the samples in the plane model to estimate
whether there are any clustering, trends, and/or outliers.*® On
the basis of the PLS-DA results, the three groups, i.e., the control

(26) Norgaard, L. The iToolbox for MATLAB; KVL: Frederiksberg, Denmark.
http://www.models life.ku.dk. (Accessed July 27, 2009).

(27) Sena, M. M.; Chaudhry, Z. F.; Collins, C. H.; Poppi, R. J. J. Pharm. Biomed.
Anal. 2004, 36, 743-749.
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(28) Kato, T. Neurosci. Res. 2001, 40, 105-113.

(29) Wold, S.; Antii, H.; Lindgren, F.; Ohman, J. Chemom. Intell. Lab. Syst. 1998,
44, 175-185.

(30) Trygg, J.; Holmes, E.; Lundstedt, T. J. Proteome Res. 2007, 6, 469-479.



Table 3. Chemical Shift Assignments for Metabolites Identified in '"H NMR Spectra (500 MHz) of Serum Samples®

peak’ chemical shift/ppm molecule assignment
1 0.99 valine/lipids/ lipoproteins/mobile lipids CH;4
2 1.04 valine/broad peak underneath proteins CH;
3 1.33 lactate, lipids, lipoproteins, mobile lipids CH,
4 1.48 alanine CH;
5 1.57 lipids (mainly vldl's®) CH,CH,CO
6 1.72 lipids CH,CH,CH=CH
7 1.93 lipids CH,CH=CH
8 1.95 glycoprotein lipids CH,CH,CH=CH
9 1.99 proline p-H
10 2.04 glutamine p-H
11 2.12 acetate CHj
12 2.24 valine p-H
13 2.29 proline B-H
14 2.30 glutamate y-H
15 2.44 asparagine B-H
16 2.6 and 2.64 lipids CH=CHCH.CH=CH
17 2.81, 2.83, and 2.85 albumin lysyl &-CH,
18 3.03 lysine/creatine o-H (lysine)
19 3.21 choline 0-CH,
20 3.24 arginine/glucose o6-H (arginine)
21 3.37 proline/glucose o-H (proline)
22 3.54 myo-inositol H1, H3
23 3.77 arginine o-H
24 3.79 lysine o-H

% 1In bold are highlighted the metabolites with higher loading values (see Figure 2). * According to Figure 4d. ¢ Very low density lipids.

(group I), bipolar treated with lithium (group II), and bipolar
treated with other medications not including lithium (group III),
showed trends to form distinct groups, as illustrated in Figure 1.
The samples from group I had scores below zero in LV1, staying
apart from the other samples, which had scores above zero.
Despite the fact that the samples from group II and group III had
not formed individual groups, it is possible to note different trends
of each set. Samples from group II had a trend to have negative
values in LV2, while samples from group III had a trend to have
positive values in LV2.

The loading plot (Figure 2) highlights the most significant
variables by describing the influence and relation among the
variables in the model plane.*® Therefore, it is possible to conclude
that the separation among the groups is due mainly to the peaks
with chemical shifts of 0.99, 1.04, 1.33, and 1.93 ppm. Such peaks
refer to valine, lactate, lipids, and lipoproteins. Other very
important chemical shifts are listed in Table 3.

To validate the model, the samples were split at random into
calibration and validation sets. Five, three, and two samples were
selected and respectively correlated to the control, bipolar treated
with lithium, and bipolar treated with other medications not
including lithium for validation sets. A new PLS-DA model was
built using the calibration set applying the same conditions of the
previous model. To build it, the spectral calibration set was first
corrected with OSC. Once the correction was done, validation or
prediction data could be adjusted through the function NEWX =
X — X(NW) inv[[(NP") NW)] (NP")], where NEWX is the OSC-
corrected validation or prediction matrix, X is the validation or
prediction original matrix, NW is the weights matrix, NP’ is the
loads matrix, and NT is the scores matrix that were used in
making the correction. Inv is the inverse of the square matrix
[(NP) NW) ] (NP”). The OSC algorithm®! gives all these parameters.

The new model was built using the same number of latent
variables as the previous model after the normalization of all

(31) PLS Toolbox 3.5 for MATLAB; Eigenvector Research: Wenatchee, WA, 2005.

spectra. The variance was 98.90% in the X-block (spectra) and
93.94% in the Y-block (classes). A leave one out cross-validation
was performed, with errors of 0%, 20.24%, and 15.62%, respec-
tively, for the three groups. Figure 3 shows the predictions for
the three classes of the studied groups. It can be seen that the
predictions were precise to classify samples among the bipolar
disorder patient groups and the control group. Two mistakes
occurred in the prediction of group II, where sample 43, which
actually belongs to group I, was predicted and sample 47 was
not predicted.

Differential Metabolite Identification. Figure 4 shows the
'H NMR spectra for a sample of each one of the studied groups.
The same pattern was observed in all spectra, but specific peaks
appeared with different intensities for each group. These results
were also demonstrated by the PLS-DA analysis. The NMR
spectra contain broad peaks from molecules with high molec-
ular mass, such as lipids and proteins, which resulted in a
rugged baseline that caused overlapping of some low molecular
mass compounds and disabled their identification. The chemi-
cal shift is perhaps the most important parameter of an NMR
spectrum. It is directly proportional to the electron density
surrounding the nucleus and is used to obtain structural
information about the molecules present in a sample.>? In
Figure 4d, the marked peaks refer to the metabolites that differed
between the groups studied. These metabolites were identified
as lipids, lipid-metabolism-related molecules, and amino acids
(Table 3) by comparing their chemical shifts to those previously
reported in the literature.>*** Combining the results from the
loading plot (Figure 2) with the information obtained from the

(32) de Oliveira, P. R;; Tasic, L.; Rocco, S. A.; Rittner, R. Magn. Reson. Chem.
2006, 44, 790-796.

(33) Nicholson, J. K; Foxall, P. J. D.; Spraul, M.; Farrant, R. D.; Lindon, J. C.
Anal. Chem. 1995, 67, 793-811.

(34) Tang, H.; Wang, Y.; Nicholson, J. K;; Lindon, J. C. Anal. Biochem. 2004,
325, 260-272.
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Figure 3. Predictions for (a) class 1 (control group), (b) class 2
(bipolar patients treated with lithium), and (c) class 3 (bipolar patients
not treated with lithium). Samples 1—40 are from the calibration set:
class 1 (), class 2 (%), and class 3 (¢). All the samples marked with
a solid circle are from the validation set. Samples 41—45 belong to
class 1, 46—48 to class 2, and 49 and 50 to class 3. The dashed line
above zero (a—c) is the threshold. A color code can be seen in Figure
S-2 in the Supporting Information.

NMR spectra (Figure 4 and Table 3), significant potential bio-
markers for distinguishing bipolar disorder patients from healthy
controls and also bipolar patients under treatment using lithium
from those not undergoing lithium treatment are possible to
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assign. Such molecules, shown in bold (Table 3), are glycoprotein
lipids, mono- and polyunsaturated lipids, acetate, choline, and myo-
inositol.

DISCUSSION

A metabonomic approach was employed to evaluate the
metabolic profile of blood serum from patients with treated bipolar
disorder. Those with the disorder were readily distinguished from
control subjects. Moreover, bipolar patients under treatment using
lithium were distinguished from those not treated with this drug
by comparing 'H NMR metabolic profiles (illustrated in Figure
1). The metabolic profiles of healthy subjects (control group) and
bipolar disorder patients under treatment using lithium (15
subjects) or not using lithium (10 subjects) were compared. For
that purpose, two different control groups were considered: one
age-matched with the bipolar patients (data shown in Figure S-1,
Supporting Information) and another with a higher sample number
as described in Table 2. The characteristics of the first group were
age average of 31 + 5 years (age averages among groups not
differing with statistical significance at 5% probability as indicated
by the Tukey test®), sample number of 15 (9 female and 6 male),
and all nonsmokers. The results showed that age was a nonrel-
evant parameter considering bipolar disorder metabolic profile
changes in the present case.

As mentioned before, the loading plot (Figure 2) highlighted
the most significant variables with the highest loading values,
which enabled the identification of potential biomarkers for bipolar
disorder: glycoprotein lipids, mono- and polyunsaturated lipids,
acetate, choline, glutamate, and myo-inositol, mainly.

Also using 'H NMR spectroscopy-based metabonomics
analysis, Lan et al.?! identified molecular changes in postmor-
tem brain tissue of bipolar disorder patients and in rat brain
tissue after chronic treatment with lithium or valproate.
Glutamate levels were increased in postmortem brains of
bipolar patients, while the glutamate/glutamine ratio was
decreased following valproate treatment, and y-aminobutyric
acid levels were increased after lithium treatment. Creatine and
myo-inositol levels were increased in the postmortem brain, but
decreased in the presence of the medications.

Lipids. Lipid level changes associated with bipolar disorder
were previously reported in the literature. As an example, Atmaca
et al.3% observed decreased serum cholesterol and leptin levels
in bipolar disorder patients with manic episodes and in patients
with bipolar disorder I in full remission. More recently, Ozbulut
et al.>” evaluated cholesterol, leptin, and ghrelin levels in euthymic
patients with bipolar disorder that received lithium maintenance
monotherapy and found that decreased serum ghrelin and
increased total cholesterol levels in the patients under lithium
treatment were detected when compared with those of the
controls. Ozbulut et al.>” suggest that ghrelin and total cholesterol
might be associated with lithium treatment and lithium-induced
improvement of symptoms such as food intake and sleep—wake
regulation, but not with weight gain. Schwarz et al.*® used a high-

(35) Miller, J. C.; Miller, J. N. Statistics and Chemometrics for Analytical Chemistry,
4th ed.; Pearson Prentice Hall: Upper Saddle River, NJ, 2005.

(36) Atmaca, M.; Kuloglu, M.; Tezcan, E.; Ustundag, B.; Bayik, Y. Neuropsycho-
biology 2002, 46, 176-179.

37) Ozbulut, O.; Guler, O.; Kurt, E.; Alatas, G.; Serteser, M.; Gecici, O. Neurol.
Psychiatry Brain Res. 2007, 14, 127-130.
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The peak assignments described in Table 3 are shown in (d) on the T,-edited spectrum of a control sample. () '"H—'H TOCSY NMR spectrum
of human blood serum recorded (control sample) using MLEV-17 as a spin-locking scheme with a mixing time of 90 ms. Some important
metabolites are indicated.

throughput mass spectrometry approach (UPLC—MS) to analyze
samples of gray and white matter and red blood cells and
compared subjects with schizophrenia and bipolar disorder to

control subjects. Significant alterations in the levels of free fatty
acids and phosphatidylcholine were detected. Such differences
suggest that lipid abnormalities may be an intrinsic feature of both
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schizophrenia and bipolar disorder that is reflected by significant
changes in the central nervous system as well as in peripheral
tissues. In addition, a recent study from some of the authors of
this paper (in preparation), using independent proteomic profiling
techniques on the same samples, showed a consistent and
significant alteration in the levels of apolipoprotein A-I, which is
a component of the high-density lipid fraction. Therefore, these
current studies support the hypothesis of lipids as potential
biomarkers related to bipolar disorder and/or treatment using
lithium.

The lipid-metabolism-related molecules found were acetate,
glutamate, choline, and myo-inositol. Acetate is formed in the
body by the metabolism of certain substances, particularly in
the liver in the oxidation of lipids. Glutamate is the most
common precursor of the brain neurotransmitter (GABA) and
is always excitatory usually due to simple receptors that
increase the flow of positive ions by opening ion channels. As
reported in the literature for postmortem brain tissue samples,?!
glutamate levels increased in bipolar patient serum samples
independent of the lithium treatment.

It is known that lipid concentrations in serum are altered in
smokers compared with nonsmokers.?® Nevertheless, a constant
behavior of lipid levels in the bipolar disorder patient groups
(containing some smokers) in relation to the control group
(containing only nonsmokers) is possible to assign. As mentioned
in the Materials and Methods, this variable was not controlled in
the present study, but it was shown to be a nonrelevant factor,
since the lipid levels changed in the same way inside each
investigated group.

Choline. Choline is a natural amine found in the lipids that
make up cell membranes, and it is the precursor of the neu-
rotransmitter acetylcholine, which acts in the cholinergic neu-
rotransmission.*® Choline, lithium, and bipolar disorder are linked
by interactions at several levels. Clinically, there is evidence that
the choline precursor lecithin (phosphatidylcholine) is moderately
effective in some patients with mania. Furthermore, lithium exerts
a potent and specific inhibitory effect on human choline trans-
port. !

myo-Inositol. myo-Inositol is a sugar involved in the regula-
tion of neuronal osmolarity, the metabolism of membrane-
bound phospholipids, and the phosphoinositide secondary
messenger pathway.?? Changes in myo-inositol levels may
reflect increased inositol monophosphatase (IMPase) activity,
which would lead to an increase in the levels of myo-inositol
containing compounds in patients treated with lithium.*® In the
present work, myo-inositol was found with an increased level
in the serum of bipolar patients treated with lithium compared
to the control group, and with a lower level in the serum of
bipolar patients treated with drugs not including lithium. In
the recent literature,?' this molecule was also found with an
increased level in postmortem brain tissue of bipolar disorder
patients, but with a decreased level in the brain tissue of rats
treated with lithium. Comparing these results, a discrepancy

(38) Schwarz, E.; Prabakaran, S.; Whitfield, P.; Major, H.; Leweke, F. M.; Koethe,
D.; McKenna, P.; Bahn, S. J. Proteome Res. 2008, 7, 4266-4277.

(39) Craig, W.Y.; Palomaki, G. E.; Haddow, J. E. Br. Med. J. 1989, 298, 784—
788.
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Moleclular, Cellular and Medical Aspects, 2nd ed.; Academic Press: London,
2006.
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between myo-inositol levels found in human samples (increased)
and animal samples (decreased) when taking into account the
lithium treatment effects is possible to observe.

Amino Acids. Differential amino acid (proline, glutamine,
valine, asparagine, arginine, and lysine) levels were also found
when comparing control subjects to bipolar patients under the
different treatments. This suggests an alteration in the patients’
amino acid metabolism. The metabolites N-acetylaspartate, cho-
line, myo-inositol, glutamate/glutamine, and creatine separately
were reported in the literature for euthymic, maniac, and de-
pressed adult and child/adolescent bipolar patients by 'H MRS
analyses in specific cerebral regions.*? This further supports
our results in that we found such metabolites also differing in
blood serum samples.

CONCLUSIONS

Metabolic profiling using 'H NMR spectroscopy and
chemometrics analyses proved to be an innovative strategy
to differentiate healthy subjects from bipolar ones and also
to distinguish bipolar patients according to treatment (using
lithium or not). A possible limitation to this study could be
the small sample size. However, even with this limitation a
clear distinction among the studied groups was observed,
where those samples belonging to the same group closely
showed the same results. To the best of our knowledge, this
is the first time that such methodology was used with these
purposes employing human blood serum samples. The
results found in this work for blood serum samples (systemic
level) corroborate those found in the recent literature?! for
postmortem brain tissue samples (local level), especially in
terms of glutamate and myo-inositol level changes. The
proposed methodology allows the detection of multiple
differential metabolites simultaneously, providing a general
pattern for the disease and for a specific treatment, with the
advantage of requiring serum samples only, which are
obtained through a minimally invasive strategy. A distinctive
pattern in the metabolic profile of serum from bipolar
disorder patients could even come to play a diagnostic role
in the future, and the differential patterns comparing the
patients treated with lithium or not could possibly indicate
relevant drug action pathways.

It is important to note that the mechanism of metabolic
changes in human blood serum of bipolar patients, considering
treatment with lithium or not, should be further studied. 'H NMR
spectroscopy analysis provides only a static picture of the
metabolites measured, and it does not allow the determination
of rates of metabolism or changes in the metabolic pathways
that may be altered in the presence of the disease and with
lithium treatment. The differential metabolites addressed in this
work could also guide further studies on the pathophysiology
of bipolar disorder and mechanisms of action of lithium
treatment and also on biomarker discovery.
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Abstract Several Gram-negative bacterial pathogens
have developed type III secretion systems (T3SSs) to
deliver virulence proteins directly into eukaryotic cells in a
process essential for many diseases. The type III secretion
processes require customized chaperones with high speci-
ficity for binding partners, thus providing the secretion to
occur. Due to the very low sequence similarities among
secretion chaperones, annotation and discrimination of a
great majority of them is extremely difficult and a task with
low scores even if genes are encountered that codify for
small (<20 kDa) proteins with low pl and a tendency to
dimerise. Concerning about this, herein, we present struc-
tural features on two hypothetical T3SSs chaperones
belonging to plant pathogen Xanthomonas axonopodis pv.
citri and suggest how low resolution models based on
Small Angle X-ray Scattering patterns can provide new
structural insights that could be very helpful in their anal-
ysis and posterior classification.
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Abbreviations

Xac Xanthomonas axonopodis pv. citri
T3SSs Type III secretion systems

T4SSs  Type IV secretion systems

CBD  Chaperone binding domain

IPTG  Isopropyl f5-D-1-thiogalactopyranoside
Tris Tris(hydroxymethyl) aminomethane
EDTA Ethylene diamine tetra acetic acid
CD Circular dichroism

SAXS Small Angle X-ray Scattering

pl Isoelectric point

1 Introduction

The Gram-negative bacterial pathogens of animals and
plants, such as Xanthomonas axonopodis pv. citri, for
example, have evolved a sophisticated arsenal of proteins,
commonly directly injected into the host cells by one of the
type III (T3SSs) and/or type IV (T4SSs) secretion systems
[56]. The Xac genome [14] with 4,313 predicted proteins
has around 30% of these with unknown function and
classified as hypothetic. Among the hypothetical proteins,
some were identified as potential secretion chaperones
belonging to T3SS [1, 2] while T3SS was pointed out as
crucial for bacterial pathogenicity and the initiation of
disease [1, 2, 13, 24]. Besides cell-to-cell contact, molec-
ular chaperones for secretion in T3SS are involved in the
assembly of extracellular filaments or pili [9, 15, 44]. T3SS
is comprised of more than 20 proteins [12] that form inner
and outer membrane ring structures, an extracellular needle
structure with pore-forming proteins at the distal tip that
engage a host cell membrane, an ATPase at the base, with
energetic and chaperone-effector recruitment roles, and a
suite of chaperones to coordinate the assembly and
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function of the apparatus during infection [11]. The narrow
opening of the needle channel dictates that, once recog-
nized by the secretion systems, substrates must be unfolded
before secretion [56]. It is known that most secreted pro-
teins possess a secretion signal located within the first
20-30 amino acid residues and an additional layer of
specificity may be conferred by secretion chaperones that
specifically bind to some of the secreted proteins. Although
the details of the signaling pathway involved in these
effectors delivery are still unknown, it is accepted that
chaperone binding prevents non-productive pre-secretory
associations of substrates [1, 2, 29, 57].

Almost all secretion chaperones from T3SS share
common features such as low molar masses (<20 kDa),
low isoelectric point, the presence of an amphipathic helix,
and their corresponding genes are usually located adjacent,
in the operon, to the gene of the virulence factor they bind
to [22]. These chaperones have little or no sequence
similarity but current literature groups them into three
classes (I-III) based on their physical interactions with the
binding partners [9, 11, 13, 41, 45, 52]. Class I chaperones
bind to translocated effectors at a chaperone-binding
domain located in the amino terminus of the effector.
Chaperones belonging to this class have a structural fold
of five ff-strands and three o-helices (x-S f-o-ff-o), form
homodimers and bind to the CBD in a horseshoe-like
structure. Class II chaperones bind to translocon proteins
that make up the secretion pore in the host target mem-
brane and class III chaperones bind to the extracellular
filament proteins (or flagellin rod in the orthologous fla-
gellar system) that polymerize into a helical structure
following secretion from the bacterial cell. Secondary
structure predictions suggest that class III chaperones
adopt an extended alpha helical structure, which is con-
firmed by the crystal structure of the CesA chaperone in
enterophatogenic E. coli that binds the EspA filament
protein [58]. Despite the lack of sequence identity, the
structures of chaperones from class I, for example, reveal
a dimeric organization with very similar «/f folds, and
with the CBD of their binding partners showing mostly
nonglobular substrate organization around the surface of
the chaperone [53]. On the other hand, flagellar chaper-
ones belonging to class III, differ from other chaperones
structurally and in binding to the C-termini of their cog-
nate substrates. However, the surface stabilization of
secondary structure elements of the substrate may reflect a
mode of recognition similar to class I chaperones [20].

In this work we present the structural characterization of
two hypothetical T3SS secretion chaperones belonging to
the Xac, named XAC0419 and FlgN. The FlgN was pre-
viously identified as a possible flagellar chaperone [33] and
this hypothesis was supported by our findings, once it
consists entirely of o-helices like others flagellar

chaperones and shows similar fold to most chaperones
from the class III chaperones.

2 Materials and Methods
2.1 Protein Expression

For protein expression, cells with the recombinant plasmids
were grown in Luria—Bertani medium at 37 °C, 200 rpm,
during 16 h. Ten milliliter of these overnight cultures were
added per liter of the same medium and grown at 37 °C,
200 rpm, until the Agponm reached ~ 0.8. Then protein
expressions were induced with IPTG 1 mmol L™' and
grown at 37 °C, 200 rpm, during 3 h (FlgN) or 16 h
(XAC0419). Cells were harvested by centrifugation at
4500 rpm, 4 °C, 15 min, and stored (—80 °C) prior to
purification.

2.2 Protein Purification

Frozen cells were thawed, suspended in a lysis buffer
(100 mmol L™" Tris-HCI, pH 8.0, 100 mmolL~' NaCl,
and 1 mmol L™! EDTA; 15 mL L") and disrupted by
sonication. The lysates were centrifugated at 15,000 rpm
4 °C for 30 min. XAC0419 was encountered in supernatant
after lysis and was purified in two steps by ion exchange
and size exclusion chromatography. FIgN was encountered
insoluble after lysis and the pellet was suspended in a
solubilization buffer (50 mmol L™" sodium phosphate
buffer, pH 8.0, 150 mmol L™' NaCl, 8 mol L™ urea),
incubated for 30 min at room temperature with continuous
stirring, diluted twice and dialysed at 4 °C in the equili-
bration buffer (50 mmol L™" sodium phosphate buffer, pH
8.0, 150 mmol L™! NaCl) [47]. After dialysis, the sus-
pension was centrifuged (30 min, 15,000 rpm, 4 °C), and
the soluble fraction containing FIlgN was purified by size
exclusion chromatography. The purity of the proteins was
analyzed by SDS-PAGE (15%). Physical-chemical
parameters were calculated from the protein sequence
using the Expasy proteomics server [25, 26]. The concen-
tration of FIgN was determined by UV-Vis spectroscopy
[19] applying the calculated molar absorption coefficient as
follows:  &g0nm = 6,990 L mol ™' cm™' [25] while the
concentration of XACO0419 was determined using the
Bradford method [8].

2.3 Analytical Gel Filtration
The molar mass of proteins and their oligomerization states
were estimated by analytical gel filtration with a Super-

dex™ 200 prep grade resin (GE Healthcare) [21], and a
low molar mass Gel Filtration Calibration Kit (LMW, GE
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Healthcare) was utilized to plot a calibration curve of
partition coefficient (k,,) versus molar mass. After cali-
bration, solutions containing XAC0419 and FlgN were
loaded onto the column using the same conditions utilized
during the calibration [32].

2.4 Spectroscopic Measurements

Circular dichroism measurements were carried out on a
JASCO J-720 and/or J-810 spectropolarimeters (Tokyo,
Japan) equipped with a Peltier-Type temperature controller
(Control System PFD 4255). The CD spectra were taken in
cuvettes of 10 mm path length using 2-4 uM protein
samples in 20 mM sodium acetate or phosphate buffers
(pH 5.0 or 8.0, respectively). Two types of experiment
were performed and in temperature stability experiments,
4-80 °C and 80—4 °C ranges in steps of 5°C min™",
applying the scan speed of 20 nm min~' from 200 to
260 nm were used. The second type of experiments was
conducted using 4 pmol L™ protein samples at 20 °C. The
protein a-helical contents were determined applying the
computer method CDNN [7]. The emission fluorescence
measurements were acquired in a spectrofluorimeter
(Carey Eclipse, Varian) using the 2.6 pmol L™' protein
sample in phosphate buffer (50 mmol L™, pH 8.0). The
excitation wavelength was 280 nm with bandpass of 5 nm.
Lifetimes were measured with the modulation frequency
range from 10 to 200 MHz on multi frequency cross-cor-
relation phase and modulator fluorometer ISS K2 by
applying the excitation at 295 nm that was selected through
a 310 nm filter (Edmund Industrial Optics). Ficoll 400 in
aqueous solution with lifetime of 0 ns was used as a ref-
erence. The instrument program ISS K2 was used in data
treatment. All CD and fluorescence spectra were baseline
corrected with the buffer and were the average of at least
three independent experiments.

2.5 SAXS Experiments

Protein samples were prepared in concentrations of 3.8 and
7.9 mg mL~'. SAXS data were collected at the DO2A-
SAXS?2 beamline of the National Synchrotron Light Lab-
oratory (LNLS, Campinas-SP, Brazil), equipped with a
MARCCD detector. The X-ray wavelength and sample-to-
detector distance were 1.488 A and 1079.7 mm, respec-
tively, corresponding to the overall g range 0.0153 <
q < 0.3056 Al (g = 4nsin®/ A, where 20 is the scattering
angle). The temperature of the sample holder was kept
constant at 25 °C using a water-bath temperature control-
ler. Scattering patterns for protein samples and buffers
were collected alternatively with exposure times of 600 s,
optimized to reduce radiation damage. For each protein
sample, successive frames were recorded. Data reduction
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comprised radial integration of the 2D-SAXS patterns to
1D scattering profiles using the program Fit2D [28], fol-
lowed by averaging of individual curves with PRIMUS
[36, 37].

The radius of gyration, R,, and the scattering intensity at
zero angle, [(0), were estimated using the Guinier
approximation I(g) = I(O)exp(—q2 Rgz’ %), valid for small
angles (¢ < 1.3/R,) [27]. A convenient q range was chosen
in order to diminish potential aggregation effects noted at
very low angles. AUTOGNOM [36] was used to obtain the
distance distribution function, P(r), molecule anisometry
and maximum intramolecular distance, along with more
accurate estimates for R, and [(0). Kratky plots
(qzl(q) x q) calculated from the scattering data were used
to assess the conformational state of the proteins in solution
[18, 46].

Molar mass was estimated within an error of about 10%
using a standard (bovine serum albumin and/or lysozyme)
collected in the same experimental conditions for calibra-
tion [43]. An alternative method based on single curves
measured on a relative scale [23] was also used. For each
protein, a low resolution model was obtained from the
experimental curve using the program DAMMIF to gen-
erate twenty independent dummy bead models which were
subsequently averaged with DAMAVER/DAMFILT [54].
For a clearer visualization, the coordinate file resulting
from this procedure was masked using NCSMASK [10,
16], resulting in the final low resolution three-dimensional
envelope which represents the protein molecules.

2.6 Modeling

A BLAST search against the Protein Data Bank using
default parameters resulted in E-values ~ 1, essentially
meaning that no significant alignments were obtained [3].
In fact, for both analyzed proteins, XAC0419 and FIgN, no
homologues with known three-dimensional structure are
available. Thus, in the absence of high resolution models
determined by experimental techniques, atomic structures
for FlgN and XAC0419 were predicted by computational
methods using I-TASSER [48, 59, 60]. The results from
I-TASSER assays aided in evaluation of the low resolution
envelopes recovered from the SAXS experimental curves.
Examination of the predicted models for similarity and
structure alignment for classification within the SCOP
[4, 42] database (1.73 archive) was done with PDBeFold
[39]. Superpositions were carried out with SUPCOMB
[35, 38]. All steps were executed with auxiliary semi-
automated shell scripts under Linux. GNUPLOT (gnuplot,
version gnuplot 4.4 patchlevel CVS) was employed for
data analysis and plotting, RASMOL [49, 50] and PyMOL
(The PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.3,
Schrédinger, LCC) were used for graphical analysis.
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A PQR file containing per-atom charge and radius was
generated using the AMBER force field with PDB2PQR
[17] and electrostatic properties were calculated with the
Adaptive Poisson-Boltzmann Solver (APBS) plug-in of
PyMOL [6].

3 Results

The proteins XAC0419 (NP_640774.1) and FIgN
(NP_642316.1) were successfully expressed in E. coli
BL21(DE3)pLysS strain at 37 °C. XAC0419 was encoun-
tered soluble in the supernatant after cell lysis and was
purified using cation exchange chromatography. A further
purification step was executed using size-exclusion chro-
matography (Fig. 1). This protein was found in both
monomer and dimer forms, and both were purified as
indicated in Fig. la, b. In comparison to previously pub-
lished data [33], FigN was found mostly insoluble after
lysis (Fig. 1c), and was purified from pellet only after urea
refolding [47]. Refolding resulted in obtaining the soluble
FigN and purification was conducted by size-exclusion
chromatography.

Gel filtration was used to estimate the molar masses of
XAC0419 and FIgN, applying Gel Filtration Calibration
Kit LMW (GE Heathcare) for calibration. The experi-
mental parameters were: geometric column volume (V) of
58.8 mL and the void volume of 23.2 mL. After analyzing
the two standard protein mixtures (Gel Filtration Calibra-
tion Kit LMW, Materials and methods), the protein elution
volumes (V.) were obtained. The partition coefficients
(k,,) were calculated and then the calibration curve was
plotted with a 0.99 adjusted R-square. The target proteins,
XAC0419 and FIgN, were submitted to gel filtration using
the same conditions as the standards and the estimated
molar masses were 11 kDa for XAC0419 and 12 kDa for
FIgN. It is important to mention that gel filtration doesn’t
provide exact molar masses for proteins but only an
approximation, and these experiments were conducted
mainly to estimate the proteins oligomerization (monomers
in both cases).

The purified proteins exhibited CD spectra characteristic
for folded proteins (Fig. 2) with a-helix secondary struc-
ture elements as judged by the molar ellipticities at
222 nm, especially in the case of FlgN (Fig. 2b). Decon-
volution of the spectra indicated o-helix contents of around
30% for XAC0419 in monomeric form, 54% for XAC0419
dimer (Fig. 2a) and 99.0% for FIgN (Fig. 2b). Additional
CD experiments for XAC0419 and FlgN were carried out
in the temperature range 4-80 °C in steps of 5 °C (data not
shown). CD spectra did not change significantly with
temperature until 65 °C for XAC0419 and 55 °C for FIgN,
indicating stable proteins up to these temperature limits.
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Fig. 1 SDS-PAGE electrophoreses gels. a XAC0419 after first
purification procedure showing the pure dimer (D) and monomer
(M) fractions; b XACO0419 after second purification procedure
showing the pure monomer (M); ¢ FIgN after lysis with samples
showing L—total lysate, S—supernatant of lysis and P—pellet of
lysis; d FlgN purification results showing pure protein. All of gels
present on the left the molecular protein ladder with the respective
molecular mass values in kDa

Both proteins exhibited reversible behavior in opposite
temperature direction (80—-4 °C). The emitted fluorescence
spectrum of FIgN is shown in Fig. 3a and presents the
normalized, background-corrected data measured at 25 °C.
A characteristic fluorescence emission maximum at
352 nm suggests that the single tryptophan residue in FlgN
(W90) is exposed to solvent, while dynamic fluorescence
experiments indicated three life times for this Trp residue
estimated at 5.7, 2.3 and 0.5 ns and with populations of
60.8, 30.2 and 9% (chi® = 1.023), respectively, pointing
for three different conformers for FlgN, one prevalent
(Fig. 3b).
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Fig. 2 Spectroscopic data. a CD spectra of the XAC0419 at
4 pmol L™" in both forms: (open circle) dimeric and (filled square)
monomeric; b CD spectra of the FIgN at 4 pmol L~! (open square).
All of them recorded as described in Materials and methods

SAXS data were collected for both proteins after con-
firming the correct folding by CD spectroscopy and sample
monodispersity by size-exclusion chromatography, from
which a first estimate of molar mass was obtained.
Figure 4a presents the final SAXS curves after data
reduction (Materials and methods) and the corresponding
Guinier regions, where the expected linear behavior for
monodisperse samples is observed. Radii of gyration esti-
mated from the linear regression (Guinier plot) were 14.2
and 22.5 A for XAC0419 and FigN, respectively. Using a
standard for calibration and the scattering intensity at zero
angle resulting from Guinier analysis, molar masses of
XAC0419 and FIgN were estimated to be 9.0 and
14.6 kDa, respectively, which is in reasonably good
agreement with the previously obtained data. Distance
distribution functions and Kratky plots obtained from the
experimental curves are shown in Fig. 4b, c, respectively.
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Fig. 3 Spectroscopic and bioinformatics data for target proteins.
a Emitted fluorescence spectrum of FlgN measured at 25 °C. b The
electrostatic surface potentials (310 K) for the predicted models of
XAC0419 (top row) and FIgN (bottom row). The right column is
rotated clockwise by 180° around the y-axe. Electrostatic potentials
are shown as multiples of k7/e, where k is the Boltzmann’s constant,
T is the temperature and e is the electron charge. The surface region
occupied by the single tryptophan residue (W78) in FlgN is marked in
the figure (lower right)

Rg values derived from the distance distribution function
were 13.5 A for XAC0419 and 20.9 A for FIgN, in
agreement with those obtained by Guinier analysis. The
molar masses obtained from the curves on a relative scale
[23], 8.6 and 13.0 kDa for XAC0419 and FIgN, respec-
tively, are comparable to those anticipated from the
Guinier analysis of the SAXS curves using a standard for
calibration, and from the size-exclusion chromatography
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Fig. 4 SAXS results. a SAXS scattering curves corresponding to the
average of 3 consecutive frames of XAC0419 (open square) and FigN
(open circle). In each case, the solid line represents the curve fitting
corresponding to the distance distribution function obtained with
AUTOGNOM [36]. The inset shows the linear fitting obtained in the
respective Guinier regions. b Distance distribution functions obtained
from the respective scattering curves using the program AUTO-
GNOM and normalized to the maximum of each individual curve.
The resulting integral parameters are quoted in the text. ¢ Kratky plots
normalized to 1(0) = 1

data. The three estimates agree, within experimental error,
with the masses calculated from the protein sequences,
10.8 kDa for XAC0419 and 12.1 kDa for FlgN, indicating
that, in both cases, monomers were present in solution.

Experimental low resolution models were obtained from
the SAXS scattering curves along with theoretically pre-
dicted coordinate models both for XAC0419 (Fig. 5) and
FigN (Fig. 6), according to the procedure described in the
previous section.

4 Discussion

The present work applies different experimental and the-
oretical techniques to tackle the challenging task of cor-
roborating genome original annotation of the target
proteins as secretion chaperones. The two target proteins,
XAC0419 and FlgN, were classified as conserved hypo-
thetical and possible secretion chaperones belonging to
T3SS [1, 2, 33]. The chromosomal gene codifying for
XAC0419 (NP_640774.1) is small and exhibits amphi-
pathic domains (amino acid residues 67-91) [1, 2], com-
mon features shared with other known T3SS secretion
chaperones as illustrated in Fig. 7. The flagellar chaperone
FIgN also exhibits the common secretion chaperone fea-
tures: low molar mass, low pl (6.7) and an amphipathic
domain on the C-terminal [1, 2, 33].

Although sharing common properties, including similar
3D folds within the same class of T3SS chaperones [22],
these proteins, in general, do not exhibit primary structure
homology, making it difficult to assure their function based
on sequence data. Furthermore, structural data are rela-
tively scarce in comparison with the number of proteins
thought to function as secretion chaperones. Circular
dichroism confirmed that both analyzed proteins possess
helical secondary structure elements, in agreement with a
predicted amphipathic helix on the XAC0419 and FlgN
C-terminals [1, 2], a common feature to known T3SS
secretion chaperones. CD data analysis also revealed that
FIgN is a stable protein comprised entirely of o-helices
(99% utilizing CDNN software) as described for most class
IITI T3SS chaperones [22]. Fluorescence experiments
revealed that the unique FlgN W78 residue is exposed to
solvent as its maximum emission was at 352 nm. Trypto-
phan residues exposed to solvent (water) are known to
exhibit maximum fluorescence emission at longer wave-
lengths, while W residues involved in intermolecular
interactions exhibit it at shorter wavelengths (around or
below 330 nm) [56]. As already described, a common
feature of secretion chaperones is the presence of an
amphipathic domain composed of «-helices where polar
and nonpolar amino acids are localized on opposing sides
[1, 2]. Indeed, the electrostatic surface potentials calculated
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Fig. 5 Stereo views showing the superposition of the molecular
envelope of XAC0419 derived from the experimental curves (in light
gray) superposed onto a cartoon representation of the theoretical
atomic model (in dark gray) obtained by computational modeling.
The middle and bottom rows are rotated clockwise by 90° around the
y-axes and counterclockwise by 90° around x-axes, respectively.
Drawings were prepared with PyMOL and edited using GIMP
(http://www.gimp.org) under Linux

for the predicted three-dimensional models were examined
and showed predominantly hydrophobic areas interspersed
with positively and negative charged regions, suggesting
continuous patches for protein—protein interactions
(Fig. 3b). Another relevant observation is that an inspec-
tion of the unique tryptophan residue of FlgN has shown
that it lies in the exterior of one of the «-helices in the
predicted model (Fig. 3b), which could be related to the

@ Springer

Fig. 6 Stereo view of the molecular envelope of FlgN recovered
from the scattering curve (in light gray) superposed onto a cartoon
representation of the atomic model predicted by computational
modeling techniques (in dark gray). The middle and bottom rows are
rotated clockwise by 90° around the y-axes and counterclockwise by
90° around x-axes, respectively. Figure was drawn using PyMOL and
edited using GIMP (http://www.gimp.org) under Linux

observed fluorescence spectrum, typical for a tryptophan
residue exposed to solvent.

Three independent estimates of the molar mass of the
proteins in solution were obtained. With good agreement
within experimental error, they indicate that, in both cases,
the proteins preferentially assume a monomeric form in
solution under the analytical conditions used, which
include low protein concentrations and absence of reducing
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Fig. 7 Cartoon representation of the atomic model for XAC0419 as
predicted by I-TASSER. This is the second scored model (C-score -
1.36) drawn using PyMOL with N- and C-terminal residues marked
(Met-1 and Leu-103), and the predict amphipathic helix (67-91)
showed in dark gray

agents. In addition to the CD analysis, which confirmed the
presence of secondary structural elements, the Kratky plots
shown in Fig. 4c exhibit a well-defined maximum char-
acteristic of compact proteins folded in a stable tertiary
structure [18, 40, 46, 51].

For different protein concentrations and buffer condi-
tions, a nonlinear dependence of the Guinier region of the
scattering curves was observed for the first points, corre-
sponding to very low g values, a probable indication of a
slight sample inhomogeneity and small amounts of aggre-
gation. Interestingly enough, this fact may bear a rela-
tionship to the amphipathic character of the C-terminal
domain [1, 2, 33], which may provide patches for protein—
protein interactions, as discussed below. It is worth noting
that pruning a few points in the beginning of the scattering
curves did not compromise further analysis. In the present
case, proteins that are relatively small in size and molar
mass were studied, for which the information content
extends to higher angles. The convenient low resolution
cut-off chosen in each case resulted in a reliable and con-
sistent data processing.

The non-symmetrical distance distribution functions
(Fig. 4b), with a bell shape bend to the left and a peak at
lower distances, show that XAC0419 and FIgN share an
elongated shape, the later exhibiting a greater maximum
distance, corresponding to the estimated higher radius of
gyration. The envelopes recovered from the experimental

ARG-130

Fig. 8 Cartoon representation of the atomic model predicted for
FlgN (I-TASSER) and PDB structure of the FlgN from Pseudomonas
aeruginosa. a This is the third scored model with I-TASSER C-score
of -2.66 and drawn using PyMOL with N- and C-terminal marked
(Met-1 and Ala-110), and showing once again the W78 exposed to
solvent in dark gray. b Crystallographic structure of FIgN from
Pseudomonas aeruginosa (PDB entry: 2fup, deposited in 2007, data
not published), which presents 49% of similarity and 27% of identity
to Xac FlgN

curves, shown in Figs. 5, 6, are prolate as expected and
give more details on the three-dimensional structure of
these proteins.

Due to the intrinsic low resolution of the SAXS tech-
nique, atomic coordinate models are normally used to
interpret the resulting envelopes, whether derived by high
resolution experimental techniques or predicted by com-
putational methods [35, 40, 46, 55]. In the present case,
experimental high resolution models were not available, for
either of the proteins under study or for homologues.
Although efforts were made, attempts to obtain samples at
higher concentrations were unsuccessful, which limited the
use of high resolution techniques such as X-ray Diffraction
Crystallography. For these reasons, the protein structure
prediction was employed in order to obtain coordinate
models through the I-TASSER server [48, 59, 60].

The predicted top models had estimated accuracies
(TM-score) of 0.75 £ 0.10 and 0.52 £ 0.15 for XAC0419
and FlIgN respectively, suggesting a high quality prediction
in both cases [48, 59]. For each protein, four other models
were predicted, which share the same underlying structural
characteristics, differing mainly in loop or unordered
regions. The closest matches resulting from XAC0419
structure alignments belong to the SCOP family d.204.1.1

@ Springer
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of ribosome binding protein Y [4, 42], whose fold consists
mainly of antiparallel f-sheets, with segregated o and f
regions. The predicted FIgN models contain a compact
domain composed of a-helices and a structural similarity
search of SCOP has shown that they match the SCOP
family k.9.1.1 of de novo designed single chain three-helix
bundle. DALI [30] search with the XAC0419 and FlgN
gave similar results about fold families (SCOP). It is
important to mention that in this search FlgN (Fig. 8a) was
also correlated to FIiT chaperones and also with the FIlgN
from Pseudomonas aeruginosa (Fig. 8b, PDB entry: 2fup),
once more indicative of similar 3D structures for this class
of proteins.

It is very interesting that the best fitting to the experi-
mental envelopes were not obtained for the I-TASSER
models with the highest scores, but with the second and
third best models for XAC0419 and FIgN, respectively.
Remarkably, except for probable mobile or intrinsically
unordered regions in the proteins, an impressive similarity
between the envelopes and the predicted models was
observed in both cases, as illustrated in Figs. 5, 6. An
excellent agreement is observed for the core region com-
prising the a-helices and f-sheets predicted for XAC0419,
although loop regions may assume a more globular, com-
pact shape in solution than what was anticipated by the
predicted atomic model. In the case of FIgN, the compact
domain composed of a-helices superposes very well onto a
core portion of the experimental envelope and, at the same
time, an unordered, although globular region seems to be
present, based on the predicted atomic model. It is
important to mention that the experimental low resolution
envelopes and the coordinate models were obtained by
completely independent approaches. Furthermore, as in the
present case, there are various examples were SAXS data
have been used as a valuable tool to compare and select
compatible models of proteins [5, 35, 40, 46].

Although there are some structural data on secretion
chaperones, almost all of them present class I T3SS
chaperones as dimers [22, 57]. Surprisingly, our results
indicate that XAC0419 and FlgN are monomeric in solu-
tion, which is an opening for further structural investiga-
tions on this kind of proteins. Structural data of class III
secretion chaperones or flagellar proteins are very limited
and some of the published data are not in agreement with
each other [22]. Our results indicate that FlgN is a helical
protein, whose three-dimensional folding assumes a prolate
shape in agreement to the data expected for the most fla-
gellar chaperones, with crystallographic data on FliS from
Aquifex aeolicus [20], and with size-exclusion chroma-
tography data on FliT from Salmonella [31, 34]. On the
other hand, the hypothetic XAC0419 protein also elongated
in shape and with 2¢-3 fold (a-f5-2), looks very similar
in structure to known class I T3SS chaperones [11, 22].

@ Springer

While it is well established that classes I and II of T3
secretion chaperones share significant structural features,
the same has not been verified for class III T3SS chaper-
ones and should be investigate.

Furthermore, the molecular envelopes obtained for
XAC0419 (Figs. 5 and 7) and FlgN (Figs. 6 and 8) are
similar to the other T3 secretion chaperones from the same
class. Thus, we can state that even though secretion
chaperones have no primary structure homology, they may
share the cited common features and similar tertiary
structure folds within the T3SS chaperones class. As far as
we know, these are the first low-resolution structural data
obtained for T3SS secretion chaperones in Xac.
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Bacterial Secretion Chaperones
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Abstract: Many Gram-negative bacteria are able to invade hosts by translocation of effectors directly into target cells in
processes usually mediated by two very complex secretion systems (SSs), named type III (T3) and type IV (T4) SSs.
These syringe-needle injection devices work with intervention of specialized secretion chaperones that, unlike traditional
molecular chaperones, do not assist in protein folding and are not energized by ATP. Controversy still surrounds secretion
chaperones primary role, but we can say that these chaperones act as: (i) bodyguards to prevent premature aggregation, or
as (ii) pilots to direct substrate secretion through the correct secretion system. This family of chaperones does not share
primary structure similarity but amazingly equal 3D folds. This mini review has the intent to present updated structural
and functional data for several important secretion chaperones, either alone or in complex with their cognate substrates, as
well to report on the common features and roles of T3, T4 and flagellar chaperones.

Keywords: Secretion chaperones, protein and DNA transport, protein-protein interactions, spectrometry and spectroscopy.

INTRODUCTION

Gram-negative bacteria utilize at least six or seven dis-
tinct secretion pathways to transport proteins, single-strand
DNA (ssDNA), and/or protein-DNA complexes across the
inner and/or outer membranes of the cell envelope [1-3].
Among these, the most complex pathways are type III (T3)
and type IV (T4) secretion systems (SSs) that share some
common features [4, 5]. One of them is a mechanism for
sensing environmental stimuli in contact with the bacterium
of a eukaryotic target cell [6]. Upon such stimuli, these two
sophisticated molecular syringes allow the bacteria to pump
specific molecules, called effectors, directly into the host cell
cytoplasm. However, it is still questionable how these sy-
ringes penetrate the host plasma membrane although they
can interact with some associated protein complexes in the
eukaryotic cell membrane and/or cell wall and thus provide a
continuous conduit for the delivery of effectors [7-9]. The
T3SS also enables bacteria to assemble cell surface flagella
[10], while T4SS [11] promotes horizontal gene transfer be-
tween different species by transportation of DNA and its
complexes. To date, it is believed that effectors (proteins,
ssDNA, complexes) have to possess at least partially un-
folded structures and structures complementary in size to the
inner channel, generally, around 2.8 nm in diameter [12, 13],
to be transported from one to another cell cytoplasm. In the
process of unfolding, the effector protein N-terminal amphi-
pathic domain can serve as a secretion signal and also as a
binding domain to a specific secretion chaperone [14-16].
This family of chaperones is very versatile with low primary
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structure identity but amazing 3D structural similarities
[17-20].

Although the bacterial secretion processes involve vari-
ous proteins, structural, functional, effectors, among many
others, the key proteins belong to class of molecular chaper-
ones [7]. Molecular chaperones bind and stabilize proteins at
intermediate stages of folding, assembly, translocation across
membranes and degradation. This large family of proteins is
responsible for quality control of the cell proteome, and is
divided in few subfamilies according to activity and common
features; like the heat-shock proteins with ATPase activity
(Hsps), or the small heat-shock proteins without ATPase
activity (sHsps). Heat shock proteins have been classified by
molecular weight, for example, Hsp70 for the 70 kDa heat
shock protein and they are among the most well-conserved
proteins known. The correct folding of newly formed pro-
teins and maintenance of protein structure under stress are
provided by chaperones from Hsps families and the most
studied system is the Hsp70 in E. coli [21a], that consists
from chaperone DnaK, co-chaperone Dnal, and the nucleo-
tide exchanging factor known as GrpE protein. Recently, the
DnaK/Dnal involvement in bacterial invasion of mice by
Salmonella has been reported, and demonstrated that bacte-
rial survival and proliferation at higher temperatures are re-
lated to DnaK/Dnal proper function [21a-c]. Also, the chap-
erone DnaK in E. coli enables the secreted effectors stability
in cytoplasm prior to secretion. Therefore, secretion chaper-
ones cooperate with other molecular cell chaperones in order
to provide efficient bacterial effectors delivery in host cells.

It is assumed that one of the first steps in competent bac-
terial secretion is a very conserved and characteristic target
(effector) protein-chaperone interaction [22], having the
chaperone-binding region of the target protein wound around
the chaperone [23], and ends with the breakage of this inter-
action as chaperones must release their effectors because

© 2011 Bentham Science Publishers Ltd.
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they remain within the bacterial cytoplasm [24, 25]. These
very complex processes of chaperone-assisted secretion in
assembled T3SS, T4SS and flagellum are illustrated in a
model as represented in Fig. (1). All characterized T3 and
T4SSs contain a cytoplasmic/inner membrane ATPase with
highest ATP activity in dodecamer (T3SS) or hexadimeric
form (T4SS) [26]. These ATPases usually are prone to mul-
tiple protein-protein interactions with some cytoplasmic and
inner membrane components of the SSs, including interac-
tions with chaperones and a global T3 secretion chaperone
[27]. Therefore, ATPase activities could be associated with
the release and unfolding of complexes between chaperone-
effectors. Another potential energy source for T3 secretion is
the proton motive force, as reported for the assembly of bac-
terial flagella [25].

In this review we discuss principally the structure of
some important bacterial flagellar, T3 and T4 secretion
chaperones and their role in bacterial locomotion, secretion
activity, and pathogenicity.

SECRETION CHAPERONES: SUBSTRATE-SPECI-
FIC PROTEINS

Although the bacterial T3 or T4 export membrane com-
ponents are obvious homologues [28], secretion chaperones
have low sequence identity (18% between CesT and SigE,
both identified as secretion chaperones for Tir in E. coli and
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SigD in S. enterica, respectively) [29], and thus are unlikely
to be homologues [30]. Secretion chaperones are usually
encoded by virulence operons that contain an essential but
currently anonymous gene that lies between the genes encod-
ing the export ATPase [31] and a protein known or suspected
to control hook or needle length [32, 33]. These virulence
genes encode, in each case, a protein of a similar (14—
18 kDa, sometimes 12-20 kDa) size, without significant se-
quence similarity, high helicity and low pl. The genes encod-
ing T3 chaperones are also often localized adjacent to the
genes encoding their effectors; thereby, they are coexpressed
in vivo. Mutation of the chaperone genes usually leads to
rapid degradation, aggregation and significant loss of secre-
tion of one or, in some cases, two cognate effectors. Several
of these T3 chaperones have been suggested to participate in
negative feedback regulation of virulence genes in Yersinia
species and some of them have been directly associated with
transcription regulation [33-35].

Analysis of the hydrophobic surface areas of the CesT
and SigE T3 chaperones provided insights into how they
selectively bind to effectors. Their hydrophobic surface area
is significantly larger compared to a typical soluble protein
and to the probable interaction area with the exposed hydro-
phobic amino acids in the effectors [28, 29]. The degree of
unfolding of the effectors by the T3 chaperones is also un-
clear. T3 chaperones, including CesT, generally bind to a

Plasma membrane of
host cell

Figure 1. Illustration of bacterial secretion systems: T3SS (left), T4SS (middle),and flagellar (right). In T3 system secretion, three steps are
involved: (A) the chaperone dimer (1) is free in the cytosol, (B) the dimmer encounters its effector protein (2), and (C) the chaperone/effector
complex (3) is guiding the delivery of effectors through the infection machinery. The T4SS is capable of translocating proteins (I), single
strand DNA (II) or even single strand DNA/protein complexes (III). In this process, the chaperone (1), monomer or dimer, binds to its effec-
tors, enabling their cytosolic stability, and finally, begins the translocation process. In the flagellar systems, the chaperone act as dimers (1),
in such way that they bind to their effector protein, preventing aggregation and precipitation and, after this, begins further steps in the infec-
tious mechanism (i.e. the building of the translocation machinery, or protein translocation itself). (Corel Draw 12, version 12.0.0.458, Corel

Corporation; Adapted from [30, 71]).
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limited region in the effector, often a <100-residue segment
close to the N-terminus Fig. (1). There is as yet no evidence
as to the degree of unfolding of this region or, more impor-
tant, any resultant destabilization in the folding of the rest of
the effector molecule as the T3 chaperone binds [36].

So far, the best described T4SS chaperone, VirEl, is
even smaller than the cited T3 chaperones. It also has low pl
and an amphipathic o-helix, the probable site for interaction
withVirE2. The VirEl T4 secretion chaperone forms a com-
plex with the effector (VirE2). Gel filtration studies indicate
that it has an apparent molar mass of ~70 to 80 kDa and a
2:1 molar ratio; these results are consistent with the dimeri-
zation proposition for VirEl [37]. Formation of such a
VirE1-VirE2 complex clearly seems to be important for pre-
venting VirE2 aggregation. It is believed that the VirEl di-
mer interacts dynamically with VirE2, and this complex as-
sociates with T4SS and then dissociates upon successful
presentation of the substrate to the transfer channel. The
minimum condition for this process to occur is that VirEl
disengages from VirE2 prior to interaction with ssDNA and
the VirE2/ssDNA export [19, 20, 37].

In the flagellar system, the coordination of gene expres-
sion with secretion activity ensures that structural compo-
nents of the flagellum are expressed only when required dur-
ing the different stages of flagellar assembly. In this process,
the flagellar proteins that polymerize to form the structure,
including the hook—filament junction, filament and filament
cap are exported by T3SS to the growing flagellum. Also,
the components of the flagellum are secreted by a type III-
like mechanism through the hook-basal body Fig. (1). Export
of these structural components is strongly facilitated by cyto-
solic substrate-specific chaperones, which bind respectively
to the C-terminal amphipathic domains of their substrates
(chaperones: FigN, FliT, and FliS) [38-40].

Structural and functional studies on secretion chaperones
by crystallography, nuclear magnetic resonance (NMR) and
mass spectrometry (MS) have shed light on the structural
similarity of this family of proteins. These studies also pro-
vided valuable information about the molecular basis of the
specific interactions between chaperones and effectors and
their role on effector conformations. Further updated and
important features are discussed in sequence.

X-RAY CRYSTALLOGRAPHY IN STRUCTURAL
AND FUNCTIONAL STUDIES OF SECRETION
CHAPERONES

Structural studies have revealed a remarkable degree of
structural similarity among the different secretion chaper-
ones despite a lack of significant sequence similarity and the
wide variety of effectors that they chaperone and some of
these are presented herein. The first to be discussed are T3SS
chaperones that have been classified according to effector
binding into four categories: (i) class IA chaperone: a single
effector; (ii) class IB chaperone: multiple effectors; (iii) class
I chaperone: the translocators; and (iv) class III: flagellar
chaperones [7].

The crystallographic structures of the chaperones SicP
and SigE from Salmonella enterica and SycE from Yersinia
pseudotuberculosis, for example, confirmed that class TA
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(proteins having ~130 residues) chaperones function as di-
mers [7, 41, 42]. These dimers exhibit similar 3D folds, in
which each monomer contains five B strands and three o
helices as illustrated in Fig. (2A).

The hydrophobic face of the C-terminal helix predicted
from sequence analysis is buried into the core of the chaper-
one. In each case, the dimer surface exhibits two pairs of
hydrophobic patches due to the internal two-fold symmetry.
A binding region located within the substrate N-terminal has
also been identified for most chaperones from this class [43].
The chaperone and effector complex structures, such as the
SicP-SptP35.139 and SycE-YopE;7.¢5 complexes from Salmo-
nella and Yersinia, respectively, are remarkably similar, even
though neither the chaperones nor their binding regions on
the effectors share sequence similarities [42, 44]. In both
cases, the chaperone-binding region is wrapped around the
chaperone dimer and the interactions with the effector occur
mainly between secondary structured elements of the effec-
tor and the two hydrophobic patches present on the chaper-
one dimer. Each of these patches confers little specificity to
the interaction, since two identical hydrophobic patches of
the chaperone dimer accommodate two different parts of the
effector [7]. Furthermore, limited proteolysis of the chaper-
one SicP, associated with the effector SptP, and SycE with
the effector YopE indicated that residues 35-139 of SptP and
17-85 of YopE are protected from degradation.

At the same time that some data on crystal structures of
chaperones alone show that they form highly stable dimers in
solution, the published cocrystal structures of chaperone-
effector complexes provide information about the mutual
interaction between these species. The cocrystal structures
reveal, for example, that the N-terminal chaperone binding
domains (CBD) of the effector interact with their chaperone
in a highly unusual manner, forming extended, nonglobular
polypeptides that wrap around both chaperones in the dimer
through interactions with large hydrophobic patches [45].

Although most class I chaperones bind a single substrate
(class IA) there are others such as InvB of Salmonella and
Spal5 of Shigella Fig. (2, PDB code: 1RY9) that bind more
than one substrate, and these chaperones belong to class IB.
InvB, for example binds to at least four invasion Salmonella
proteins: SipF, SopE, SopE2 and SipA. The crystal structure
of the SipA(22-264)-InvB complex [46] presents similarities
and differences from earlier chaperone-effector complexes in
T3SS pathogenesis. The mode of interaction between them
preserves the nonglobular character of the effector chaperone
binding domain (CBD), but this interaction occurs with only
one of the InvB molecules from the chaperone homodimer.
This is in contrast to the interactions between Salmonella
SptP with SicP, or Yersinia YopE with SycC, which involve
a nonglobular polypeptide of the virulence factor that wraps
around both molecules in the chaperone dimer. In the center
of these interactions is the use of the same hydrophobic sur-
face patch on each chaperone to bind different regions of the
nonglobular effector. However, this nonglobular region of
SipA interacts with the conserved hydrophobic patches of
only one InvB molecule, leaving the other patches on the
second InvB molecule exposed to solvent, contributing
slightly more than one half to the total surface area buried
upon complex formation. This observation suggests the pos-
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Figure 2. Tertiary structure representation of (A) two T3SS (Protein Data Bank entries: 1RY9 and 1N5B, PyMol) chaperones, from Shigella
flexneri (Spal5: 1RY9) and Yersinia enterocolitica (SycE: 1N5B), respectively. Secondary structure similarities can be clearly observed,
since both show similar a-helical and B-sheet content. (B) Flagellar chaperone (FliS, black) with almost entire 2D a-helical structure in com-

plex with its effector flagellin (white) (Protein Data Bank entry: 10RY).

sibility that the InvB homodimer could bind two effector
molecules at the same time. It is important to remember that
these authors observed that the SipAys.,64 domain is not un-
folded by InvB, but interacts through its N-terminal, hydro-
phobic portion and through proximal helices via globular
protein-protein contacts with both molecules of the chaper-
one. Then, by structural analysis they [46] identified a com-
mon receptor-ligand type of interaction, involving a common
binding motif in a short peptide of the effector and a con-
served hydrophobic pocket in the chaperone.

The crystallographic studies can also be used to identify
secretion chaperones, as in a recent study with Salmonella
enterica serovar Typhimurium whose genome encodes T3SS
proteins but the complement chaperone required for the viru-
lence factor translocation was unknown [22]. Crystallo-
graphic analysis, after a reverse genetic approach, of SrcA at
2.5A resolution allowed the identification of SrcA as a class
I secretion chaperone. SrcA crystallized as a dimer and each
monomer consisted of a small and a large domain. The larger
domain mediates dimerization and is comprised of a twisted
anti-parallel B-sheet flanked by a-helices (Fig. 2). The dimer
interface occurs primarily through hydrophobic interactions
and the total surface area buried at the dimer interface sug-
gests that the chaperone would exist as a dimer in solution,
which was confirmed by gel-filtration analysis. A compari-
son of the SrcA dimer interface with other class I chaperone
family members indicated the overall similarity of quater-
nary structure shared between SrcA and class IA chaperones.
This is in contrast to the class IB chaperone interface of
Spal5, which, despite having similar tertiary structure to
SrcA, adopts a distinct dimer interface. The interface for the
SrcA homodimer is extensive and adopts a parallel configu-
ration when comparing o-helices of opposing subunits simi-
lar to SicP (class TA) but different from Spal5 (class IB),
which has a reduced dimer interface [22].

The class I chaperones seem to be amenable to crystallo-
graphic analysis, presenting a lot of solved structures, as
already discussed. On the other hand, the structural data and
information on the binding region(s) of class II chaperones

are scarce. Class II secretion chaperones are unique because
they bind to at least two translocators that might associate to
the eukaryotic membrane to form a pore that allows translo-
cation of effectors. In a recent study [47], the crystal
structure of class II IpgC (18-kDa protein) chaperone that
binds two essencial effectors, IpaB and IpaC, of Shigella
flexneri, was reported. To understand the molecular basis of
the chaperone IgpC function, these authors determined the
crystal structure of functional apolgpC by the
multiwavelength anomalous diffraction (MAD) technique
using selenomethionine (SeMet)-substituted protein and
compared it to the crystal structure of IgpC complexed with
the CBD of IpaBs;7,. Based on comparison, it has been
proposed that the chaperone captures the translocator CBD
in an extended conformation. They also identified the crucial
role of N-terminal 21-amino acids in the dimerization of
IgpC and defined the N termini of the CBD in IpaB. This
information allowed predictions and manipulation for this
class of chaperone-substrate interactions and could
contribute in the development of specific antibacterial
agents. Crystallographic studies have helped in establishing
the concept that class I chaperones typically act as
homodimers [42, 44] and, as recently demonstrated [48],
despite putative structural divergence, some class II
chaperones also form homodimers as, for example, SycD
from Yersinia enterocolitica does. Therefore, dimerization
must be a shared feature among class I and class IT T3SS
chaperones and important for recognition and downstream
processing of the chaperone/effector complexes, since,
despite the structural differences between these two classes
of chaperones, their mode of interaction with effectors is
conserved. The dimerization of SycD was later confirmed
[49] by presenting the first experimental structure of a class
IT secretion chaperone, with two crystal structures at 1.95
and 2.6 A resolution, showing the entire a-helical fold and
revealing three tetratricopeptide repeat-like motifs predicted
from the amino acid sequence. In both structures, the
chaperone forms dimers utilizing residues from the first
tetratricopeptide  repeat-like motif, showing a deep
dependency of dimerization on the same residues. It also was
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verified that in solution SycD forms head-to-head
homodimers. Therefore, for SycD two different assemblies
of monomers into dimers seemed possible, based on the
packing in the monoclinic crystals [49]. The finding that this
chaperone can form two structurally different head-to-head
homodimers with different arrangements of the monomers
utilizing the same interface is unusual and seemed to be the
first example of this type of dimerization that is almost
exclusively mediated by hydrofobic contacts. Indeed, with
this one can conclude that, in contrast to class I chaperones,
where distinct features such as hydrofobic surface patches
have been identified as essential for interaction with the
specific secretion target, class II chaperones interact with
multiple binding partners of different folds and functions and
as a consequence, had to develop an arsenal of binding sites.
In comparison with class I and II secretion chaperones, struc-
tural data about class III chaperones, or flagellar chaperones,
are very poor, commonly encountered as additional informa-
tion in studies focused on these chaperone effectors with
almost no attention given to the chaperones themselves [50].
Class III chaperones bind to the extracellular filament pro-
teins (or flagellin rod in the orthologous flagellar system)
that polymerize into a helical structure following secretion
from the bacterial cell. Secondary structure predictions sug-
gest that class III chaperones adopt an extended alpha helical
structure [32], which is confirmed by the crystal structure of
the CesA chaperone in the enterophatogenic E. coli that
binds the EspA filament protein [51]. The proteins FIgN,
FIiT and FliS (Fig. 2) of Salmonella are considered to belong
to class III secretion chaperones due to such common fea-
tures as low molar mass and a low pl, for example [50, 52,
53]. The interactions between these chaperones and their
substrate(s) might be more labile in comparison to those in-
volving the chaperones already discussed, because the com-
plexes could not be recovered from the bacterium cytoplasm
[7, 33, 53]. The size of complexes involving these chaper-
ones suggests that a dimer of the chaperone is associated
with one molecule of the substrate. Class III chaperones bind
to the substrate C-terminal region that is proposed to mediate
interactions between subunits in the flagellum [52, 53].
Therefore, flagellar chaperones seem to fine-tune the flagel-
lar assembly process. FIiT is a flagellar specific chaperone
for the filament-capping protein FliD and is responsible for
negative control of flagellar gene expression by binding to
the FIhDC complex and is also known to interact with FliJ.
FIiT is a 14 kDa protein composed of 122 amino acid resi-
dues and facilitates the export of its cognate substrate on
completion of hook-basal body assembly that, by binding to
the effector, prevents its premature aggregation in the cyto-
plasm [23, 54]. The crystal structure of FIliT was solved at
3.2 A resolution and the asymmetric unit of the crystal con-
tains two FIiT molecules which form a dimer related by a
pseudo-two fold local symmetry, producing a tetramer in the
crystal, but after analytical centrifugation and size-exclusion
chromatography experiments showing an equilibrium be-
tween monomer and dimer, this tetramer was considered as
an artifact of the crystal packing. The chaperone consists of
four a-helices and the core of the molecule is formed by a
antiparallel a-helical bundle structure. The conformation of
the C-terminal segment, which is an amphipathic o-helix,
shows little distinction between the two molecules, and is
flexible. The swapping of these domains produces the dimer.
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These observations imply that the flexible C-terminal seg-
ment might play an important role in FIiT function [23]. The
antiparallel a-helix bundle core structure of FliT is similar to
that of FliS, a flagellar specific chaperone for FliC, but the
arrangement of the helices is quite different. FliS from Sal-
monella typhimurium has 135 amino acid residues and is
predicted to be a predominantly a-helical protein [55]. How-
ever, the first crystallographic structure solved of a flagellar
chaperone was the FliS from Aquifex aeolicus and indicated
that the chaperone adopts a novel fold, distinct from the type
IIT secretion chaperones earlier discussed. The structure of
FIiS solved at a 2.2 A resolution [56] is an embellished, anti-
parallel four-helix bundle with a quasi-helical cap on one end
formed by the 16 N-terminal residues. Therefore, although
there are some superficial similarities between flagellar
chaperones and the others T3 secretion chaperones, they do
not share a common evolutionary origin. FliS from Salmo-
nella enterica was reported to be a homodimer in solution
[53], like the T3 secretion chaperones, but FliS from A. aeo-
licus seems to be a monomeric protein and, to support this
observation the counterparts of all 40 amino acids that com-
prise the FliS binding site of S. enterica and FliC are bound
by a single FliS polypeptide in the crystal structure of the A.
aeolicus F1iS-FliC complex [56]. In conclusion, it was dem-
onstrated that FliS and the others type III secretion chaper-
ones use different structural solutions to do the same thing:
bind polypeptides in an extended, nonglobular conformation.
Probably these two types of effector-chaperone complexes
do not play analogous roles in T3 secretion and in flagellar
biosynthesis. In contrast with class I and II chaperones FliS
does not seem to be directly involved in the secretion of
FliC, acting in the prevention of the premature polymeriza-
tion of FliC in the bacterial cytosol [56]. In order to obtain
more information about class III secretion chaperones and
establish some class common features, it remains to be seen
if FliS, FIiT, and FIgN have similar tertiary structures like
their counterparts in T3SS. However, although the amino
acid sequences of FliT and FIgN are consistent with the a-
helical folds, they seem to be unrelated to that of FliS.

Secretion chaperones are also required in type IV secre-
tion systems (T4SS), which are similar to T3SS in direct
effector transportation, but with one very important differ-
ence, since the first ones are also responsible for DNA ex-
portation [6]. Other differences between these two systems
are the secretion chaperones: the T3SS chaperones are exten-
sively studied as already demonstrated; while the great num-
ber of papers on T4SS contains only data on activities of the
effectors and their cognate chaperone. For example, in Agro-
bacterium tumefaciens, the prototype for T4SSs, protein
VirEl was identified as a secretion chaperone owing to some
of its features, for example, it is a small (7 kDa) protein, with
low pl and prevents the VirE2 from oligomerization and
aggregation [19, 57, 58].

To date, there are no structural studies reported for
VirEl, although structural information about this protein has
been provided by structural studies on VirEl complexed
with its effector (VirE2) by electron microscopy (EM), small
angle X-ray scattering (SAXS) [37, 58] and crystallography
[59]. Despite earlier gel filtration assays that indicated that
the VirE1-VirE2 complex has a 2:1 ratio, recent SAXS and
EM studies indicate that, in co-expression, VirEl and VirE2
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form a heterodimer in a 1:1 molar ratio in solution, through
the interaction of the VirEl amphipathic o-helix C-terminal
portion with a short N-terminal portion of effector (VirE2
protein, Fig. 3).

Recently the complex structure VirE1/VirE2 was solved
utilizing crystallography [59] and the results obtained are in
agreement with previously published SAXS and EM data.
These results indicate a single fold in two structural domains
of VirE2 that are connected by a single interdomain linker;
while the VirEl comprises a single helix situated between
these two VirE2 domains with multiple interactions with
both of them. All these observations imply that VirE2 pos-
sess a dynamic structure that can accommodate its different
partners due to the flexibility of its interdomain linker, and
indicates that VirEl is a specific secretion chaperone that
prevents premature interactions and oligomerization as a
bodyguard toVirE2 until its secretion with bonded ssDNA.

FURTHER STRUCTURAL AND FUNCTIONAL
STUDIES ON SECRETION CHAPERONES

Structural secretion chaperone research is limited to crys-
tallographic studies on structured portions of protein frag-
ments due to the aggregation-prone nature of free intact ef-
fectors and the intractability of intact chaperone-effector
complexes to crystallize. This could be overcome by prepar-
ing the samples at concentrations and conditions suitable for
NMR spectroscopy [60-62]. So far in T3SS, two theories
have been proposed for the extended conformation of the
effector CBD: (i) it is necessary to maintain or prime unfold-
ing of the effector for transport through the narrow T3 secre-
tion needle, and (ii) it forms a discrete three-dimensional
signal targeting the chaperone-effector complex to a T3 se-
cretion component required for translocation. Recent results
demonstrating binding between a Salmonella chaperone-
effector complex and the T3S ATPase, as well as ATP hy-
drolysis-dependent unfolding of the effector by the ATPase,
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are consistent with both the unfolding and targeting models
[63].

The structural and dynamic changes on an intact effector
upon chaperone binding were studied by NMR [64]. Rather
than maintaining an unfolded state in the effector, secretion
chaperone SycE was found to promote structuring of the
YopE CBD. Taken together with structural conservation of
chaperone-effector complexes, these results were most con-
sistent with a targeting model of action in which the CBD, in
association with the chaperone constitutes a three-
dimensional targeting signal [65]. The strongest experimen-
tal support for the targeting model comes from a Yersinia
strain which expressed most of its effectors but had its
HOPEM encoding DNA segment deleted (AHOPEM) [35].
In this strain, neither SycE nor the CBD region of YopE is
required for translocation, whereas in wild-type strains both
are required. Dispensability of SycE and the CBD region in
the AHOPEM strain suggests that chaperones have a role in
enhancing interaction between effectors and a T3 secretion
component that is required for translocation. Other NMR
results provided support for a targeting model of chaperone
action and are inconsistent with unfolding models. As re-
cently reported [41, 63, 64], the first 100 N-terminal residues
of effector YopE protein are disordered and flexible as in
natively unfolded proteins, but only in the absence of bound
chaperone (SycE). By SycE binding, a pronounced disorder-
to-order transition in the YopE CBD occurred but had no
effect on other portions of this effector. No association be-
tween SycE-YopE and the Yersinia T3S ATPase YscN was
detected, suggesting that the target of the putative signal in
the SycE-YopE complex is some other component than
YscN in Yersinia. Additionally, YopE residues form a sol-
vent-exposed patch on the surface of the chaperone-binding
domain (CBD) [64], and their effect on translocation is con-
sistent with the structure of the CBD serving as a signal for
translocation, and the effector being responsible for secretion
but only when bonded to the chaperone.

Figure 3. Tertiary structure of VirE1/VirE2 complex from Agrobacterium tumefaciens T4SS, with small VirEl chaperone (dark grey) pre-
venting VirE2 (shade grey) aggregation and premature precipitation (Protein Data Bank entry: 3BTP).
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Upon introduction with suitable ionization techniques,
such as ESI (Electrospray Ionization) and MALDI (Matrix-
Assisted Laser Desorption/Ionization) [66-68], Mass Spec-
trometry (MS) has been widely used in the study of proteins
due to very precise information on mass, sequence and even
proteins 3D structure. There are however only a few studies
on secretion chaperones in which MS was applied. Among
these, we can cite the MS sequencing experiments using tan-
dem mass spectrometry applied in secretion chaperones
functional studies and some on complexes among chaper-
ones and effectors. Recently, functional studies on SsaE pro-
tein were conducted by nano-LC-ESI-MS/MS [69]. This
protein is encoded by the T3SS operon within the Salmonella
pathogenicity island 2 (SPI-2) locus and has 15 kDa and low
pl, as do mostly known secretion chaperones. After coim-
munoprecipitation assays, the bound proteins were eluted
and subjected to MS analyses. Seven SPI-2 proteins: SsaH,
SsaK, SsaN, SsaQ, SseA, SseB, and SseC, were identified as
SsaE-interacting proteins. It also was verified that mutants
without the locus for SsaE didn’t secrete SPI-2 effectors,
probably due to failure in assembly of the needle complex.
The T3 apparatus is associated with an ATPase that pre-
sumably provides the energy for the secretion process and,
interestingly, mass spectrometric analysis revealed that SsaE
is coeluted with the predicted SPI-2 T3SS ATPase SsaN
[69].

In another work [69], the study of the complexes formed
between T3SS chaperones from Yersinia pestis and target
proteins was reported. The interactions between the proteins
were first identified by surface plasmon resonance (SPR),
and then the complexes were submitted to MALDI-TOF-MS
experiments, which confirmed even the formation of com-
plexes identified as ones with weak interactions by the pre-
vious tests. The high affinity interactions exhibited very
strong mass/charge signals. The SPR and MALDI-TOF-MS
data were complementary, and provided a powerful method
for rapidly identifying protein-protein interactions involved
in complex macromolecular assemblies, such as T3SS are,
on association of secretion chaperones and their effector pro-
teins, thus enabling understanding some key steps in the as-
sembly and function of these macromolecular systems. Be-
sides, considering that unfolding is a prerequisite for T3 se-
cretion, the interactions identified are likely to occur either
before or after this stage in the process. Hence a hierarchical
delivery of proteins through the injectosome may be partially
controlled by the stability of chaperone-effector complexes.
Therefore, the cited experiments could help in the elucida-
tion of the transport of virulence factors across the bacterial
and host cell membranes [70].

FINAL REMARKS

The central role in secretion strategy involving bacterial
T3, flagellar and T4 secretion systems is occupied by spe-
cific secretion chaperones when secretion competencies are
detected or triggered by a cell. The T3SS specific dimeric
chaperones represent a large family of proteins with limited
sequence identity (< 20%), very well conserved folds and
modes for effector binding in which the chaperone dimers
provide rigid surfaces around which effectors wrap an ~25—
100-residue chaperone-binding (CBD) region. T3SS chaper-
ones are considered pilots for presenting the effectors to se-
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cretion system, and also bodyguards since they enable effec-
tors to remain soluble even when produced in higher concen-
trations. On the other hand, all known flagellar and T4 secre-
tion chaperones are almost entirely composed from o-helices
and act principally as bodyguards for their effectors by pre-
venting premature association and aggregation of the effec-
tors. Although structural studies on secretion chaperones,
having crystallography as the leading technique in structural
assignments so far, have led to better understanding of viru-
lence mechanisms that many Gram-negative pathogens use,
there are still many questions to be answered.
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The Clp/Hsp100 AAA+ chaperone family is involved in recovering aggregated proteins and little is known
about other orthologs of the well studied ClpB from Escherichia coli and Hsp104 from Saccharomyces
cerevisiae. Plant Hsp101 is a good model for understanding the relationship between the structure and
function of Hsp100 proteins and to investigate the role of these chaperones in disaggregation processes.
Here, we present the cloning and purification of a sugarcane ortholog, SHsp101, which is expressed in
sugarcane cells and is a folded hexamer that is capable of binding nucleotides. Thus SHsp101 has the
structural and functional characteristics of the Clp/Hsp100 AAA+ family.

© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Protein misfolding and aggregation play important roles in
many pathologies. Heterologous expression of genes sometimes
generates inclusion bodies. Failure in proper folding results in a loss
of biological function or even the formation of aggregated species,
which may be harmful to the organism by developing into con-
formational diseases related to more than 40 pathologies [1,2]. To
avoid either misfolding or its destructive consequences, cells have
developed a complex quality control system involving molecular
chaperones that is devoted to maintaining protein homeostasis
[3,4].

Molecular chaperones are usually referred to as heat shock
proteins (Hsps), although some molecular chaperones are not
Hsps and vice versa, and are named according to the molec-
ular mass of the monomer protein (for example, the 70kDa

Abbreviations: AUC, analytical ultracentrifugation; CD, circular dichroism; Hsp,
heat shock protein; STD-NMR, saturation transfer difference NMR.
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heat shock protein, Hsp70, and the 100 kDa heat shock protein,
Hsp100) [4,5]. Chaperones from the Clp/Hsp100 family are ring-
shaped AAA+ (ATPase associated with diverse cellular activities)
proteins. ClpB from Escherichia coli and its eukaryotic homolog
Hsp104 from yeast Saccharomyces cerevisiae are the most stud-
ied [5-7]. ClpB and Hsp104 have the extraordinary ability to
solubilize aggregated proteins with the help of the Hsp70 sys-
tem. Hsp100s are hexameric chaperones that are formed by an
amino-terminal domain and two nucleotide-binding domains,
NBD or AAA+ domains, which are connected by a linker named
the M-domain in the case of ClpB and Hsp104, but not other
Clp proteins (Fig. 1A). Orthologs of these proteins are present
in bacteria, fungi, plants and mitochondria but are missing in
metazoa.

Although not lethal when absent, the presence of Hsp104 and
ClpB largely increases survival under stress conditions. Neither
ClpB nor Hsp104 alone are capable of disaggregating proteins,
but cells lacking clpb or hsp104 are incompetent at eliminat-
ing aggregated proteins formed under heat shock conditions
[8-10]. Hsp100 proteins cooperate with other chaperones to aid
in protein folding. Efficient protein disaggregation and reactiva-
tion in E. coli is only achieved when ClpB, DnaK, DnaJ and GrpE
are present [9,10]. Another partner, small Hsp, participates by
binding partially unfolded proteins, thereby not allowing the for-
mation of oligomeric aggregates. Hsp70 and Hsp100 facilitate the
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Fig. 1. (A) Schematic diagram of Hsp100 chaperone structure. Proteins from the Clp/Hsp100 family are composed of an N-terminal domain, an M (middle) domain, and
two tandem AAA+ domains (nucleotide-binding domains, NBD). (B) Nucleotide and amino acid sequence of sugarcane Hsp101, SHsp101. SHsp101 has 912 residues and a
predicted molecular mass of 100.9 kDa for the monomer. In the nucleotide sequence, the start and stop codons are in italics. In the amino acid sequence, the two tryptophan
residues (positions 545 and 823) are underlined. For purification purposes, a MGSSHHHHHHSSGLVPRGSH tag was added to the N-terminus (not shown). (C) Model for the
sugarcane Hsp101 monomer. The model is based on the crystal structure of T. thermophilus ClpB (PDB entry number 1QVR) [7], which has approximately 50% identity with
sugarcane Hsp101. Secondary structure elements are shown as in a ribbon diagram, and the two tryptophan residues are depicted as sticks in red. The model was generated
using 3D-JIGSAW [23], and the figure was made using PyMOL Viewer [49]. The Ramachandran graph of the model indicated that 90.1% residues are found in the most favored

regions.

solubilization of these proteins [11-14]. Thus, the role of Hsp100 is
highly specific because disaggregation only occurs in the presence
of Hsp70 from the same species.

The molecular mechanism for this disaggregation activity is
unknown. Although very important for protein homeostasis, little
is known about other orthologs of ClpB/Hsp104 [15]. Plant Hsp101
is a good candidate to be explored for understanding the relation-
ship between the structure and function of Clp/Hsp100 proteins
and to investigate the role of these chaperones in disaggrega-
tion processes. For instance, although Hsp101 can complement
the thermotolerance defect in yeast caused by deleting the hsp104
gene [16,17], it cannot interact with Hsp104 indicating that
the domains of the proteins diverged [18]. Therefore, a deep
understanding of the relationship between structure and func-
tion in Hsp101 may help to identify key elements which are
indispensable for chaperones with disaggregation properties to
function.

The importance of Clp/Hsp100 proteins for plants and for
biotechnology purposes is based on their key role in thermotol-
erance [15]. Due to its high similarity to the A. thaliana homolog, a
sugarcane ortholog, SHsp101, was cloned and purified. Its biophys-
ical parameters, its ability to bind nucleotides and its presence in
sugarcane cells were also investigated. The results showed that sug-
arcane SHsp101 has the structural and functional characteristics of
the Clp/Hsp100 AAA+ family.

2. Materials and methods
2.1. Cloning, expression and purification

cDNA libraries were from sugarcane cultivars, which were
hybrids derived from the crossing of Saccharum officinarum and Sac-
charum spontaneum [19]. The cDNA coding for sugarcane Hsp101
(GenBank accession number JN106048) was inserted into the
expression vector pET28a (Novagen) by polymerase chain reaction
(PCR), generating the vector pET28aSHsp101 that was then trans-
formed into the BL21 pRARE E. coli strain. Cells were grown at 37 °C
in Luria-Bertani media (LB) containing 0.3 pg/mL of kanamycin,
and the expression of the 6-His-tagged protein was induced with
0.5mM isopropyl B-p-1-thiogalactopyranoside (IPTG). After 4h,
the cells were harvested and disrupted by sonication in the pres-
ence of 50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 100 mM KCl, and 1 mM EDTA, and
the lysate was centrifuged at 18,000 g for 30 min. The soluble frac-
tion was loaded onto a 5mL Hitrap™ Chelating HP column for
affinity chromatography and then onto a Hiload 26/60 Superdex
200 prep-grade column for size exclusion chromatography in the
presence of 25 mM Tris-HCl, pH 7.5, 250 mM Nacl, and 1 mM 2-
[B-mercaptoethanol. Chromatography purification was performed
using an Akta FPLC (GE Biosciences), and the fractions were ana-
lyzed by 10% SDS-PAGE. Protein concentrations were determined
either by the Edelhock method [20] or by the Bradford protein
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assay [21] using a kit (Bio-Rad). A model of SHsp101 based on the
crystal structure of Thermus thermopiles ClpB (gi:38492937, PDB
entry number 1QVR) [7], which shares 50% identity with sugarcane
Hsp101, was generated using 3D-JIGSAW [22].

2.2. Spectroscopy

Circular dichroism (CD) spectra were recorded with a JASCO
model J-810 CD spectropolarimeter equipped with a thermoelectric
sample temperature controller (Peltier system) following standard
procedures [23]. Data were collected from 260 to 200 nm, averaged
at least three times, using cuvettes with a 1 mm path length and
2 wM protein in 25 mM Tris-HCl, pH 7.5,250 mM NaCl,and 1 mM 3-
mercaptoethanol. Data was analyzed with both Spectra Manager®
(Jasco) and Origin® 7.5 (OriginLab). Emission fluorescence spectra
were recorded on an Aminco Bowman® Series 2 (SLM-AMINCO)
fluorimeter using quartz cells with 10 mm x 10 mm optical path
length. Protein concentrations of 2 M in the same buffer described
for CD experiments were used. Emission fluorescence spectra of
tryptophan were obtained with excitation at 295 nm (bandpass of
4nm) and with emission from 305 to 420 nm (bandpass of 8 nm)
and analyzed either by their maxima wavelength or by their center
of spectral mass (<\>) as described by the equation below:

= (38) o

where A; is the wavelength and F; is the fluorescence intensity at
Ai. Spectroscopy experiments were performed in the absence and
presence of 200 WM MgATP.

2.3. Protein extraction and immunoblotting

Plant material (leaf tissue) from S. officinarum cultivar IAC 93-
3046 was homogenized in a mortar and pestle with two volumes
(w/v) of 25 mM Tris-HCl, pH 7.5, 150 mM Nacl, 0.5 mM EDTA and
protease inhibitors (1 wM E64, 1 wM leupeptin, 150 nM aprotinin,
500 M AEBSF (CALBIOCHEM®), and 1 mM phenylmethanesulfonyl
fluoride). After centrifugation at 2500g for 30 min, 15ng of the
supernatant was separated by 10% SDS-PAGE, electrotransferred
onto a nitrocellulose membrane (Millipore), and stained with Pon-
ceau S (Sigma-Aldrich). The membranes were blocked for 1 h with
TBS-T (Tris-buffered saline containing 0.03% Tween-20) supple-
mented with 1% BSA and then incubated with polyclonal sugarcane
Hsp101 antiserum (anti-SHsp101) for 2 h (1:500 dilution). After 3
washes with TBS-T, the membranes were incubated for 1h with
the secondary antibody (anti-rabbit IgG coupled to alkaline phos-
phatase, Bio-Rad) and detection was performed using an Alkaline
Phosphatase Conjugate Substrate Kit (Bio-Rad). All experiments
were performed at room temperature.

2.4. Dynamic light scattering, analytical ultracentrifugation and
SEC-MALS

For the dynamic light scattering (DLS), analytical ultra-
centrifugation (AUC) and size exclusion chromatography
with multi-angle light scattering (SEC-MALS) experiments,
300-2000 pg/ml SHsp101 was tested in 25mM Tris-Cl, pH
7.5, 250mM NaCl and 1mM Beta-mercaptoethanol in the
absence or presence of 200 wM nucleotides. SednTerp soft-
ware  (http://www.jphilo.mailway.com/download.htm)  was
used to calculate the density (p=1.00923 g/mL) and viscosity
(n=1.0321 x 10~2 poise) of the buffer and the protein partial
specific volume (Vbar=0.7384mL/g).

Dynamic light scattering (DLS) experiments were performed
using a DynaPro-MS/X (Protein Solutions) instrument controlled by

Dynamics™ v.6.2.05 software. Samples were equilibrated at 20°C
for approximately 20 min and then submitted to approximately 300
measurements (10 s each). The DLS experiments were conducted to
determine the experimental diffusion coefficient D at each protein
concentration. Each value was extrapolated to standard conditions
(temperature of 20 °Cand in water, Dyg w ). The values of Dyg v were
plotted versus protein concentration to determine the value of zero
by extrapolation, Dgo w» Which is a unique property of the macro-
molecule because it should avoid interference from the solvent and
high protein concentrations.

Analytical ultracentrifugation experiments were performed
using a Beckman Optima XL-A analytical ultracentrifuge using
an AN-60Ti rotor at 20°C and analyzed as described elsewhere
[24-26]. Sedimentation experiments were conducted from 3000 to
16,000 rpm with data acquisition at 279 nm. Sedimentation veloc-
ity analysis was performed using the software Sedfit [27-29] to
calculate the sedimentation coefficient, s. As described above for
the DLS experiments, each value of s was extrapolated to standard
conditions (temperature of 20 °C and in water, spo w). The values of
spo,w were plotted versus protein concentration to determine the
value of zero by extrapolation, sgo,w' which is a unique property of
the macromolecule because it should avoid interference from the
solvent and high protein concentrations. The molecular mass (M) of
a protein can be estimated from s and D by the following equation:

SRT
M D(1 - Vbarpf) )
where R is the gas constant, T is the absolute temperature and f is
the frictional coefficient.

Equilibrium sedimentation analyses involved fitting an
absorbance model versus the cell radius data using nonlinear
regression. Distribution of the protein along the cell, which was
obtained in the equilibrium sedimentation experiments, was fit
with the following equation [30]:

M (1 — Vi p)@? (12— 13)

€ =Coe 2RT

3)

where C is the protein concentration at radial position r, Cy is the
protein concentration at radial position ry and w is the centrifugal
angular velocity.

Multi-angle laser light-scattering coupled with size exclusion
chromatography (SEC-MALLS) was used to analyze the distri-
bution of the masses of purified SHsp101. Data analyses were
performed by chromatographic separation of 160 M protein using
a1cm x 60 cm Superdex 200 (GE Healthcare) column at room tem-
perature with a flow rate of 0.5mL/min. The experiments were
performed continuously on the column eluate as it passed through
a DAWN EOS System (Wyatt Technology Corporation, USA), and
the data were analyzed using the Astra software package (version
5.3.4.14).

2.5. Saturation-transfer difference (STD) and NMR analyses

Purified SHsp101 (120 wM) and nucleotides (81 mM ATP, 80 mM
ADP and 46 mM ATPyS) were prepared in 10 mM Tris-HCl buffer
at pH 8.0 with a protein to ligand molar ratio of 1:100. The sam-
ple contained a total volume of 600 wL and was completed with
D,0. All NMR spectra were recorded on a 500 MHz Varian INOVA
spectrometer equipped with a 5mm Tri-Res probe operating at
a hydrogen frequency of 499.89 MHz at 298 K without sample
spinning. The residual HDO signal was used as the internal refer-
ence (set at 4.70 ppm). The 1D STD NMR experiments employed
the pulse sequence PRESAT, Water package from Varian to sup-
press the residual HDO signal. A spin-lock filter with a strength of
2kHz and duration of 10 ms was applied to suppress the protein
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Table 1
Purification summary of SHsp101 per 1L of culture.

Purification step Total protein®? (mg) SHsp101® (mg) Yield Purity (%)
Soluble lysate 280 143 100 51
Affinity chromatography 113 96 67 85
Size exclusion chromatography 43 42 29 98

Errors are less than 4%.
2 3 g of cells from 1L of culture were lysed by sonication.

b SHsp101 concentration was determined by the absorbance at 280 nm, and the total protein concentration was measured with the Bradford protein assay (see Section 2).

background. On-resonance irradiation of the protein was per-
formed at a chemical shift of 0.0ppm and the off-resonance
frequency was set at 30.0 ppm where no protein signals are present.
A train of selective Gaussian-shaped pulses (50 ms) with a power
level of 32 Hz for the corresponding square shape was applied for
saturation. The number of selective pulses (n) determined the pre-
saturation period. The standard value was 58 pulses, leading to a
total length of the saturation train of 3's. Spectra were subtracted
internally via phase cycling after every scan to minimize artifacts
arising from temperature and magnetic field instability. The length
of the spin-lock pulse was set to 40 ms. The 1D STD NMR spectra
were acquired with 1024 scans and 2 s relaxation delay, and the
free induction decay (FID) was acquired over 14,402 complex data
points covering a spectral width of 12001.2 Hz. NMR spectra were
multiplied by an exponential line-broadening function of 1 Hz and
zero-filled by a factor of two prior to Fourier transformation. Spec-
tral processing was performed on a Sun workstation using VnmrJ
software (Varian package).

The {1H, 13C} heteronuclear correlation (HETCOR) analysis was
performed by dissolving 5.0 mg of ATPyS in 40 pL of D,0 (as the
control) or by dissolving 2.5 mg of ATPyS into 20 L of SHsp101
(stock solution: 120 L) in 20 pL of D, 0. The HETCOR spectra were
acquired with 1024 scans and 1.5 s relaxation delays, and the free
induction decay (FID) was acquired over 4096 complex data points
covering a spectral width of 26,324.4 Hz. A 500 MHz Varian INOVA
spectrometer equipped with a nanoprobe was used, operating at a
carbon frequency of 125.71 MHz at 298 K.

3. Results and discussion
3.1. Pure and folded sugarcane SHsp101 was produced

Members of the ring-shaped Clp/Hsp100 AAA+ family capable of
reverting protein aggregation have been identified in several organ-
isms such as bacteria (E. coli ClpB [11,31] and Thermus themophilus
ClpB [32]) fungi (Sacharomicies cerevisiae Hsp104 [33]) and plants
(Arabidopsis thaliana [16,17]). The presence of a gene coding for
an Hsp100 protein in sugarcane was determined by sequencing
and annotating sugarcane ESTs [34]. To characterize the protein
encoded by this gene, we cloned and sequenced the entire cDNA
encoding for sugarcane Hsp101, SHsp101 (Fig. 1B). The cDNA was
cloned into a pET28a vector for expression as a His-tagged con-
struct. SHsp101 has 912 residues and a predicted molecular mass
of 100.9 kDa for the monomer (Fig. 1B). This protein was named
SHsp101 because it is 84% identical to AtHsp101 from A. thaliana
(Supplementary material (Fig. S1)). Due to the His-tag tail, the
recombinant monomeric construct has a predicted molecular mass
of 103.1 kDa (Fig. 1B). A model for the structure of SHsp101 (Fig. 1C)
was prepared based on the crystal structure of T. thermophilus ClpB
(PDB entry number 1QVR) [7], which shares 50% identity with sug-
arcane Hsp101. The middle domain (M-domain) forms a coiled coil
that is inserted between the NBD1 and NBD2 domains and points
away from the body of the chaperone, forming propeller blades
in the hexameric model [5,7]. The NBD domains bind nucleotides.
The two tryptophans, whose emitted fluorescence was studied (see

below), are highlighted in red.(For interpretation of the references
to color in this text, the reader is referred to the web version of the
article.)

Approximately 50% of the expressed SHsp101 was soluble in
the supernatant of the cell lysate, as determined by densitometric
quantification of the bands in Coomassie Blue-stained SDS-PAGE
gels (data not shown). The recombinant fused protein was puri-
fied using a HiTrap Chelating affinity column (Amershan Pharmacia
Biotech) followed by a HiLoad Superdex 200 pg 26/60 molecular
exclusion column (Amershan Pharmacia Biotech). In the first step
of purification, SHsp101 was approximately 85% pure (Fig. 2, lane
2; Table 1). After gel filtration, the protein was approximately 98%
pure (Fig. 2, lane 3). The yield of the recombinant SHsp101 was
approximately 42 mg/L of culture (Table 1), as measured by both
the Bradford method and the absorbance at 280 nm.

The circular dichroism (CD) spectrum (Fig. 3A), which had min-
ima at 208 and 222 nm with signals of approximately —17,000 and
—15,000deg cm? dmol~!, respectively, indicative of an a-helical
protein (Table 2), revealed that the expressed sugarcane Hsp101
was folded. The amount of helix predicted from the signal at 222 nm
[23] was approximately 40%, which is in good agreement with the
ClpB homologs [7,35]. SHsp101 was also studied by CD in the pres-
ence and absence of both ADP and ATP. However, the spectra in the
presence of nucleotides were undistinguishable from that in the
absence of nucleotides (data not shown).

Emission fluorescence spectroscopy of Trp can be used to
gain information about the environment surrounding this residue
because of its sensitivity to the polarity of the environment.
SHsp101 contains two Trp residues, which are both located
in the second nucleotide-binding domain (Fig. 1B and C). The
emitted fluorescence spectrum of the protein under native con-
ditions exhibited maximum intensity at approximately 351 nm
with a spectral center of mass at approximately 357 nm (Fig. 3B
and Table 2). Under denaturing conditions (6 M Gdm-Cl), the

116 -

97 e -.- <«——SHsp101
66 g Py

45 S

—

Fig. 2. SHsp101 purification followed by SDS-PAGE. Mr, molecular mass marker
(masses in kDa on the left); lane 1, soluble fraction from bacterial lyses; lane 2, from
the affinity chromatography step; lane 3, from the gel filtration chromatography
step. The arrow indicates the purified SHsp101.
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Fig. 3. Spectroscopic measurements indicate that the produced SHsp101 was
folded. Experiments were performed in a buffer containing 25 mM Tris-HCl (pH
7.5), 500 mM NaCl and 1 mM 2-B-mercaptoethanol at 25 °C. (A) Circular dichroism.
Residual molar ellipticity [#] was measured from 200 to 260nm, with min-
ima observed at 208 and 222 nm with a signal of approximately —17,000 and
—15,000 deg cm? dmol~', respectively, indicative of an alpha helical protein. The
amount of helix predicted from the signal at 222 nm [24] is approximately 40%. (B)
Emission fluorescence. Sugarcane Hsp101 (closed circle) and sugarcane Hsp101 in
the presence of 6 M guanidinium chloride (open circle) emitted fluorescence spectra,
which were measured with excitation at 295 nm and emission from 305 to 420 nm.
A.U., arbitrary units.

emitted fluorescence spectrum of SHsp101 was of approximately
three times less intense with a maximum intensity at approx-
imately 356 nm and a center of mass at approximately 361 nm
(Fig. 3B). Because both Trps contributed to the emitted spectrum, at
least one Trp is at least partially buried in the interior of the protein.
As shown by CD spectroscopy, the presence of either ADP or ATP

Table 2
SHsp101 biophysical parameters.

Circular dichroism at: —208 nm —17,000 deg cm? dmol !

—222nm
Emitted Trp fluorescence spectrum:
-maximum intensity
-center of mass
Sedimentation coefficient (sgo_w) from
analytical ultracentrifugation sedimentation
velocity
Diffusion coefficient (D9

A f 0o.w) from dynamic
light scattering

—15,000deg cm? dmol !
351 nm

357nm
15.2S

24 %1077 cm?/s

Molecular mass based on: -Amino acid content 618.6 kDa
for a hexamer
-AUC equilibrium sedimentation 616 kDa
-s90,w and DS, |, using Eq. (2) 611kDa
-SEC-MALLS 619kDa

Errors are 4% or less (see text). S

0
20,w

sedimentation and DLS, respectively.

and Dgo w were measured by AUC velocity
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did not cause any relevant modification in the emitted fluorescence
spectrum (data not shown).

3.2. Sugarcane Hsp101 is a hexamer that binds nucleotides

The oligomerization state is crucial for proteins from the
Clp/Hsp100 AAA+ family. Oligomerization into hexamers is essen-
tial for function and to form the characteristic quaternary structure
of aring with an axial pore or channel [7,36-38]. To characterize the
oligomeric state of SHsp101, a series of hydrodynamic experiments
were conducted. First, analytical ultracentrifugation (AUC) sedi-
mentation equilibrium of SHsp101 was carried out to obtain direct
information on the oligomeric state of the protein. The molecu-
lar mass of a sedimenting particle is derived independently of the
sedimentation and diffusion coefficients and is obtained by fitting
the concentration distribution of the macromolecules at equilib-
rium. Fig. 4A shows that the best fit for the SHsp101 sedimentation
equilibrium data was to a single species with a molecular mass of
620 £ 20 kDa (Fig. 4A and Table 2), which is in good agreement with
an expected value of 618 kDa predicted for the hexameric species
(Table 2). Values of the sedimentation coefficient Sgo,w (Fig. 4B,

top) and diffusion coefficient D(z)o,c (Fig. 4b, bottom) of 15.2S and

2.4 x 10-7 cm?/s, respectively, were determined by extrapolation.
These results agreed well with those of syow=16-17S for ClpB
[35,39] and s=~16S and D=2.5 x 10~7 cm?2/s for Hsp104 [37]. The
values of Sgo,w and Dgo,w were used in Eq. (2) (see Section 2) to
estimate a molecular mass of 611 kDa for SHsp101 (Table 2). Multi-
angle laser light-scattering in conjunction with size exclusion
chromatography (SEC-MALLS) experiments were used to deter-
mine the molecular mass and oligomeric state of SHsp101. Fig. 4C
shows a plot of the calculated molecular masses versus the elu-
tion time for the selected scattering peaks, which correspond to
the UV-monitored elution peaks. An average molecular mass of
619+ 6kDa was obtained (Fig. 4C and Table 2), confirming that
SHsp101 is a single species with the molecular mass of a hex-
amer. The masses measured by AUC and SEC-MALS experiments
are equal to that predicted for a hexameric species, which is in
good agreement with data obtained for other Clp/Hsp100 proteins
such as E. coli [39] and T. thermophilus [7] ClpBs and yeast Hsp104
[36,37].

The AUC experiments were also performed in the presence of
both ADP and ATP nucleotides without any measurable change
in the oligomeric state of the protein. An oligomeric state that is
independent of nucleotide binding has been shown for Hsp104
[40] but not for CIpB [36]. In addition to that, because both the
sedimentation (s) and diffusion (D) coefficients are in very good
agreement with those measured for other members of Clp/Hsp100
family [35,37,39], they likely share at least some global quater-
nary structure similarity. The values obtained for the hydrodynamic
coefficients and molecular masses can be used to provide insight
on the shape of the protein by the so-called Perrin or shape fac-
tor F [41]. The frictional coefficient for a rigid sphere having an
identical volume as the molecule of interest (f,) and the frictional
coefficient (f) are obtained from measurements via the Stokes equa-
tion [42]. The closer the Perrin factor (f/fo ratio) is to 1, the more
spherical the protein is. Our results indicate that SHsp101 has a Per-
rin factor of approximately 1.6, which is in good agreement with
the values predicted for Hsp104 [37] and ClpB [43]. This analysis
may have some limitations because high flexibility and mobility
are characteristics of proteins belonging to the Clp/Hsp100 family
[43].

Because ADP or ADP appear not to have measurable effects on
the secondary structure, on the environment of the Trp residues or
on the oligomeric state of SHsp101, we next investigated the inter-
action of the nucleotides with the protein with a saturation transfer
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Fig. 4. SHsp101 is a hexamer. Experiments were performed in a buffer containing 25 mM Tris-HCl (pH 7.5), 500 mM NaCl and 1 mM 2-3-mercaptoethanol. (A) Analytical
ultracentrifugation sedimentation equilibrium. The sedimentation equilibrium analyses were performed from 0.3 to 1 mg/mL and the best fit was determined by the
randomness of the distribution of the residuals and by minimization of the variation of the variance. The figure shows the best fit of the experimental data at 3000 rpm at 20 °C to
amolecular mass of 620 + 20 kDa. Additional data and fitting are shown in the Supplementary material (Fig. S2). All data agree with a molecular mass of 620 4- 20 kDa and have
a variance of approximately 10->. (B) Apparent sedimentation coefficient s»ow (top) and apparent diffusion coefficient Do w (bottom) as a function of protein concentration.
The values of S . and DY . were determined by extrapolation to be 15.2S and 2.4 x 10~7 cm?/s, respectively. A molecular mass of 611 kDa was calculated for SHsp101

20,W 20,W
using these values (from Eq. (2); see Section 2). (C) SEC-Malls. The protein was analyzed using a MALLS detector during elution with size exclusion chromatography, and the

major peak presented a polydispersity of 1.1 £0.2% and an average molecular mass of 619 £ 6 kDa.

difference (STD) NMR experiments, which are capable of detect-
ing weak binding with great sensitivity [44]. The STD experiments
for protein-ligand systems are based on magnetization transfer
from protein to ligands and rely upon the difference between two
experiments: on-resonance and off-resonance. The signal of the
protein is first saturated by a train of selective pulses in a range
where only protein signals exist. When a protein becomes satu-
rated, ligands that are in exchange between bound and free forms
become saturated when bound to the protein. This mechanism hap-
pens via spin diffusion, a process where the saturation propagates
across the hydrogens in a protein by H-H intramolecular dipolar
interactions. The saturation transfer to the ligands occurs through
intermolecular cross relaxation at the protein-ligand interface.
Because of the long T1 (relaxation time), these ligands remain in
a saturated state when they are free. The off-resonance exper-
iment consists of an identical pulse train but in a range where
there are not protein or ligands signals. By subtraction of these
two spectra, the obtained spectrum contains only the hydrogen
signals belonging to molecules that bind to the protein. Resonance
signals from nonbinders do not show up in the difference spec-
trum. Also, the degree of saturation of the individual hydrogens of
a small ligand molecule reflects their proximity with the protein
surface [45].

The STD experiments showed that nucleotides (ATP and ADP)
bind to SHsp101. The STD NMR spectra for SHsp101 with ATPvyS,
ATP, and ADP showed very similar profiles (data not shown). Fig. 5A
shows the spectrum obtained for Hsp100/ATPvS, which is simi-
lar to the other nucleotide interactions. The observed signals were
attributed to the following hydrogen atoms: purine H-8 and H-2
and ribose H-1'. These experiments all allowed for group epitope
mapping (GEM) with values around 100%. The STD NMR experi-
ments provided evidence for the SHsp101-nucleotide interaction
with only three interacting hydrogen atoms.

To specify the interactions between the adenosine nucleotides
and SHsp101, the heteronuclear correlations between carbon and
hydrogen atoms of the ligand in the absence and presence of
the chaperone were compared. The NMR HETCOR experiments
required the use of a nanoprobe due the low sample amount.
Because of the possible ATPase activity of Hsp101, only non-
hydrolyzable ATPyS was monitored, as shown on Fig. 5B. All of
the purine carbon atom signals, Cy5, C8, Cp4, Cy6 and C2, and only
C1’ and C2’ of the ribofuranose showed different chemical shifts
upon binding. The H-2 and H-8 hydrogen signals showed more
pronounced chemical shift changes (Supplementary material Table
S1). In conclusion, SHsp100 binds to ATP, ATPyS and ADP by asso-
ciating with their adenosine and partly interacting with the ribose
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Fig. 5. SHsp101 binds nucleotides. (A) STD NMR spectrum. The STD NMR spectrum of a sample containing ATPyS (1 mM) and SHsp101 (10 wM) showed three interacting
hydrogen atoms and that the signals for H-1’, H-2 and H-8 were ~100% saturated. The ligand-interacting hydrogen atoms of the ATPvS ribbon structure are shown in white.
The same was observed in other two cases (SHsp101 with ATP or ADP). (B) HETCOR NMR spectra: a) ATP+S free and b) ATPYS in the presence of SHsp101. The ATP+S signals,
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Fig. 6. SHsp101 is expressed in sugarcane. SHsp101 was detected in sugarcane
extracts (leaf) by immunoblotting. Lane 1: purified recombinant sugarcane SHsp101
(35ng). Lane 2: buffer alone, control. Lane 3: protein extract (15 pg) from sugarcane
leaf. The proteins were subjected to SDS-PAGE and transferred to a nitrocellu-
lose membrane. The blot was probed with an antiserum (1:500) anti-recombinant
SHsp101, and the immunological complex was detected with AP-conjugated anti-
rabbit IgG (BioRad).

moieties and three hydrogens H-2, H-8 and H-1’ were most affected
by binding to SHsp101. Changes in the chemical shifts of carbons
C-2/, C1’, C2, Cy-4, Cy-5, Cy-6, and C-8 were also observed. There-
fore, the phosphate ATPyS region does not appear to interact with
the protein. Because the quaternary carbon atoms are not directly
hydrogen bonded (because these carbon atoms are bound to four
other carbons or atoms), their chemical shift changes were not
observed in the HETCOR experiments. However, the §13C chemi-
cal shifts were changed, as shown in Table S1 for Cy-4, Cp-5 and
Co-6.

ATP is very important to the function of Clp/Hsp100 proteins
as the ability to disrupt protein aggregates depends on nucleotide
binding and hydrolysis [5]. Although both nucleotide binding sites,
NBD1 and NBD2, are essential for function, they appear to play dif-
ferentroles. For example, NBD1 seems to be necessary for substrate
binding whereas NBD2 is not [37]. Also, an asymmetric ATPase
activity between the domains seems to be an essential feature for
substrate remodeling [46]. Our results revealed that SHsp101 binds
nucleotides and the effects caused by this binding will be further
investigated.

4. Sugarcane expresses Hsp101

The presence of mRNA encoding for SHsp101 was confirmed
by the EST sugarcane genome project [34,47]. Herein, we aimed
to determine if the SHsp101 protein is normally expressed in
sugarcane cells. Serum against the purified recombinant SHsp101
was used in western blotting analysis to assess the presence of
SHsp101 in sugarcane cell extracts. SDS-PAGE was loaded with
recombinant SHsp101 in one lane and protein extracts from leaf
tissues of sugarcane without further treatment in another lane.
After running, the gel was incubated with serum against recom-
binant SHsp101 (Fig. 6). The recombinant SHsp101 was labeled as
expected; additionally, a protein with an identical molecular mass
was observed in the sugarcane extract, strongly indicating that
SHsp101 is expressed in sugarcane. The aforementioned findings
open up the possibility of further investigations. For instance one
should ask whether the expression of SHsp101 is highly increased
when sugarcane is under stress conditions. Additionally, yeast
Hsp104 is involved in the propagation of the prion factor under
non-stresses conditions [48] but little is known about the func-
tion of Clp/Hsp100 proteins in plants when these organisms are
not stressed.

5. Conclusions

Clp/Hsp100 AAA+ proteins are potentially key players for
improving the expression of heterologous proteins in bacterial
cells. Although these chaperones are important for biotechnolog-
ical purposes, little is known on their mechanism of substrate
binding and remodeling and why they are absent in the cytosol
of metazoan cells. Studies of other orthologs may help to add infor-
mation to what is already known about ClpB and Hsp104. Here,
one of these orthologs, sugarcane Hsp101, was characterized, con-
firming that this protein belongs to the Clp/Hsp100 AAA+ family
and will help provide information on the relationship between the
structure and function for these proteins. The initial cloning and
characterization of this protein reported provided basic informa-
tion on the function of SHsp101, such as nucleotide binding and
expression. This information may help to unravel the functions of
Clp/Hsp100 proteins. Further functional studies are underway and
will be published in the near future.
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