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RESUMO

CARACTERIZAGAO ESTRUTURAL DO COMPLEXO DE PROTEINAS
HIPOTETICAS - XACb0032/XACb0033 DA BACTERIA

Xanthomonas axonopodis pv. Citri

Autora: Thais Pereira Lopes
Orientadora: Profa. Dra. Ljubica Tasic

Palavras-chave: Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac), sistema secretorio tipo
IV (TTFS), co-expressao, purificagdo, caracterizagao estrutural

A bactéria gram-negativa Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac) € responsavel
pelo cancro citrico, uma doenca de grande importancia econémica em todo o
mundo. Seus mecanismos de viruléncia ainda sdo pouco conhecidos, mas
acredita-se que o processo de translocagdo das proteinas de viruléncia para a
célula da planta hospedeira seja realizado por meio dos sistemas de secrecgao,
principalmente do tipo Ill e hipoteticamente do tipo IV, onde se destaca o papel
das chaperones secretdrias. O alvo do nosso estudo € uma proteina hipotética, a
XACb0032, que em ensaios de duplo hibrido, apresentou interacdo com a
também hipotética XACb0033 anteriormente indicada como possivel chaperone
do sistema secretorio tipo IV (TTFS). Ambas as proteinas hipotéticas sao
codificadas pelo locus virB do plasmideo pXAC64. Os estudos estruturais
apresentados iniciaram-se com a clonagem em pET23a, seguidos de testes de
expressao desta proteina utilizando cepas de Escherichia coli, BL21(DE3)pLysS
e RP codon plus. A expressdao da XACb0032 foi bem sucedida utilizando a cepa
RP cdédon plus. Os problemas encontrados para purificar a insoluvel XACb0032
foram resolvidos utilizando a sua co-expressdao com a XACb0033. Apds dois
passos de purificagdo, obtivemos o complexo das proteinas
(XACb0032/XACb0033) puro e em quantidades satisfatérias para analises
espectroscédpicas. O complexo destas proteinas foi analisado por dicroismo
circular (CD), emissdao de fluorescéncia (estatica e dinamica), ressonancia
magnética nuclear (RMN) e espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS).
Todos os dados obtidos indicaram que o complexo purificado exibe a estrutura
enovelada e que apdés a adicdo de adenosina difosfato (ADP) ocorre uma
mudanc¢a evidente na sua forma e no seu tamanho, indicando uma possivel
quebra do complexo XACb0032/XACb0033 apds a liberacdo de ADP na célula.
Portanto, podemos supor que o sistema de secregcado do tipo IV deve funcionar
da seguinte maneira: 1. Ligacdo da chaperone XACb0033 a XACb0032
mantendo-a em uma conformacéo semi-desenovelada; 2. Ligacdo do complexo
ao ATP; 3. Reconhecimento do sistema ATP + complexo pelo TTFS, logo a
ATPase cliva o ATP; 4. Formacdo do ADP e sua presengca promove a
dissociacao da XACb0032 do complexo; 5. Possivel secrecado da proteina alvo,
ou seja, a XACb0032 poderia passar através do canal de secrecdo até atingir a
célula eucaridtica.

Vi



ABSTRACT

STRUCTURAL CARACTERIZATION OF HYPOTETICAL
PROTEINS COMPLEX - XACb0032/XACb0033 from

Xanthomonas axonopodis pv. citri

Author: Thais Pereira Lopes
Supervisor: Prof. Dr. Ljubica Tasic

Keywords: Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac), type four secretion system
(TFSS), co-expression, purification, structural characterization

Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac) is the causative agent of citrus canker, a
disease of significant economic importance worldwide. The molecular bases of
the virulence mechanism are still unknown, but is believed that transfer of
bacterial virulence proteins directly into the host cell cytoplasm is mediated by
protein secretion systems, mainly type Ill and hypotheticaly type IV. The target of
our study was XACb0032. This protein, in two hibrid system, interacted with
XACb0033, a protein previously annoted as a possible cytoplasmatic chaperone
of type four secretion system (TFSS). Both proteins are hypothetic and encoded
by virB locus on pXAC64 plasmid. Structural studies were initiated by pET23a
cloning; followed by expression tests with Escherichia coli strands
BL21(DE3)pLysS and RP. The XACb0032 RP-expression was successful,
however, the protein was insoluble. This problem was solved with its co-
expression with XACb0033. After two purification steps, the pure protein complex
has been analysed by following spectroscopic methods: circular dichroism (CD),
fluorescence emission (static and dinamic), nuclear magnetic ressonance (NMR)
and small angle X-ray scattering (SAXS). Our results indicate that the complex
shows a folded structure and that after ADP addition, a drastic change occured in
the complex size and shape, that might indicate complex breaking upon ADP
production in cell. Based on these observations, we can provide the following
model for TFSS pathway concerning these proteins: 1. The chaperone
(XACb0033) binds to the XACb0032 to keep it in a semiunfolded conformation; 2.
This complex binds with ATP; 3. ATP bound to complex docks onto the TFSS
apparatus and ATPase hydrolysis ATP; 4. ADP is formed and its presence
provides that XACb0032 protein dissociates from complex; 5. The XACb0032
could be able to pass through the needle into the eukaryotic cell.
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1. INTRODUCAO
1.1. Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac) e Cancro Citrico

A Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac) € uma bactéria gram-negativa
que parasita plantas citricas. Suas caracteristicas sado respiracdo aeroébica,
crescimento lento, formato de cocobacilo e locomogao flagelar, o que é
importante para a sua adesao a célula hospedeira. A Xac também apresenta
sistemas de secrecdo que permitem com que fatores macromoleculares de
viruléncia sejam secretados para o meio extracelular (Brunings e Gabriel, 2003).
Este fitopatdgeno € responsavel pelo desenvolvimento do cancro citrico, uma
doenga que foi introduzida no Brasil em 1957 e atinge todas as variedades e
espécies de citros. A planta atingida pelo cancro citrico apresenta lesdes
salientes, o que nado ocorre na maioria das outras doengas, sendo que os
primeiros sintomas aparecem nas folhas e posteriormente nos frutos e ramos, e
nestes em menor quantidade. A Xac é de facil disseminagao, pois nao necessita
de um vetor especifico de infec¢do, sendo transmitida através da agédo do vento,
da chuva e manuseio de ferramentas agricolas usadas pelo homem. Apresenta
alto indice de contédgio, uma vez que o patdgeno penetra na planta através dos
estdmatos, lenticelas e também através de lesdes causadas por insetos ou pelo
homem. E uma bactéria altamente resistente, pois consegue sobreviver em
diversos ambientes por varios meses ou até por anos e a Unica forma de
elimina-la é a erradicacao das plantas contaminadas (Brunings e Gabriel, 2003).

Por estas razdes, o cancro citrico é considerado uma das mais graves
doencas da citricultura brasileira e possui também grande importancia
econdmica, uma vez que o Brasil apresenta o maior parque citricola do mundo, e
a laranja é um produto que atende cerca de 50% da demanda e 75% das
transacdes internacionais, trazendo anualmente mais de US$ 1 bilhdo em
divisas para o Brasil, que est4 no centro de uma cadeia produtiva que gera PIB

equivalente a US$ 5 bilhdes de ddlares. Este setor emprega diretamente cerca



de 400 mil pessoas e é atividade econdmica essencial de 322 municipios
paulistas e 11 mineiros (http://www.abecitrus.com.br).

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 patdégeno, contribuindo para a melhoria da

citricultura brasileira.

1.2. Sistemas de secrecao em bactérias gram-negativas

Muitas bactérias gram-negativas patogénicas sdo capazes de infectar e
causar doencas nos seus hospedeiros, sendo eles plantas ou animais. A
infeccdo comeca com atuacdo dos sistemas de secrecdo, onde fatores
macromoleculares de viruléncia, normalmente proteinas ou complexos de &cidos
nucléicos com proteinas, sdo excretados para o citosol da célula hospedeira (no
caso dos sistemas do tipo Ill e IV), onde irdo interferir no processo celular do
hospedeiro, desempenhando assim um papel fundamental durante a infecg¢ao e,
também, no desenvolvimento da doenga, suprimindo os mecanismos de defesa
do hospedeiro (Galan e Collmer, 1999; Cornelis e Van Gijsegem, 2000; Thanassi
e Hultgren, 2000). Os sistemas de secrecdo podem ser classificados em seis
tipos diferentes, dependendo da forma como é realizada a translocagado dos
fatores de viruléncia para a célula hospedeira.

Dentre os seis tipos de sistemas de secrecdo, quatro deles utilizam o
caminho de secrecao geral (GSP - General Secretory Pathway), onde o
transporte das proteinas através da membrana interna é realizado pelo sistema
sec-dependente, no qual as proteinas a serem secretadas possuem uma
sequéncia sinal na extremidade amino-terminal que serd clivada no periplasma
(Economou, 1999; Henderson e col., 2004). Estes quatro sistemas sé&o
chamados de sec-dependentes (tipo V, chaperone/proteina da membrana
externa, tipo Il e tipo IV) e séo classificados de acordo com a forma em que as
proteinas a serem secretadas atravessam a membrana externa (Thanassi e

Hultgren, 2000). Os outros caminhos de secre¢do sdo sec-independentes e sédo



capazes de exportar o substrato diretamente do citoplasma para fora da
membrana externa da bactéria. Estes sdo compostos pelos sistemas do tipo |, llI
e IV (Thanassi e Hultgren, 2000; Buttner e Bonas, 2002). Um esquema dos

sistemas |-1V de secrecgéo esta representado na Figura 1.1.
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Figura 1.1. Sistemas secretérios bacterianos. Esquema dos tipos de sistemas de
secrecao |, II, Ill e IV utilizados por bactérias gram-negativas. O tipo | € exemplificado
pela secre¢do da hemolisina A (HlyA) em E. Coli; o tipo Il, é representado pela secrecao
de pululanase em Kilebsiella axytoca; o tipo Ill, € exemplificado pela secrecao de Yop
em Yersinia; o tipo IV é representado pelo sistema VirB da A. tumefaciens. A hidrélise
de ATP pelas proteinas HIyB, YscN, SecA e VirB11 estd indicada. As moléculas
efetoras secretadas estdo destacadas em cinza. O tipo Il e, em alguns casos, o tipo IV
utilizam SecB, uma chaperone citoplasmatica, embora o caminho de exportagdo Tat
tenha sido recentemente implicado na secregao de moléculas pelo caminho do tipo Il. O
tipo 1l também envolve chaperones citoplasmaticas (SycE), entretanto eles néao
interagem com o sistema Sec da membrana interna. EM, meio extra celular; OM,
membrana externa; Peri, periplasma; IM, membrana interna; Cyto, citoplasma. Retirado
de Henderson e colaboradores, 2004.



O sistema do tipo IV pode funcionar como sec-dependente e também
como sec-independente (Burns, 1999) e ele apresenta algumas similaridades
com o sistema do tipo Ill, embora aparentemente eles ndo sejam relacionados.
Estes dois sistemas possuem algumas caracteristicas em comum, como por
exemplo, ambos necessitam de contato fisico com a célula hospedeira,
requerem que uma chaperone secretdria se ligue a proteina a ser secretada e
espera-se que a exportacdo desta seja feita em somente uma etapa, via canal
de secrecado. Entretanto existe uma diferenca fundamental entre eles: o sistema
tipo IV pode exportar DNA simples fita e complexo DNA-proteina até a célula e
ndo ha nenhuma evidéncia de que o sistema do tipo Il possa fazer o mesmo
(Christie e Vogel, 2000).

1.2.1. Sistema de secrec¢ao do tipo lll (TTSS)

O sistema de secrec¢éo do tipo lll (TTSS — Type Three Secretion System)
esta relacionado com os componentes do sistema flagelar bacteriano (Plano e
col., 2001), sendo que um terco das proteinas que compdem a estrutura do
TTSS sdo homologas as proteinas constituintes da porcdo basal do flagelo
(Hueck, 1998; Aizawa, 2001). 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 (Bennett e Hughes,
2000). O aparato flagelar confere mobilidade a bactéria, o que é importante para
o processo de infec¢do, entretanto a formagéao do sistema de secregcéao permite
que proteinas possam ser secretadas (Galan e Collmer, 1999).

O formato cilindrico do TTSS é conhecido por ser parecido com uma
agulha de injecdo. Ele € composto por aproximadamente 20 proteinas e é
considerado o mais complexo dentre os sistemas de secregcdo, permitindo a
rapida e eficiente translocagcdo das proteinas através do caminho: membrana
interna, periplasma, membrana externa e finalmente membrana da célula

eucaribtica (Feldman e Cornelis, 2003). A formacéo e ativagdo do complexo



ocorrem quando a bactéria entra em contato com o hospedeiro (Galan e
Collmer, 1999) e entdo todas estas barreiras sao atravessadas de uma sé vez
pelo estreito canal de aproximadamente 30 A, do citoplasma bacteriano para o
citosol da célula eucaridtica. Ja dentro da célula eucariética as proteinas
chamadas de efetoras irdo interferir nos processos celulares (Galan e Collmer,
1999; Feldman e Cornelis, 2003).

Para que todo esse processo possa ocorrer, as proteinas efetoras devem
ser reconhecidas e a sua especificidade assegurada para que o substrato
correto seja engajado na maquinaria de secregdo. O estreito canal do sistema
agulha mostra que para que o substrato seja reconhecido, ele deve estar em
uma forma semi-desenovelada antes da secrecdo e ainda deve haver uma
hierarquia na qual os diferentes substratos sdo selecionados. Para que tais
caracteristicas sejam atendidas, o mecanismo de reconhecimento do substrato
envolve varios meios de sinalizagdo, além do auxilio de proteinas acessoérias
(Smith e Hultgren, 2001; Galan e Wolf-Watz, 2006).

Neste sistema, a maioria das proteinas secretadas possui uma sequiéncia
sinal localizada dentro dos primeiros 20-30 aminoacidos (Sory e col., 1995;
Schesser e col, 1996), entretanto, diferentemente dos sistemas sec-
dependentes, esta sequéncia sinal ndo é clivada durante o processo de
secrecao (Galan e Wolf-Watz, 2006). No entanto, esta sequiéncia sinal nao
assegura a especificidade do substrato, sendo sugerido que as chaperones
citosolicas as quais se ligam especificamente ao substrato desempenhem este
papel (Wattiau e Cornelis, 1993; Feldman e Cornelis, 2003).

1.2.2. Chaperones de secregao (CS)

As chaperones dos sistemas de secrecédo, em geral, tém peso molecular
menor que 20 kDa, pl geralmente acido, podem interagir especificamente com
uma proteina efetora e uma ou duas proteinas translocadoras, atuam como

dimeros e se ligam a regido amino-terminal da proteina cognata e possuem



hélice anfipatica no C-terminal. Em geral estas sdo codificadas por genes
localizados proximos aos genes que codificam as proteinas as quais elas irdo se
associar, 0 que ajuda na sua identificagao (Cornelis e Van Gijsegem, 2000).

Esta familia de proteinas ndo partilha similaridades significantes entre
suas sequéncias primarias, entretanto a estrutura cristalografica de algumas
delas mostra que elas apresentam estrutura terciaria bem similar (Stebbins e
Galan, 2003). Em geral as chaperones se ligam aos aminoacidos 50-100 da sua
proteina cognata. Seu sitio de ligacao é, entdo, logo apoés da seqiéncia sinal na
extremidade amino-terminal (Schesser e col., 1996; Woestyn e col., 1996).

As estruturas tridimensionais obtidas através da co-cristalizacdo da
chaperone com a sua proteina efetora nos fornecem algumas informagdes sobre
a funcao destas. Elas mostram que estas chaperones mantém o seu dominio de
ligacdo na proteina cognata em um estado parcialmente desenovelado, o que
propicia a proteina efetora uma conformagdo e tamanho compativeis com o
tamanho do canal de secrecdo (Stebbins e Galan, 2001; Stebbins e Galan,
2003). Outro papel proposto € prevenir a interagdo prematura da proteina a ser
secretada com outras proteinas no citoplasma bacteriano (Woestyn e col., 1996)
e mais uma fung¢do importante diz respeito ao encaminhamento do complexo
chaperone/proteina efetora para a maquinaria de secre¢ao, onde este processo
é dirigido pela chaperone, pois a remog¢ao do dominio de ligagdo da chaperone,
em alguns dos complexos, previne a secre¢ao da proteina cognata (Lee e Galan,
2004). Portanto, a sequéncia sinal existente na proteina a ser secretada deve
ser um sinal geral para a secrecdo e as chaperones devem conferir a
especificidade necessaria ao processo.

Além de reconhecer o complexo, a maquinaria de secrecdo tem de
desfazé-lo, uma vez que a chaperone se mantém no citosol bacteriano apés a
proteina efetora se engajar no sistema (Galan e Collmer, 1999; Bennett e
Hughes, 2000). Ao chegar na maquinaria de secrecdo, a proteina efetora
encontra-se com o seu dominio efetor, que normalmente € localizado na
extremidade carboxi-terminal, ainda enovelado (Luo e col., 2001). A limitacdo no

tamanho do canal de secrecdo exige que este dominio se encontre



desenovelado para que seja possivel a secrecao (Galan e Wolf-Watz, 2006).
Tem sido demonstrado que as ATPases associadas a maquinaria de secregao
atuam de forma a ajudar no recrutamento e no processo de desenovelamento da
proteina a ser secretada, fungdes condizentes com a sua posicdo (IM,
membrana interna) na estrutura do sistema de secrecdo. Estudos in vitro
mostraram que a ATPase se liga tanto a chaperone sozinha, quanto ao
complexo e estudos in vivo demonstraram que na presenca de ATPase ocorre a
dissociacdo do complexo e o desenovelamento do dominio efetor da proteina
efetora (Akeda e Galan, 2005; Muller e col., 2006). Além destes fatores, essa
atividade de desenovelamento pode ser critica no fornecimento de energia para
0 processo de secrecdo (Galan e Wolf-Watz, 2006). Um esquema representativo
do modelo da secrecao pelo TTSS assistido por chaperone estd apresentado na
Figura 1.2.
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Figura 1.2. Modelo do TTSS assistido por chaperone em Salmonella. a) Criagao
do complexo entre a chaperone (SicP, azul) e a proteina de viruléncia (SptP, cinza) a
ser injetada na célula alvo. b) O complexo se liga ao aparato do TTSS (vermelho),
demonstrado aqui entre as membranas interna e externa da bactéria, com uma "agulha"
passando para a membrana plasmatica da célula sob ataque. ¢) A proteina efetora
passa através da agulha para a célula sob ataque, com a utilizacdo de ATP. d) A
proteina efetora € enovelada na sua forma ativa dentro da célula sob ataque. Retirado
de Smith e Hultgren, 2001.



1.2.3. Sistema de secrec¢ao do tipo IV (TFSS)

O sistema de secrec¢ao do tipo IV (TFSS - Type Four Secretion System)
aparentemente ndo esta relacionado com o sistema do tipo Il e sim relacionado
evolutivamente com os componentes da maquinaria de conjugacao bacteriana.
A transferéncia por conjugacao através do envelope celular das bactérias gram-
negativas € mediada por uma estrutura supramolecular denominada de
formagdo do par conjugado (Mating Pair Formation — Mpf). Este complexo é
formado por um canal responséavel por estabelecer o contato entre as células e
h& a formacdo de um canal de conjugacao por onde ocorre a translocagédo do
DNA a ser transferido (Cascales e Christie, 2003). Os aspectos clinicos deste
tipo de transferéncia sdo extremamente problematicos, pois 0 DNA de uma
bactéria é incorporado por outra, levando a rapida disseminacdo de genes
resistentes a antibidticos e outros fatores de viruléncia entre as populagdes
bacterianas (Burns, 1999; Christie, 2001).

O protétipo do TFSS é o sistema VirB/D4 da bactéria Agrobacterium
tumefaciens, que exporta DNA simples fita, conhecido como T-DNA (Transferred
DNA), através das membranas bacterianas para dentro da célula da planta, onde
o T-DNA se integra ao seu genoma (Zambryski, 1988). O sistema é composto
pelo locus virB, que consiste em 11 genes (VirB1 a VirB11) dez dos quais sdo
essenciais para a transferéncia do DNA (VirB2 a VirB11), enquanto que o VirB1,
se deletado, atenua a viruléncia e conseqlentemente a transferéncia de DNA
(Berger e Christie, 1994) e mais um gene que codifica o VirD4 que é o receptor
do substrato (Christie, 1997). VirB1 a VirB11 constituem as subunidades do Mfp
e estas sozinhas formam a estrutura do canal. Quando juntas com VirD4,
formam o canal de secrecao transenvelope (Christie e col., 2005). A arquitetura
molecular do TFSS esta representada na Figura 1.3. e uma descricao detalhada

do sistema foi realizada por Christie e colaboradores, 2005.
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Figura 1.3. Esquema representativo do TFSS, onde: inner membrane - membrana
interna; outer membrane — membrana externa e proteinas B1-B11 e D4 fazem parte do
TFSS, conforme (http://www.genome.jp/kegg/pathway/map/map03080.html).

Este sistema de conjugacgao bacteriana, além de exportar T-DNA, exporta
proteinas associadas ao DNA simples fita ndo ligadas covalentemente (Christie,
2001) e também somente proteinas, como no caso da proteina CagA de
Helicobacter pilori (Stein e col., 2000) e a toxina pertussis de Bordetella pertussis
(Winans e col., 1996). Em geral, a translocacao do substrato é realizada em uma
s6 etapa, ndo havendo a necessidade de um intermediario periplasmatico,
entretanto ha uma exceg¢do. Em Bordetella pertussis a toxina Ptl € exportada
para o periplasma pelo caminho sec-dependente (Burns, 2003), ilustrando a
versatilidade deste sistema.

Acredita-se que o transporte do substrato para a célula hospedeira
necessite de energia para a biogénese do processo ou para 0 processo de

transporte propriamente dito através da hidrolise de ATP. Para tal, postula-se



que as ATPases VirB4 e VirB11 mediam a formagao da maquinaria de secrecao
ou funcionam através de mudangas conformacionais dirigidas por ATP (Bruns,
2003). Isto é feito baseando-se na estrutura cristalografica da H. pylori HP0525,
uma ATPase homoéloga de VirB11, onde foi sugerido que a sua estrutura
hexamérica funciona como um poro, o qual fecha e abre de acordo com a
mudanga na conformagdo propiciada pela ligagdo ou hidrdlise de ATP,
respectivamente (Yeo e col., 2000).

Em Agrobacterium tumefaciens, no caso da transferéncia de proteinas
independentemente de DNA, uma chaperone (VirE1) deve estar envolvida
mediando a transferéncia da proteina VirE2 (Deng e col., 1999), pois a VirE1
possui 7,5 kDa, € uma proteina acida que interage diretamente com o dominio
interno da VirE2 e evidéncias in vivo mostram que VirE1 estabiliza VirE2 e,
também, previne que a VirE2 sofra agregacgéao in vitro (Sundberg e Ream, 1999;
Zhou e Christie, 1999). Reunindo as caracteristicas citadas acima e as
propriedades fisicas de VirE1, pode-se perceber que ela se parece com as
chaperones requeridas pelo sistema de secrecgéao tipo Il (Cheng e Schneewind,
2000). Desta forma, por analogia ao TTSS, a exportagcdo de proteina
independente de DNA via TFSS deve ser realizado primeiramente com a
formagcdo do complexo entre a proteina cognata e a sua chaperone (Christie e
Vogel, 2000).

1.3. Genoma da Xac e o complexo das proteinas em estudo

A Xac possui um cromossomo e dois plasmideos, o pXAC33, com 33,7
Kb e 0 pXAC64, com 64,4 Kb. No seu genoma foram encontrados genes que
codificam sistemas secretorios dos tipos Il, Il e IV. O sistema do tipo Il
apresenta dois genes diferentes, um geral ao género Xanthomonas (xps -
Xanthomonas protein secretion), e outro especifico para Xac, (xcs-
Xanthomonas citri protein secretion). Ja o TTSS esta localizado no cromossomo

e é codificado por um grupo de 27 genes (da Silva e col., 2002).
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Existem em seu genoma dois loci, ambos originalmente chamados de virB,
que codificam distintos e independentes sistemas de secrec¢éo tipo IV, um no
cromossomo, cuja funcdo ainda nao é conhecida e outro no plasmideo pXAC64,
que codifica a classica maquinaria de conjugacéao (da Silva e col., 2002; Alegria
e col., 2005). Um cluster similar ao locus virB também foi encontrado no genoma
de Xanthomonas campestris pv. campestris. Os loci virB da Xanthomonas
axonopodis pv. citri apresentam fases abertas de leitura (Open Reading Frames
- ORFs) que codificam proteinas ndo caracterizadas anteriormente, sendo
algumas somente encontradas no género Xanthomonas (da Silva e col., 2002).

Foram realizados ensaios de duplo-hibrido para estudar interacdes entre
proteinas do TFSS a fim de esclarecer os mecanismos pelos quais a Xac utiliza
este sistema para interagir e modificar o metabolismo do hospedeiro. Estes
ensaios foram realizados utilizando um namero de proteinas VirB de Xac como
isca e a biblioteca gendmica de Xac como presa, sendo encontradas varias
interacdes entre os componentes do TFSS e proteinas hipotéticas codificadas
pelos dois loci virB. Uma destas interagdes foi atribuida as proteinas XACb0032
e XACb0033 (Alegria e col, 2005). Os genes das proteinas hipotéticas
XACb0032 e XACb0033 encontram-se entre os genes trwC e virB1 do
plasmideo pXAC64 da Xac (Alegria e col, 2005) e a representacdo da
localizacao destas proteinas no plasmideo pXAC64 encontra-se na Figura 1.4.

A XACb0032 tem 108 aminoacidos na sua sequéncia e possui ortdlogos
codificados nos genomas de Azotobacter vinelandi, Chlorobium tepidum,
Sinorhizobium meliloti, B. melitensis, Rickettsia conorii, Nitrosomonas europaea,
Rhodospirillum rubrum e X. fastidiosa (Alegria e col., 2005). A XACb0033, sua
proteina parceira anteriormente descrita como possivel chaperone do sistema
secretério tipo 1V, tem 72 aminoacidos (Kather e col., 2005) e possui ort6logos
encontrados em Nitrosomonas europaea, Rhodospirillum e X. fastidiosa.

11
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Figura 1.4. Representacao do plasmideo pXAC64 da Xac. Genes que codificam
proteinas com fungbes desconhecidas estdo indicados em branco, como é o caso da
XACb0032 e XACb0033. As setas indicam interagdes observadas em ensaios de duplo-
hibrido (isca— presa). Retirado de Alegria e colaboradores, 2005.

O dominio minimo requerido na interacdo da XACb0032 corresponde aos
residuos 18 a 72 da XACb0033 (Alegria e col., 2005). As sequéncias dos
nucleotideos e aminodcidos correspondentes as duas proteinas estao
apresentadas na Figura 1.5.

XACb0032
(a)
ATGCGGGGTGACTTTGTGACCATCGCCATGCAAGGCGACTTCGGAAAACCAAGGC
CCGCTCTGGTGATCCAGGCCGACCAGTTTGACGCACACACCACCGTGACGGTGCT
GCCGGTGACAAGCACGCTCGTTGCTGCGCCGCTGCTGCGTATTACCGTTCATCCA
AGTACCGACAATGGTTTGCAGAAGCCGTCTCAGGTGATGGTGGACAAGGCCATGA
CCGTGAAGCGTGACAAGGTAGGTCGAGCCTTTGGGCGCGTAGACGCTGATGCGTT
GGTGGAAATTGAGCGCTGCCTGGCCGTGTTCTTGGGCATCGCTAAGTGA
(b)
MRGDFVTIAMQGDFGKPRPALVIQADQFDAHTTVTVLPVTSTLVAAPLLRITVHPSTDN
GLQKPSQVMVDKAMTVKRDKVGRAFGRVDADALVEIERCLAVFLGIAK

XACb0033
(c)
ATGGCACACGTCAATTCACGAGTTCAAAAGCACCGCGACGCCCTGCGCATGGCAG
GGCTGCGTCCGGTGCAAATTTGGGTGCCGGACACACGGCGGCCTGACTTCGCCGA
GGAATGCCGCCGTCAGTGTCGTCTTGCTGCACAAGCGGACATGGCGGATACCGAC
ATGCAGCGCTTCATGGATGAGGCGCTAGCAGACATGGATGGCTGGACGGAATGA
(d)
MAHVNSRVQKHRDALRMAGLRPVQIWVPDTRRPDFAEECRRQCRLAAQADMADTDM
QRFMDEALADMDGWTE

Figura 1.5. Sequéncias dos nucleotideos e aminoacidos das duas proteinas. (a)
Sequéncia dos nucleotideos da XACb0032; (b) Seqiéncia dos aminoacidos da
XACb0032; (c) Sequéncia dos nucleotideos da XACb0033; (d) Seqléncia dos
aminodcidos da XACb0033 (http://watson.fapesp.br/Xantho/Main.htm).
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O entendimento das estruturas tridimensionais das proteinas envolvidas
no mecanismo de translocagcédo (proteinas efetoras e chaperones) é essencial
para que o mecanismo de viruléncia da Xac seja esclarecido, uma vez que
proteinas de viruléncia com estrutura tridimensional especifica e compativel com
o tamanho do sistema de secre¢éo sao introduzidas na célula hospedeira (Galan
e Collmer, 1999; Feldman e Cornelis, 2003; Alegria e col., 2004).

Entender a estrutura de uma proteina é muito importante para que se
possa decifrar a sua funcéo. Estas moléculas exibem uma enorme variedade de
funcbes bioldgicas e sdo o instrumento molecular através do qual a informagéo
genética é expressa. Elas sao polimeros formados pelos amino4cidos e nao
exibem estruturas uniformes, porém examinando-se a forma em como estes
aminoacidos estdo dispostos, podem-se entender as propriedades fisicas e
quimicas e como consequiéncia, seus mecanismos de acdo nos seres Vivos
(Voet e col, 2000). As proteinas apresentam niveis de organizacdo na sua
estrutura, sendo: a estrutura priméaria, que consiste na seqiéncia dos
aminoacidos, e que no caso das nossas proteinas foi obtida através da andlise
do genoma da Xac por bioinformética e esta representada na Tabela 1.1. A
estrutura secundaria representa o arranjo espacial dos 4tomos de um esqueleto
polipeptidico sem levar em consideracao a conformagao de suas cadeias laterais
e inclui padrdes regulares de enovelamento, como as a-hélices, folhas B e
também estruturas que ndo possuem padréo (randémica), em que a estrutura
secundaria de uma proteina € estudada com o auxilio da técnica de dicroismo
circular. A estrutura terciaria descreve o enovelamento dos elementos estruturais
secundarios e especifica as posi¢cdes de cada atomo da proteina, incluindo as
cadeias laterais e a estrutura quaternaria, na qual as subunidades protéicas
associam-se com uma geometria especifica e de modo n&o-covalente
apresentando um arranjo espacial especifico. Os estudos destas estruturas sao
realizados utilizando as técnicas de fluorescéncia, onde o triptofano € utilizado
como sonda, técnica de espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS), onde é
possivel obter o envelope protéico e pelas técnicas de ressonancia magnética
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nuclear (RMN) ou cristalografia de raios-X que sdo as unicas utilizadas em

analises de estrutura no nivel atémico (Voet e col., 2000).

1.4. Analises espectroscopicas

Existem varias técnicas que permitem a andlise espectroscédpica de
proteinas em solugdo, entre elas foram utilizadas neste trabalho dicroismo
circular (CD), emissdao de fluorescéncia (estatica e dinamica), ressonancia
magnética nuclear (RMN-SDT) e espalhamento de raios-X a baixo angulo

(SAXS). Estas técnicas serdo comentadas a seguir.

1.4.1 Espectroscopia de dicroismo circular (CD)

A espectroscopia de dicroismo circular (CD), na regido do UV-distante
(180 a 240 nm), é uma técnica utilizada em anélises da estrutura secundaria de
proteinas em solugcdo devido a quiralidade destas moléculas. O sinal de CD
representa a absorgao diferencial da luz circularmente polarizada a esquerda e a
direita apds a sua passagem pela amostra sendo, em proteinas, a ligagao
peptidica a responsavel por esta diferenga na absorcdo. Os atomos da ligagcéao
peptidica podem interagir com os atomos de outras ligacdes peptidicas
originando a estrutura secundaria da proteina, assumindo arranjos helicoidais
em determinados trechos de sua sequéncia de aminoacidos. Estas formas
regulares dos arranjos atdémicos interagem de modo particular com a radiacao
polarizada resultando na obtengdo dos espectros de CD como fungdo de
elipticidade (graus) versus comprimento de onda (Kelly e Price, 1997; Rodger,
1997). Cada tipo de estrutura secundaria: predominantemente a-hélice;
predominantemente folha B; a+p (regides o e B separadas); a/p (regidao a e B
misturadas); randémica (predominantemente desordenada) apresenta um tipo
de espectro de CD (Levitt e Chothia, 1976; Rodger, 1997) (Figura 1.6.). Através

desta técnica pode-se dizer se estdo ocorrendo mudangas na conformagéao da
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proteina e, em caso positivo, correlaciona-las com as caracteristicas do meio
circundante. Podemos saber, por exemplo, se mudangas de temperatura, ou de
pH, ou a presenca de outras moléculas no solvente sdo capazes de modificar a
estrutura da proteina e se essas modificacdes estruturais afetam a atividade

bioldgica da macromolécula.
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Figura 1.6. Espectros de CD caracteristicos para proteinas com estruturas de:

a-hélice (preto); predominantemente folha g (vermelho); e randémica (verde).

1.4.2. Emissao de fluorescéncia: estatica e tempo de vida

O fenébmeno de fluorescéncia consiste na absorcdo de energia pelos
elétrons de um fluoréforo (molécula fluorescente), passando do estado
fundamental (So) para o estado excitado (S1). Para que esta molécula volte o
estado fundamental esta energia deve ser perdida. No caso da fluorescéncia,
essa energia é emitida em forma de luz, mas esta ndo é a unica forma, havendo
também perdas de energia na forma de calor, processos quimicos e vibracionais.
Por este motivo, a energia emitida em forma de luz € menor do que a energia
absorvida, como pode ser verificado através dos espectros de excitacdo e
emissdo, onde o comprimento de onda da luz absorvida € menor do que o

comprimento de onda no espectro da luz emitida (Lakowicz, 1983).
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Tipicamente as moléculas fluorescentes possuem elétrons deslocalizados
em ligagdes duplas conjugadas (moléculas aromaticas). Assim, a espectroscopia
de fluorescéncia de emissdo é utilizada nos estudos conformacionais das
proteinas, utilizando como sondas aos residuos aromaticos: tirosina, fenilalanina
e triptofano. Este ultimo (Trp, W) é considerado o mais importante e utilizado
nesta técnica, pois ndo € abundante, facilitando a interpretacdo dos espectros,
possui alto rendimento quantico e pode ser excitado sem a interferéncia dos
outros dois aminoacidos, tirosina e fenilalanina. Ele também apresenta uma
absorcao por volta de 280 nm e uma emissao por volta de 340 nm, sendo que a
sobreposicdo das bandas de emissdo e de absorcdo é pequena, refletindo a
mudanga de geometria que ocorre com a molécula quando o grupo indol do
triptofano é excitado eletronicamente. Este grupo é altamente sensivel ao
ambiente local, apresentando diferentes caracteristicas de emissdo de
fluorescéncia dependendo do grau de exposicdo ao meio hidrofilico ou
hidrofobico. Assim, o residuo de triptofano encontra-se mais exposto ao
solvente, ele possui maximo de emissdo em torno de 350-355 nm, pois
necessita despender uma maior quantidade de energia para reorganizar as
moléculas de agua que estdo a sua volta e quando estd no estado nativo
(residuo ndo exposto) em torno de 335 nm, pois ndo é necessario haver gasto
de energia na reorganizagao das moléculas de agua (Lakowicz, 1983). Por estas
caracteristicas, a técnica permite o estudo de mudancas conformacionais em
proteinas e o estudo das interagcées entre proteinas com outras moléculas
(Lakowicz, 1983).

1.4.3. Ressonancia magnética nuclear (RMN)

A ressonancia magnética nuclear (RMN) € sem duvida uma das mais
poderosas técnicas espectroscédpicas aplicada aos estudos estruturais e
dinamicos de moléculas organicas em solugcdo. A RMN de hidrogénio-1 (*H

RMN) vem sendo o0 mais aplicado ndo s6 na quimica e na fisica, mas também na
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medicina, biologia e agricultura. Novos conceitos em RMN s&o continuamente
descobertos e acompanhados pelo avango tecnolégico dos espectrémetros
(Grant e Harris, 1996).

Varios processos bioldgicos podem ser inibidos ou promovidos pelas
interacdes entre as proteinas e as moléculas pequenas. Por exemplo, as
chaperones secretérias do tipo Ill ou IV, alvo deste estudo, reconhecem as
proteinas a serem transportadas e se ligam a elas, deixando-as em uma
conformagao parcialmente desenovelada. Aparentemente, a atividade ATPasica
de uma das proteinas do sistema de secrecéo (ATPase) é necessaria para que o
complexo de chaperone-proteina alvo se dissocie e para que a proteina alvo
fique na conformagao compativel com o tamanho do canal de secrec¢ao para que
esta possa ser transportada (Bennett e Hughes, 2000). Sendo assim, 0 processo
de infeccdo provocado pela Xac deve ser controlado pelas interagdes
chaperone/proteina efetora/ATP.

A RMN demonstrou que é possivel detectar e quantificar estas interagdes
com alta sensibilidade sem o conhecimento prévio da fungcao da macromolécula
(Hajduk e col, 1997). Algumas metodologias monitoram as mudangas nos
deslocamentos quimicos das macromoléculas e sédo de dificil realizagdo na
auséncia de proteinas marcadas isotopicamente. Isso faz com que o estudo das
propriedades dos ligantes seja mais apreciado, pois fornece espectros de RMN
simplificados e de melhor resolugcdo em comparagcdo com 0s espectros das
macromoléculas. Existem muitos métodos baseados na deteccédo dos ligantes,
entre eles, os baseados na transferéncia de efeito Overhauser nuclear (NOE),
que sao experimentos que detectam o ligante com constante de dissociacao (Ky)
na faixa de 10°-10® M e fornecem seu epitopo, como por exemplo STD
(Saturation Transfer Difference) (Mayer e Meyer, 2001), WaterLOGSY (Water
Ligand Observation with Gradient Spectroscopy) (Dalvit e col., 2001) e NOE
pumping (Shapiro e Chen, 2000) além do experimento DOSY-NOESY (Diffusion-
Ordered NOESY) que fornece também o epitopo da proteina (Gozansky e
Gorenskin, 1996).
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O experimento de STD é sem duvida, o mais popular dos experimentos
de transferéncia de NOE, provavelmente, por ser o mais sensivel, rapido, além
de fornecer o epitopo da ligagdo do ligante e as constantes de dissociagcédo dos
complexos. Este método esta baseado na transferéncia de magnetizacdo da
proteina para os ligantes através da saturacao seletiva de um sinal da proteina.
Os hidrogénios do ligante que estiverem préximos a proteina serdo saturados
através da difusdo de spin fornecendo sinais do espectro de STD (Mayer e
Meyer, 2001). A Unica desvantagem deste experimento € que ao analisar
misturas de proteinas com peptideos a irradiagdo da proteina pode atingir
também o peptideo fornecendo resultados falsos.

1.4.4. Espalhamento de raios — X a baixo angulo (SAXS)

A técnica de espalhamento de raios-X a baixo angulo (dngulos menores
que 3-5°) tem sido bastante utilizada nos ultimos anos no estudo de proteinas
em solugcdo. O espalhamento de raios-X a baixo angulo é um processo de
espalhamento elastico que ocorre quando o feixe de raios-X atravessa a amostra
e interage com os seus elétrons. A radiagdo reemitida pelos elétrons de cada
atomo é espalhada isotropicamente e estas ondas espalhadas atingem o
detector onde sao registradas. A partir das curvas de espalhamento obtidas e do
tratamento matematico dos dados é possivel obter, com base no formato da
curva, parametros dimensionais. E estes, por conseqiéncia, permitem a
construgcdo de modelos do envelope molecular, onde podem ser obtidas
informacdes sobre as estruturas terciarias e quaternarias da macromolécula sem
detalhes do nivel atdmico (Glatter, 1982; Svergun, 1999).

A técnica de SAXS fornece informacdes estruturais sobre as
inomogeneidades da particula com dimensdes caracteristicas de dez a algumas
centenas de angstrons (A). As inomogeneidades ou flutuagdes na densidade
eletrbnica sdo tidas como centros espalhadores e supondo que 0s centros
espalhadores estdo no vacuo, a amplitude do espalhamento é proporcional ao

namero de moles de elétrons por unidade de volume, ou seja, a densidade
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eletrénica. Se os centros espalhadores estdo imersos em outro meio, como € o
caso de particulas em suspensdo em um solvente, o espalhamento surge do
contraste de densidade eletrénica entre a particula e o solvente (Glatter, 1982).
Em proteinas, este contraste pode ser pequeno, resultando em um
espalhamento muito fraco exigindo maior tempo de coleta ou a utilizagdo de
solugdes protéicas mais concentradas (0 que poderia prejudicar o padrdo de
espalhamento, uma vez que as proteinas poderiam se agregar). Desta forma
feixes de raios-X produzidos pela radiagdo sincrotron sdo empregados, pois 0
fluxo de fotons do feixe que incide sobre a amostra é muito maior em relagéao
aos raios-X obtidos de forma convencional propiciando um melhor padrdo de
espalhamento em condicbes experimentais adequadas, tornando possivel
registrar esses casos de contraste fraco com maior eficiéncia (Zhang e col.,
1994).

O tratamento matematico dos dados de SAXS consiste primeiramente em
uma andlise prévia, em que é construida a curva de espalhamento I(q) versus q,
onde q é o vetor de espalhamento, q = (411/A)senB, sendo A 0 comprimento de
onda utilizado e 206 o angulo de espalhamento. A linearizagdo desta curva
(aproximagcao de Guinier) traz informagdes sobre a monodispersividade do
sistema e sobre o raio de giro (Rg) que é um parametro dimensional. Se o
sistema €& monodisperso € feita a transformada de Fourier da curva de
espalhamento gerando outro grafico que contém as mesmas informagdes, no
entanto ele possui um formato mais intuitivo. Isto é feito pelo programa GNOM
(Svergun, 1991) e o gréafico obtido é o P(r) versus r, onde P(r) é a distribuicao
dos pares de distancia de elétrons. Este grafico fornece informagdes mais
analiticas sobre os parametros dimensionais Rg e dimensdo maxima (Dmax)
(Glatter, 1982). A é&rea desta curva é proporcional a intensidade de
espalhamento quando g = 0, ou seja, a | (0) e a intensidade de espalhamento
[(0) € um dado importante, pois através deste valor € possivel obter informagdes
aproximadas sobre a massa da macromolécula através de uma relacdo em que
1(0) é proporcional a concentragdo da macromolécula vezes a sua massa. Para

que este célculo aproximado da massa possa ser realizado, utiliza-se um padrao

19



de massa externo, no caso das proteinas, albumina de soro bovino (BSA) ou
lisozima (Svergun e Koch, 2003).

Na construcdo dos modelos ab initio sao utilizados os programas
computacionais idealizados por Glatter e o modelo final deve ajustar-se as
curvas de espalhamento. Ele contém informagdo sobre as regides de maior
densidade eletrdnica na molécula de proteina, sendo possivel a construgdo do
seu envelope molecular. Existem alguns programas, entre eles o DAMMIN que

faz a modelagem bead model (Svergun, 1999).

2. OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi caracterizar estruturalmente o complexo de
proteinas hipotéticas XACb0032/XACb0033, onde a XACb0033 foi anotada
como possivel chaperone do TFSS. A determinagdo da interagdo entre estas
proteinas podera indicar os mecanismos de viruléncia envolvendo sistema

secretorio tipo IV da Xac.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Expressao das proteinas

As ORFs referentes as proteinas XACb0032 e XACb0033 foram
anteriormente (no projeto de p6s doutoramento de Ljubica Tasic e na tese de
doutorado de Leticia Khater) clonadas no vetor de expressao pET23a (Novagen)
e transformadas em cepas de Escherichia coli (E. col) BL21 (DE3) pLysS,

conforme descrito em Tasic e colaboradores, 2006 e 2004.
3.1.1. Sistema de expressao pET

O vetor de expresséo utilizado foi o pET23a que é controlado pelo sistema

T7 (Studier e col.,, 1990). A expressdo do DNA alvo é realizada somente na
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presenca da RNA polimerase do virus T7. Entao foi utilizada a cepa de bactéria
E. coli BL21(DES3) (Stratagene), pois esta possui no seu genoma o préfago do
bacteriéfago T7 e nele a expressdo da T7 RNA polimerase esta sob o controle
do promotor lacUV5 do operon lac, que esté reprimido na presencga da D-glicose

e na auséncia do seu indutor natural, lactose.

O produto do gene lac | € um repressor que, quando ligado ao operador O,
impede a expressdo da T7 RNA polimerase impossibilitando a transcrigdo do
DNA alvo. Entretanto, na presenca de isopropil-3-D-tiogalactopiranosideo
(IPTG), que é utilizado como indutor por ser analogo ao indutor natural, o
repressor se desliga do operador O, pois o indutor se liga a ele e muda a sua
conformagado, permitindo a expressdo da T7 RNA polimerase, o que por
conseqUéncia, possibilita a transcricdo do DNA alvo. A T7 RNA polimerase
passa a ser produzida e devido a sua maior eficiéncia, que € cinco vezes maior
do que da RNA polimerase da E. coli, permite que a expressao do DNA alvo
seja realizada em grande quantidade. Também € possivel controlar o momento
exato em que o DNA alvo sera expresso, pois a RNA polimerase da E. coli ndo

o transcreve (Studier e col., 1990).

3.1.2. Linhagens de E. coli

A linhagem de E. coli utilizada para manutencdo e multiplicacdo de
vetores plasmidiais foi a DH5a. A cepa de bactérias E. coli BL21(DE3)pLysS
(Stratagene) foi utilizada para expressar as proteinas de interesse. Esta cepa
possui baixos niveis de producdo de proteases, que poderiam degradar as
proteinas alvo e apresenta expressdo aumentada de lisozima que inibe a T7
RNA polimerase, regulando a expressao da proteina de interesse. Esta linhagem
pode ser utilizada quando a proteina alvo se apresenta toxica para a bactéria. A
cepa de bactérias E. coli BL21(DE3) Cdédon Plus RP (Stratagene), além das

caracteristicas descritas acima, exceto a expressdo aumentada de lisozima,
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possui também suplementacdo de RNA transportadores para codons raros de
arginina (R) e prolina (P), pois estes sdo pouco freqlientes nas bactérias o que
pode reduzir ou parar a tradugéo.

3.1.3. Meio de cultura LB (Luria — Bertani)

O meio de cultura LB foi utilizado no crescimento bacteriano, o meio
liquido na expressao protéica e o meio solido para a manutengcao das colbnias
bacterianas. Ele é composto por triptona 10 g/L, cloreto de sodio (NaCl) 10 g/L e
extrato de levedura 5 g/L e a ele foram adicionados os antibiéticos, ampicilina e
cloranfenicol em concentra¢des de 50 pg/mL, de modo a selecionar as colonias

que continham o DNA alvo.

3.1.4. Eletroforese de proteinas (SDS-PAGE, 15 %)

Os géis de SDS-PAGE foram aplicados em diversas etapas deste
trabalho para acompanhamento tanto da expresséo, quanto de duas fases de
purificacdo. O gel de resolugéo (10 mL) foi composto por 5,0 mL de solugéo de
acrilamida e bis-acrilamida (30 %); 2,5 mL de tampéao de gel (tris-HCI 1,5 M,
pH 8,8); 2,3 mL de agua (MilliQ); e 100 ul de solugdo de SDS (10%). Os
catalisadores da polimerizacdo foram o persulfato de aménio (100 uL, 10 %,
APS) e o N,N,N’,N’- tetrametiletiienodiamino (4 uL TEMED). O gel de
empacotamento (3 mL) foi composto por 2,10 mL de gua (MilliQ); 0,50 mL da
solucao de acrilamida e bis-acrilamida (30 %); 0,38 mL de tampéao de gel (tris-
HCI 1,5 M, pH 6,8); 30 ul de SDS (10 %); 30 uL de APS (10 %) e 3 uL de
TEMED.

A composicao do tampéao de amostra para eletroforese foi de tris-HCI (50
mM, pH 6,8); ditiotretiol (DTT) 100 mM; SDS 2%; azul de bromofenol 0,1% e
glicerol 10%.
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O procedimento de eletroforese foi conduzido com a utilizagdo do
aparato Mini-Protean Il Dual Slab Cell (Bio-Rad) nas seguintes condigdes:
primeiramente foi aplicada a voltagem de 80 V por aproximadamente 15
minutos e, em seguida, uma voltagem de 200 V por aproximadamente 40
minutos. No caso do acompanhamento da expresséao e a lise, foram aplicados
3,0 uL de amostra enquanto que para verificar a eficiéncia cromatografica,
foram aplicados 7,5 yL de amostra. O gel de SDS foi corado durante 30
minutos com a solugao etanol/acido acético/agua (5/1/15, viviv) e 0,25 % de
Coomassie Brilliant Blue R a 50°C e descorado em &acido acético/etanol/agua
(3/2/3, v/v/v) durante 40 minutos, a temperatura ambiente.

3.1.5. Transformacao

Utilizou-se no procedimento de transformagdo por eletroporacéao
aplicando as instrugcbes do fabricante, eletroporador MicroPulser TM
Eletroporation Apparatus (Bio-Rad). Para cada 500 pL de células competentes
(Sambrook e Russell, 2001) foi adicionado 1 uL de DNA referente a proteina ou
de cada proteina em questdo na co-expressdo. Incubou-se a mistura por 1
minuto em banho de gelo e apés transferiu-se para a cubeta de eletroporagéao
previamente resfriada. No eletroporador selecionou-se o programa EC2 e foi
dado o pulso. Transferiu-se para um tubo de 1,5 mL contendo 1,0 mL de meio
SOC (10 mL do meio SOB + MgCl (50 uL, 2M) + glicose (200 uL, 1M) e
incubou-se a 37°C a 200 rpm por 1 hora. Apds este periodo, a mistura foi
plaqueada (200 uL) em meio LB contendo os antibiéticos ampicilina (50 ug/mL) e

cloranfenicol (50 ug/mL).

3.1.5.1. XACb0032

Foi realizada a transformagcdo do DNA plasmidial correspondente a
proteina XACb0032 em células competentes da linhagem BL21(DE3) Coédon
Plus RP de E. coli, conforme descrito no item 3.1.5.
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3.1.5.2. Complexo de proteinas XACb0032/XACb0033

Os DNAs plasmidiais referentes as proteinas XACb0032 e XACb0033
foram co-transformados em células competentes da linhagem BL21(DE3)plysS
de E. coli, conforme descrito no item 3.1.5. Neste caso foram utilizados 1 uL de
DNA referente a proteina XACb0032 e 1 pL de DNA referente a proteina
XACb0033.

3.1.6. Inducao

Os procedimentos da indugéo realizados tanto para a XACb0032 como
para o complexo estdo descritos em seguir. Foi preparado o pré-inéculo, onde
uma coldnia, produto da transformacgao, foi escolhida ao acaso e inoculada em
meio LB liquido contendo antibiéticos (50 pg/mL, ampicilina, cloranfenicol) a
37°C, 200 rpm por 16 horas. Apds este periodo, adicionou-se 5,0 mL do pré-
inéculo a 0,5 L de meio LB liquido contendo os mesmos antibibticos e o
crescimento das bactérias foi conduzido a 37°C, 200 rpm. A expressdo da
XACb0032 e a co-expressdao das XACb0032/XACb0033 foram induzidas por
IPTG (1 mM) quando a absorbancia em 600 nm encontrava-se entre 0,6 - 0,8
unidades de absorbancia. Amostras induzidas foram deixadas a 37°C, 200 rpm
por 16 horas. No caso da co-expressao, primeiramente este procedimento foi
realizado em pequena escala (mini-indu¢ao — 50 mL de meio LB) para que fosse
possivel verificar as melhores condi¢cées para se obter uma melhor eficiéncia na
inducéo e no caso do complexo, selecionar as coldénias que continham os dois

insertos. Posteriormente, foi realizado um aumento na escala de inducgao.

Apéds a inducgdo, as culturas de células foram centrifugadas a 14000 x g
por 15 minutos a 4°C, sendo o sobrenadante descartado e as células
armazenadas a — 80°C para posterior lise e purificagio. A andlise da indugao foi
feita por eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de dodecilsulfato de
sédio (SDS-PAGE).
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A andlise da inducao foi feita retirando-se aliquotas de 1,5 mL de cultura
antes da adicao do IPTG (amostra néo induzida) e apés 1 h,2h, 3 h,e 16 h da
inducdo (amostras induzidas). Estas amostras foram submetidas a
centrifugacao de 14000 x g por 2 minutos, e o precipitado foi suspendido em 30
uL de agua e 30 uL de tampéao de amostra. O DNA das amostras foi quebrado
mecanicamente utilizando-se sonicador (Sonifier 450- Branson) e em seguida,
as amostras foram mantidas a 100°C durante 5 minutos e centrifugadas a
14000 x g durante 15 minutos, a temperatura ambiente.

Utilizou-se eletroforese de proteinas em géis de SDS-PAGE (15 %) na
analise qualitativa das amostras. Estas (3 ulL) foram aplicadas no gel de
empacotamento e as proteinas separadas no gel de resolucéo.

A analise dos géis foi feita comparando-se as bandas das amostras
coletadas antes da adigdao do IPTG (amostras nao induzidas) com as bandas
das amostras coletadas apdés a adicdo do IPTG (amostra induzida). Para
identificar o tamanho da banda correspondente a proteina induzida, utilizou-se
marcador de massa molecular de proteinas como padrdao o Low Range (Sigma-
Aldrich).

3.2. Purificacao

3.2.1. Lise bacteriana

Os procedimentos de lise bacteriana das células obtidas por indugdo da
XACb0032 e, também, por co-expressdo das proteinas XACb0032/XACb0033
estdo descritos em seguir. As células bacterianas foram suspensas em tampao
de lise contendo tris-HCI (50 mM, pH 8,0), cloreto de sddio (NaCl, 50 mM) e
acido etilenodiaminotetracético (EDTA, 10 mM) aplicando 15 mL desta solugcao
por 1 L de cultura. As células, entdo, foram lisadas por sonicacdo no sonicador
Sonifier 450 (Branson) e logo centrifugadas a 14000 x g, por 30 minutos, a 4<C.
A andlise do resultado da lise foi feito por gel SDS-PAGE (15 %). Verificou-se que

apos a lise das células bacterianas referentes a expressdo da XACb0032, esta
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nao se encontrava no sobrenadante e sim no corpo de inclusdo. Ja na lise das
células bacterianas referentes a co-expressao, a presenca do complexo se da no
sobrenadante.

3.2.2. Lise do corpo de inclusao (XACb0032)

O corpo de inclusdo contendo a proteina XACb0032 foi suspenso em
tampéo de lise e foi realizada a adicao lenta de solugéo de uréia 10 M até a
concentragdo final de 8 M. O solubilizado, depois de centrifugado, foi diluido
lentamente sob agitacdo branda com tampao. Apéds diluicdo, a solucédo de 4 M
de uréia foi dialisada a 4C contra 4 L do mesmo ta mp&o ja utilizado, durante
aproximadamente 16 h. Apés dialise, a amostra foi centrifugada a 16000 x g por
30 min, a 4<C, para a remogao de precipitado (Ribeiro e col., 2003). Os tampdes
utilizados na tentativa de solubilizagao foram: tampao fosfato (100 mM, pH 8,0)
e tampé&o acetato (100 mM, pH 3,0). O resultado foi visualizado por gel SDS-
PAGE (15 %).

3.2.3. Purificacao do complexo de proteinas

A purificacdo do complexo de proteinas XACb0032/XACb0033 foi feita
em duas etapas, utilizando as técnicas cromatograficas de troca idnica (DEAE)
e exclusdo molecular por gel filtracdo. Primeiramente, o sobrenadante das
amostras, apds a centrifugacao, foi filtrado com seringa estéril (filtro de 0,22
um). Utilizou-se o equipamento de cromatografia liquida de performance rapida
(FPLC) da Akta (GE) e todo o processo foi monitorado observando-se a

absorbancia em 280 nm, a condutéancia e a pressao.
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3.2.3.1. Cromatografia de troca aniénica (DEAE)

O ponto isoelétrico tedrico do complexo de proteinas foi estimado pelo
programa ProtParam Toll (ca.expasy.org/tools/protparam.html) e este valor foi
de 6,26. Portanto foi utilizada a coluna dietilaminoetil celulose - DEAE (DEAE-
celulose, CELULOSE-O-CH2NH(C2Hs)2") (GE) utilizando tampéao fosfato (100 mM,
pH 8,0) e gradiente de cloreto de sodio (0-100 %, 1 M). A coluna cromatogréfica
utilizada contenha 45 mL de DEAE e foram aplicados 5,0 mL de amostra. O
fluxo foi mantido a 1,0 mL/min e foram coletadas aproximadamente 20 fragdes
com volume de 3,0 mL cada, sendo que o complexo de proteinas foi encontrado
nas fracoes eluidas com 40 e 50 % de NaCl (1 M). As fracdes correspondentes
aos picos no cromatograma foram analisadas através de eletroforese (SDS-
PAGE) para verificar quais fracées apresentavam maior grau de pureza.

3.2.3.2. Cromatografia de exclusao molecular por gel filtracao

As fragdes mais puras foram entdo dialisadas contra um volume de 4 L
de tampéo fosfato (100 mM, pH 8,0) e NaCl (100 mM) a 4°C por 16 horas. A
amostra foi concentrada utilizando o sistema Amicon Ultra 10.000 MWCo
segundo as especificagdes do fabricante (4°C, centrifugagédo a 9000 x g por 15
minutos) e novamente purificada utilizando a cromatografia de exclusédo
molecular, coluna Superdex 200 - GE de 320 mL. Foram aplicados 5,0 mL da
amostra, o fluxo de tampao (tampao fosfato - 100 mM, pH 8,0 e NaCl - 100 mM)
foi mantido a 2,5 mL/min e seu volume utilizado foi correspondente a 1,5 vezes
o volume da coluna. Foram coletadas aproximadamente 10 fragdes com volume
de 1,0 mL cada e as fragbes que apresentaram pico no cromatograma foram

analisadas através de eletroforese (SDS-PAGE).
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3.2.4. Complexo puro

Apéds a obtencao do complexo puro, as fragdes foram dialisadas contra o
tampéo mais favoravel, tampao fosfato (100 mM, pH 8,0) ou tris-HCI (5 mM, pH
8,0) a ser utilizado nas andlises espectroscopicas realizadas e entdo
concentradas utilizando o sistema Amicon Ultra 10.000 MWCo segundo as
especificagdes do fabricante.

Estes procedimentos foram realizados no Laboratério Nacional de Luz
Sincrotron (LNLS) em colaboragdo com o grupo do Prof. Dr. Carlos H. |. Ramos,
pois o Instituto de Quimica ainda ndo possui o certificado de biosseguranca
necessario para tais fins.
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4. ANALISES ESPECTROSCOPICAS

Uma vez obtido o complexo de proteinas puro, partiu-se para a analise

espectroscopica do mesmo.

4.1. Determinacao da concentracao

A concentracdo do complexo foi determinada pelo método de Bradford
(Bradford, 1976). A curva analitica foi feita utilizando-se albumina de soro bovino
(BSA) como padrao nas concentragdes entre 1,5 e 7,5 ug/mL. Adicionou-se 800
uL do reagente de Bradford (100 mg de Croomassie brilliant blue G-250, 50 mL
de etanol 95 % (v/v), 100 mL de &cido fosférico (HsPO4) 85 %(v/v) em 1 L de
agua), e completou-se o volume para o total de 900 pL utilizando NaCl (1 M).
Apés areacao (5 min), a absorbéancia a 595 nm foi determinada em duplicata. As
amostras do complexo puro foram submetidas ao mesmo procedimento, e
dependendo do caso, diluidas para que fosse possivel a interpolacdo dos dados

na curva analitica.

4.2. Espectroscopia de dicroismo circular (CD)

Na aquisicdo dos espectros, utilizou-se o espectropolarimetro J-720
(Jasco), cubetas de quartzo com caminho 6ptico de 10 mm e a concentracao do
complexo foi em torno de 5,0 uM em tampéao tris-HCI (5 mM, pH= 8,0). Os
espectros de CD foram coletados em temperatura de 20°C, mantida por meio de
um controlador de temperatura Peltier Type Control System PFD4255. Os
espectros foram obtidos no intervalo do ultravioleta distante entre 200 a 260 nm,
obtendo-se 4 coletas cumulativas com velocidade de 20 nm/min e tempo de
resposta do detector de 2 segundos.

O ensaio de desenovelamento térmico foi monitorado na regido de 200 a

260 nm e as condi¢des foram as mesmas utilizadas na aquisi¢cao do espectro de
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CD mencionadas acima, entretanto programou-se a temperatura para variar de
20 a 95 °C a uma taxa de 60°C/h.

Os programas utilizados para registro e o tratamento dos dados foram
Spectra manager® (JASCO) e Origin® versdo 6.0 (Microcal).

Os valores obtidos na leitura em mgraus (6) foram convertidos para
elipticidade molar médio ([6]mw) de acordo com a equagao: [Omw = (6 - MM/(c - L
+n) sendo, 0 - elipticidade (mgraus), MM - massa molecular da proteina (g/mol),
C - concentracao da proteina (mg/mL), L - comprimento do caminho éptico (cm),
e n - numero de residuos de aminodcidos da proteina (Adler e col., 1973).

O célculo da porcentagem de a-hélice foi feito segundo a equacéao
descrita por Chen e colaboradores (1974) e também pelos programas
DICROPROT (Deléage e col., 1993), onde foi verificado o conteudo de a-hélice
e K2D (Andrade e col., 1993), onde pode-se calcular também o conteudo de
folha-B e estrutura randémica.

4.3. Emissao de fluorescéncia estatica

O fluorimetro utilizado nos experimentos foi o Aminco Bowman® Series 2
(SIm-Aminco). Os espectros de fluorescéncia estdtica foram obtidos a
temperatura ambiente em comprimento de onda de excitagdo 295 nm, fendas de
excitacdo e emissdo de 8 mm e varredura entre 300 a 400 nm. Utilizou-se
cubeta de quartzo de caminho 6ptico de 10 mm e a concentragdo do complexo
de 2 a 4 uM. O tampéao utilizado nas amostras e consequentemente na
subtracao do branco foi o tris-HCI (5 mM, pH 8,0). Os programas utilizados no
registro dos dados foram o SLMAB2 (SIm-Aminco) e Origin® versdo 6.0

(Microcal™).
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4.4. Tempo de vida de fluorescéncia

As medidas do tempo de vida de fluorescéncia foram feitas no intervalo de
4 a 200 Hz, utilizando-se um fluorimetro de modulacdo de fase com correlacao
cruzada e multi-frequéncia (ISS K2). A excitacao foi feita a 295 nm e a emissao
foi observada de um filtro éptico de 310 nm (Edmond Industrial Optics). Utilizou-
se cubeta de quartzo de caminho éptico de 10 mm e a concentragcdo do
complexo de 2 a 4 uM. O tampéao utilizado nas amostras e consequentemente
na subtragdo do branco foi o tris-HCI (5 mM, pH 8,0). Utilizou-se Ficoll 400 como

padrao cujo tempo de vida é de 0 ns.

4.5. Ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os experimentos de RMN de hidrogénio (RMN de 'H) e de transferéncia
de saturagao, Saturation Transfer Difference (STD-NMR), foram utilizados para o
monitoramento do ligante e para tal utilizou-se o espectrémetro de RMN de 500
MHz (Varian, INOVA 500 MHz) equipado com uma sonda tripla de deteccao
inversa (tri_res, "H{"*C/"®N}) e de 5 mm. Utilizou-se o programa da Varian na
aquisicdo e no processamento dos dados e Xmaneger 2.0 (nmrsun)
(http://www.download.com/3000-2155_4-10521296.html). As amostras do
complexo foram preparadas em agua deuterada (DO, Sigma Aldrich) para
concentracao final de 10 pM. Os ligantes ATP e ADP foram adicionados em
concentracées de 1 mM, para que houvesse um excesso de ligante de 100
vezes. A supressdo do sinal da agua residual (HDO) foi feita através de um
pulso de WATERGATE (Piotto e col., 1992). Nos experimentos de STD-NMR
utilizou-se a irradiacdao em -0,15 ppm e, fora de ressonancia, em 30 ppm, onde
nenhum sinal do complexo esta presente. O tempo de saturacdo foi de 2 s. O
espectro foi referenciado com sinal da 4gua em 4,78 ppm.
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4.6. Espalhamento de raios — X a baixo angulo (SAXS)

Os experimentos foram realizados em julho de 2006 e 18 de janeiro de
2007 na linha SAXS2 do LNLS (D11A-SAXS1 # 5030/06 e D02A-SAXS2 #
5685/06, respectivamente). O comprimento de onda utilizado foi de A = 1,488 A e
distdncia amostra-detector foi de 1,1 m (D = 1101 mm). A preparacao das
amostras foi realizada da seguinte forma: depois de obtido o complexo de
proteinas puro, 0 mesmo foi dialisado contra tampéao fosfato (100 mM, pH 8),
pois verificou-se que neste tampéo o padrdo de espalhamento obtido foi melhor
em relacdo ao outro tampao testado (tampao tris-HCI, 5 mM, pH 8). A
concentracdo do mesmo foi determinada, conforme descrito no ltem 4.1. e esta
foi de 5,99 mg/mL. Esse complexo foi estudado sozinho, com a adicdo de ATP e
com a adicdo de ADP. Os ligantes ATP e ADT foram adicionados em igual
concentracdo a do complexo (mol/mol). O controle negativo do experimento
(branco) também foi feito diluindo-se o ligante ATP e ADP no mesmo tampéo
utilizado para as amostras e em igual concentracdo. Utilizou-se como padrao
externo a lisozima, que foi diluida no mesmo tampao, mas na concentragéo de 1
mg/mL.

O modulo do vetor espalhamento (q) foi calculado de acordo com a
relacdo g = (41/A)senB, sendo A o comprimento de onda utilizado e 26 o angulo
de espalhamento. A monodispersividade do sistema foi confirmada pelos
graficos de Guinier (Glatter, 1982) e a massa molecular foi calculada utilizando o
padrao de lisozima. Os dados foram analisados pelo programa computacional
GNOM (Svergun, 1991) e a construcdo do modelo ab initio foi realizado pelo
programa DAMMIN (Svergun, 1999).
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5. RESULTADOS e DISCUSSAO

5.1. XACb0032

5.1.1. Expressao da proteina

A proteina XACb0032 apresentou problemas na expressdo em cepas
BL21(DE3) e BL21(DE3)pLysS. Realizou-se entao, a transformagédo do pET23a -
XACb0032 na cepa BL21(DE3) RP cédon plus, solucionando assim este
problema de expressao. A melhor condicdo para inducao foi observada a 37°C
apos 2 horas, pois apos este tempo a proteina comega a degradar, conforme
pode ser visto na Figura 5.1.a (3h e 16h). Entretanto, ap6s a lise celular e
desenovelamento/reenovelamento com uréia, esta proteina mostrou-se insoluvel
em diversas condi¢cdes (diferentes tampdes e pH), ndo sendo possivel purifica-la
(Figura 5.1.b).

PM NI 1h 2h 3h 16h P S Pr Sr PM
= ..I oo == Somm 31,0 kDa
31,0 kDa : :
21’5 lsDa 21,§ kDa
14,4 kDa
14,4 kDa___ —
#ﬂ—u— l

(a) (b)

Figura 5.1. Gel SDS- PAGE (15 %): (a) Expressdao da XACb0032 em cepa
BL21(DES3) RP cédon plus. PM - padrdo de peso molecular de proteinas. NI - amostra
ndo induzida; amostras 1h, 2h, 3h e 16h apés a adicao de IPTG (1 mM). (b) Lise da
XACb0032, onde: P - pellet, S - sobrenadante, Pr - pellet e Sr - sobrenadante apds

desenovelamento/reenovelamento com uréia.
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5.2. Complexo XACb0032/XACb0033

5.2.1. Co-expressao das proteinas

A co-expressao das proteinas foi feita em cepas de E.coli BL21(DE3)
pLysS e a melhor condicdo encontrada para a indugao foi observada a 37°C
apos 18 horas (Figura 5.2.a). As proteinas foram isoladas das células das
bactérias através da lise celular e foi possivel observar, através de eletroforese
em gel de acrilamida, que o complexo das proteinas, XACb0032 e XACb0033,
diferentemente da proteina XACb0032 sozinha, encontrava-se no sobrenadante
e, portanto soluvel e com massa de aproximadamente 28 kDa (Figura 5.2.b).
Primeiramente as colénias que continham os dois insertos foram selecionadas
de acordo com o tamanho da banda de inducdo apresentada no gel e entdo

essas coldnias foram utilizadas para a expressao em maior escala.

I NI I NI

n_i_
31,0 kD_g_E E'"
«—

-
-

b

—

31,0 kDa
e

21

R

14

kD
21,5 kDa - a
- - 4 kDa
144 kDa -
| —

(a) (b)
Figura 5. 2. Gel SDS - PAGE (15%): (a) Co-expressdo das proteinas
XACb0032/XACb0033, sendo: NI - amostra ndo induzida; | amostra induzida, apds
adicao de IPTG (1 mM); PM - padrdao de peso molecular de proteinas. (b) Lise do

complexo, onde: T: lise total; P - pellet; S — sobrenadante; PM - padrdao de peso
molecular de proteinas.
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O método de co-expressao de proteinas, normalmente é utilizado nos
casos em que as proteinas parceiras envolvidas sdo insoliveis quando sao
expressas separadamente, pois provavelmente a parte hidrofobica fica exposta
ao solvente, mas quando interagem e formam um complexo este é solluvel
(Romier e col., 2006). Estudos mostram que a co-transformacgao da proteina alvo
com a sua chaperone aumenta a quantidade de proteina alvo soluvel (de Marco
e de Marco, 2004; Romier e col., 2006). O procedimento de co-expressao da
XACb0032 com a sua chaperone XACb0033 foi utilizado na tentativa de
solubilizar a proteina XACb0032, ja que esta ndo se apresentou soluvel nem
mesmo apds o procedimento de desenovelamento/enovelamento com uréia.
Este foi realizado com os dois vetores de expressao iguais pET23a, que contém
0 mesmo gene de resisténcia ao antibidtico ampicilina, portanto a Unica maneira
de identificar qual a colénia de E.colique continha os dois insertos foi através da
mini-indugao e posterior visualizagdo do tamanho da banda no gel SDS- PAGE.

O gel SDS- PAGE possui como caracteristica ser redutor, entretanto, neste
caso foi observado somente uma banda no gel, 0 que leva a hip6tese de que as
proteinas do complexo podem estar ligadas por ligagdes dissulfeto, pois a
atmosfera oxidante faz com que as ligagdes dissulfeto (S-S) que foram reduzidas
formando o grupo tiol (-SH) pelas condi¢des redutoras do gel (DTT) voltem a se
formar. O tamanho da banda encontrada foi por volta de 28 kDa, o que condiz
com a massa tedrica calculada (28346,56 Da) com a razdao molar de 2:1,
XACO0033 e XACO0032 respectivamente, pois sabe-se que as chaperones atuam
como dimeros (Feldman e Cornelis, 2003) e através da estrutura cristalografica
do complexo entre a chaperone (SicP) e a proteina efetora (SptP) de Salmonella,
que a razdo molar para um complexo chaperone-proteina alvo é de 4:2,
originada pela combinacdo de dois complexos 2:1 de SicP- SptP (Stebbins e
Galan, 2001).
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5.2.2. Purificacao do complexo de proteinas

5.2.2.1.Cromatografia de troca aniénica (DEAE)

Na primeira etapa da purificagdo, as fragdes que apresentaram maior
grau de pureza foram eluidas entre 40 e 50 % de NaCl e estas podem ser
visualizadas através do gel SDS- PAGE (15%) (Figura 5.3).

Figura 5.3. Purificacdo do complexo XACb0032/XACb0033 por cromatografia de
troca idnica visto por gel de eletroforese (SDS-PAGE, 15%), as fragbes mais puras foram
eluidas entre 40 e 50 % de NaCl; PM - padrao de proteinas.

A cromatografia de troca anidnica foi escolhida devido ao calculo do ponto
isoelétrico tedrico (pl) do complexo de proteinas estimado em 6,26. Entretanto,
como pode ser observado no gel SDS-PAGE, algumas fragcbes ainda
apresentaram impurezas e em algumas delas estas impurezas apresentavam
maior massa molecular (aproximadamente o dobro) em relagdo a massa
molecular do complexo protéico, por esta razdo, partiu-se para a cromatografia

por exclusdo molecular.
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5.2.2.2. Cromatografia por exclusao molecular

As fragcbes mais puras foram entdo concentradas e novamente foi
realizado um processo cromatografico para que fosse possivel obter o complexo
de proteinas totalmente puro. As fragdes puras obtidas como resultado da

purificacdo, podem ser observadas no gel SDS-PAGE (15%) (Figura 5.4).

i

w 31,0 kDa

. 21,5kDa

W 14,4 kDa

Figura 5.4. Purificagdo do complexo XACb0032/XACb0033 por cromatografia de
exclusdo molecular vista por gel de eletroforese (SDS-PAGE, 15%); PM - padrédo de

proteinas.

A cromatografia por exclusdo molecular permitiu que as impurezas
fossem totalmente removidas, obtendo-se assim o complexo de proteinas puro.
Baseando-se nos resultados obtidos pode-se dizer que a proteina XACb0032
nao pode ser purificada sozinha devido a sua insolubilidade, entretanto a sua
expressdo em conjunto com a sua possivel chaperone XACb0033 resultou na

co-purificagdo bem sucedida.
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5.3. Determinacao da concentracao do complexo
XACb0032/XACb0033

A determinagdo da concentracdo do complexo foi realizada pelo método
de Bradford e a seguir tem-se a curva analitica construida utilizando BSA como
padrdo (Figura 5.5).

0,45
0,40—-
0,35—-
0,30—-
0,25—-
0,20—-

0,154 =

Absorbancia (595 nm)

0,104

0,054

00 ¥F—+~—v——+—7—"-"—TFT—"—""F""—""7"—1"—""—"—71—""

Concentragéo (mg/mL)

Figura 5.5. Curva analitica construida utilizando BSA como padréo.

A interpolacéo dos dados foi realizada, utilizando-se a regressao linear. O
complexo puro foi quantificado apés a sua concentragcdo e antes dos testes
espectroscépicos e em alguns casos utilizou-se mais de um lote do complexo (1
lote do complexo = lise de 0,5 L de indugéo) para alcangar a quantidade de
proteina desejada para a técnica espectroscopica a ser utilizada. O rendimento
obtido em média para cada lote do complexo purificado foi de aproximadamente
2,5 mg/mL, ou seja, 2,5 g/L.
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5.4. Espectroscopia de dicroismo circular (CD)

Na Figura 5.7 esta apresentado o espectro de CD do complexo das
proteinas XACb0032/XACb0033 a 20°C. Baseando-se nos dados de CD, pode-
se observar que existem minimos globais préximos a 208 e 222 nm, entretanto o
formato da curva ndo é o formato caracteristico de uma proteina com alta
porcentagem de o—hélice (compare Figuras 1.6. pagina 15 e 5.6. a seguir).
Como o complexo das proteinas apresenta um conjugado das duas proteinas,
espera-se que a sua porcao proveniente das chaperones (XACb0033) esteja

enovelada, enquanto que a XACb0032 apresenta sua estrutura semi-enovelada.
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= 0
°
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> -1x10
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-2x10*
XACb0032/XACb0033
-3x1 04 T T T T T
200 210 220 230 240 250 260
A [nm]

Figura 5.6. Espectro de CD do complexo XACb0032/XACb0033 obtido sob condi¢des

experimentais conforme Iltem 4.2.

O célculo da porcentagem de o-hélice foi realizado pelo programa
DICROPROT (Deléage e col., 1993) e pode-se calcular também o conteudo de
folha-B e estrutura randémica através da a equacdo descrita por Chen* e
colaboradores (1974) e também pelo programa K2D** (Andrade e col., 1993). Os

resultados encontram-se na Tabela 5.1.

39



Tabela 5.1. Predi¢cao da estrutura secundéria do complexo

Chen* K2D**
a - hélice 26% 32%
folha B 1% 13%
randémica 46% 44%

Na Figura 5.7. estdo apresentados os espectros de CD em fungdo da
temperatura que foi variada dentro do intervalo de 20 a 95°C. O complexo de
proteinas XACb0032 e XACb0033 mostrou-se estavel termicamente conforme

mostram os dados.

1x10*

o
T

-Ax10*F

CD[mdeg]

0 [deg cm’dmol ]

2x10*F

3x10*E : . ; T T 220
200 210 220 230 240 250 260 ‘Wavelength[nm]

A Inml 260

(a) (b)

Figura 5.7. Espectros de CD do complexo XACb0032/XACb0033: (a) Espectros
de CD em 20°C antes (linha cheia) e apds aquecimento (linha pontilhada). (b) Espectros
de CD dependentes de temperatura (20-95°C). As condigdes experimentais foram: 5 uM
da proteina, tampao tris-HCI (5 mM, pH 8,0), cubeta de 10 mm, 4 repeticbes (scans) e a

velocidade de 20 nm/min.

Segundo os experimentos de CD realizados, 0 complexo apresentou uma

estrutura secundaria enovelada com aproximadamente 30% de a-hélice.
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Estrutura esta, que durante o processo de desenovelamento/enovelamento

térmico no intervalo de 20-95 °C, mostrou-se estavel.

5.5. Emissao de fluorescéncia: estatica e tempo de vida

Os resultados de fluorescéncia estatica e tempo de vida estdo
apresentados na Figura 5.8. O espectro de emissdo de fluorescéncia do
complexo, como pode ser visto, apresenta maximo de emissdo em 336 nm. Ja o
espectro do tempo de vida mostra que existem dois tempos de vida diferentes,

um em 1,5 ns e outro em 4,2 ns.
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Figura 5.8. (a) Espectros de emissado de fluorescéncia estatica e (b) Tempos de
vida de fluorescéncia do complexo XACb0032/XACb0033 com A=295 nm e X 2de 1,2.

A Tabela 5.2. mostra os resultados obtidos pelos espectros de emissédo de

fluorescéncia estatica e tempo de vida de fluorescéncia para a XACb0033

sozinha (Tasic e col., 2007) e para o complexo.
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Tabela 5.2. Espectros de emissdo de fluorescéncia estatica e tempo de vida de
fluorescéncia para a XACb0033 sozinha (Tasic e col., 2007) e para o complexo

Maximo de Emisséo Tempo de Vida de Fluorescéncia
Complexo A=336 nm 4,276 ns 1,477 ns
XACb0033 A=345 nm 4,868 ns 1,167 ns
Variacao A =9nm 0,592 ns 0,310 ns

A proteina XACb0033 apresenta dois triptofanos, um na posicado 26 e
outro na posi¢do 70, enquanto que o triptofano ndo esta presente na proteina
XACb0032. Assim, o complexo de proteinas deve possuir quatro residuos de
triptofano provenientes da proteina XACb0033, pois o complexo, conforme foi
visto pelos dados de SAXS (ltem 5.7, a seguir), em alta concentracao,
aproximadamente 6,0 mg/mL, apresenta relagcdo molar de 4:2, sendo XACb0033
e XACb0032 respectivamente, e em concentragdes baixas, deve apresentar uma
relagdo molar de 2:1. Sendo assim, o maximo de emissdo do complexo é
atribuido aos triptofanos 26 e 70 da XACb0033. Observa-se que o maximo de
emissdo do complexo é em 336 nm, levando a acreditar que os residuos de
triptofano estdo envolvidos em interagées supramoleculares. J& o maximo de
emissdo para a XACb0033 é em 345 nm (Tasic e col., 2007), o que permite dizer
que pelo menos um dos seus triptofanos poderia estar interagindo com o
solvente, o que provavelmente, se deve ao W70, pois ele se encontra no final da
sequéncia C-terminal, uma regidao usualmente sem estrutura terciaria evidente
(Tasic e col., 2007). A observada migracao do maximo de emissao de 345 nm
para 336 nm, portanto, deve indicar o provavel envolvimento dos triptofanos em

interagdes intra-moleculares entre as proteinas XACb0033 e XACb0032.

O complexo de proteinas apresentou componentes de tempo de vida
longo e curto similares aos observados para a proteina XACb0033 (Tasic e col.,

2007), conforme mostra o espectro de tempo de vida, onde existem dois tempos
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de relaxagdo, indicando que os triptofanos estdo em ambientes diferentes,
apresentando mecanismos de relaxagcdo diferentes. Porém, ndo foi possivel
atribuir os tempos de vida a um triptofano em especifico (Tasic e col., 2007). Os
tempos de vida dos mesmos triptofanos no complexo foram mudados de 1,167
ns para 1,477 ns e de 4,868 ns para 4,276 ns, indicando, mais uma vez, que
houve uma mudanga na vizinhangca dos triptofanos 26 e 70. Estes dados

também confirmam a interagdo existente entre as duas proteinas.

5.6. Ressonancia magnética nuclear (RMN)

Este trabalho foi executado em colaboragcdo com o grupo da Profa. Dra.
Anita J. Marsaioli, onde o complexo XACb0032/XACb0033 e as suas interagdes
com adenosina trifosfato e adenosina difosfato (ATP e ADP) foram monitoradas
aplicando-se a técnica de RMN STD. Para investigar este sistema foi feita a
atribuicdo de todos os sinais do ATP e ADP em 99,9 % de D20O. A solucédo do
complexo foi preparada em D20 (99 %) em concentracdo de 10 uM enquanto
que as concentragées de ATP e ADP foram de 1 mM. Otimizados os parametros
experimentais, foram conduzidos trés experimentos de 'H de RMN, um
saturando o sinal da agua (PRESAT) o qual forneceu o espectro de hidrogénio-1
da mistura (Figura 5.9.a), outro de STD-controle (Figura 5.9.b) e o STD (Figura
5.9.c), neste ultimo a proteina foi irradiada em -0,15 ppm durante 2 s. A
comparacao dos espectros de STD, ilustrados nas Figuras 5.9. b e ¢, mostrou
que apenas os hidrogénios H-2 (8,28 ppm) da adenosina e H-1’ (6,15 ppm) da

ribose (ATP e ADP) interagem diretamente com a proteina.
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Figura 5.9. Espectros de RMN do complexo XACb0032/XACb0033 com ATP
(1:100) em regido 4,0 a 9,0 ppom: a) RMN de 'H (499,99 MHz, 99,9 % D,0), b) STD-
controle (nenhum hidrogénio do complexo irradiado) e €) STD com nt=512. Os numeros
em negrito representam o mapa do epitopo.

Os valores do fator STD para os experimentos realizados com as misturas:
complexo/ATP e complexo/ADP; estao apresentados na Tabela 5.3. Os valores
obtidos indicam que o complexo interagiu com o ADP numa proporgdo menor do
que com o ATP e, também, sua interagdo foi menos seletiva devido a auséncia
do sinal do H-8.

A partir dos resultados obtidos por STD foi possivel propor um modelo da
interacdo entre o complexo XACb0032/XACb0033 e ATP e ADP. Observou-se
que a interagdo se da principalmente através do H-2 da adenosina e do H-1’ da
ribose, além de uma participagao forte do H-8 no caso de interacao do complexo
com o ATP, j& os H-2', H-3' e H-4 n&o apresentaram sinais nesses

experimentos (STD).
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Tabela 5.3. Fator STD para os hidrogénios H-8, H-2 e H-1’ obtido em interacdes do
complexo XACb0032/XACb0033 com ATP e ADP

Complexo+ATP Complexo+ADP
H-8 100,00 % _
H-2 90,97 % 95,99 %
H-1 97,26 % 100,00 %

Os mesmos experimentos de STD foram conduzidos com a XACb0033 e
nao foram observadas interagdes com ATP ou ADP na temperatura de 25°C. Por
tanto, podemos dizer que a possivel chaperone, XACb0033, nas condi¢cdes em
que foi realizado o experimento, ndo apresenta sitio de ligacdo com os ATP e
ADP (Tasic e col., 2007).

5.7. Espalhamento de raios — X a baixo angulo (SAXS)

Nos dias 11 e 12 de julho de 2006 foram coletados dados de
espalhamento no LNLS, linha de SAXS-2. Os experimentos foram realizados
com o complexo de proteinas sozinho e na presenca de p-mercaptoetanol. Os
dados preliminares foram analisados em colaboragdo com o grupo da Profa. Dra.
iris Torriani, porém ndo foram satisfatérios, sendo necessario que estes
experimentos fossem repetidos em 18 de janeiro de 2007, sendo também
realizados experimentos com adicdo de ATP e ADP ao complexo. Os
parametros experimentais foram apresentados no Iltem 4.6. Os resultados
obtidos na presenga de f-mercaptoetanol ainda estdo sendo analisados.

As curvas de espalhamento I(q) versus q e a fungédo p(r) do complexo
formado pelas proteinas XACb0032 e XACb0033 estdo mostradas nas Figuras
5.10. (a) e (b), respectivamente, superpostas com as curvas obtidas apos a
adicdo de ADP. As curvas obtidas com a adicdo de ATP ndo mostraram
diferencas com as obtidas para o complexo sozinho, isto deve ter ocorrido
provavelmente devido a baixa resolugdo da técnica. A massa molecular

esperada para esse complexo é de 28,38 kDa (2:1; mol/mol,
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XACb0033/XACb0032). A partir dos dados de SAXS foi obtida uma massa de
54,9 kDa para o complexo, ou seja, aproximadamente o dobro da esperada (4:2
- XACb0033/XACb0032). Porém, com a adicao de ADP, a curva de intensidade
apresenta comportamento que indica polidispersidade e o calculo de massa
molecular com os dados desta experiéncia (eliminando os pontos da intensidade
que correspondem a espécies maiores) possui como resultado um valor de 19,8
kDa.

6 Complexo XACb0032 + XACb0033
0 Complexo XACH0032 + XACH0033 1.8x1077 Rg= (42,5 0,3) A e Massa = 54,9 kDa
Fit tedrico do complexo 1.6x10° Complexo + ADP

0 Complexo + ADP ’ ] Rg = (31,4 £0,4) A e Massa = 19,8 kDa
Fit tedrico do complexo + ADP 1,4x1 0°4

1By

(b)

_~
&

1,2x10°

1,0x10°
1E-54 1
8,0x107

I(q) / ¢ [arb. u.]
p(r) [arb. u]

6,0x107
1E:65 4,0x107
2,0x107

1E-7 T T T T T 1 0,0 T T T T T T T T
000 005 o010 015 02 025 030 0 20 40 60 80 100 120 140 160

q[A] r[A]

Figura 5.10. (a) Curva de espalhamento e (b) fungao p(r) do complexo formado
pelas proteinas XACb0032 e XACb0033. Os pontos iniciais da curva em vermelho foram
eliminados para fazer as andlises.

Os parametros dimensionais obtidos para o complexo sem ADP foram:
raio de giro Rg = 42,5 + 0,3 A e dimensdo maxima Dmax = 150 A e com ADP
foram: raio de giro Rg = 31,4 + 0,4 A. O raio de giro caracteriza o tamanho da
particula, e o espalhamento /(0) é relacionado a sua massa molecular. Na
pratica, a massa molecular normalmente € estimada por comparagdo com uma
amostra referéncia (Svergun e Koch, 2003), neste caso a lisozima. Entretanto a
lisozima possui forma globular e 0 complexo de proteinas ndo, o que permite
dizer que o calculo da massa molecular pelos dados de SAXS é somente uma
aproximacao. A inspec¢ao visual da curva p(r) x r permite dizer que o complexo
de proteinas possui um formato alongado, pois estas curvas apresentam a
funcdo de distribuicdo das distancias caracteristico desta forma geométrica
(Svergun e Koch, 2003).

46



Analisando estes resultados, e comparando os dados obtidos do

complexo com e sem ADP, podemos dizer que na presenca de ADP ocorre

diminuicdo na massa molecular e no raio de giro, indicando uma possivel quebra

do complexo.

A partir da curvas de espalhamento do complexo foi realizado um célculo

ab initio com o intuito de obter um modelo para esse complexo. Primeiramente

foi obtido um modelo do tipo “bead model. O modelo estd apresentado na

Figura 5.11.

Para os resultados do complexo com a adicdo de ADP nao é
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XACb0033 formando um sistema polidisperso.

Figura 5.11. Modelo “bead model do complexo das proteinas XACb0032 e

XACbO0033 apresentado em trés diferentes vistas.

Como pode ser visto no modelo "bead model' do complexo, este

apresenta a forma alongada, conforme era indicado na curva de funcédo de

distribuicdo das distancias.

47



6. CONSIDERACOES FINAIS

A expressao da proteina XACb0032 em cepa de E. coli BL21(DE3) RP
cddon plus foi obtida com sucesso, entretanto esta se apresentou insoluvel,
mesmo mediante o uso do método de desenovelamento/enovelamento com
uréia. Entdo a forma encontrada para fazer com que fosse possivel o estudo
desta proteina foi a sua co-expressdao com sua proteina parceira, a XACb0033,
anteriormente anotada como possivel chaperone do sistema de secre¢ao do tipo
IV. A co-expressdo das duas proteinas foi executada em cepa de E. coli
BL21(DE3)pLysS, sendo que, no gel SDS-PAGE, que € desnaturante, a co-
expressdo foi observada em uma Unica banda com o tamanho de
aproximadamente 28 kDa, o que condiz com a massa teorica calculada
(28346,56 Da) com a razdo molar de 2:1 para XACb0033 e XACb0032,
respectivamente. Este resultado era esperado ja que as chaperones atuam
como dimeros (Feldman e Cornelis, 2003) e que através da estrutura
cristalografica do complexo entre a chaperone (SicP) e a proteina efetora (SptP)
da Salmonella foi observada a razao molar de 4:2, respectivamente, originada
pela combinagdo de dois complexos de 2:1 das SicP-SptP (Stebbins e Galan,
2001).

A purificagdo do complexo, apés a utilizacdo de duas etapas sendo elas
cromatografia de toca i6nica e logo apos a de exclusdo molecular, também foi
bem sucedida e o complexo puro foi obtido para a sua caracterizagao estrutural.
Antes de cada técnica utilizada, a concentragdo do complexo foi medida de
forma a que ela fosse de acordo com a necessidade de cada técnica.

Os espectros de dicroismo circular apresentaram algumas caracteristicas
sobre 0 complexo, como o0 seu conteudo de a-hélice, que foi de 30 % e a sua
estabilidade térmica, de 20 a 95 °C, onde ele mostrou ser termicamente estavel.
Os ensaios de fluorescéncia indicaram que as proteinas apresentam interagcdes
intramoleculares, j& que a XACb0032 nao possui triptofanos e a XACb0033
apresenta dois, nas posicdes 26 e 70, e ocorreu a migracado do maximo de

emissao de 345 nm (Tasic e col., 2007) para 336 nm, levando a acreditar que os
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residuos de triptofano nédo estdo expostos ao solvente. As medidas de tempos
de vida, onde foram encontrados dois tempos, indicam que os dois triptofanos
estdio em ambientes diferentes, apresentando mecanismos de relaxagao
diferentes, entretanto ndo é possivel identifica-los.

Os resultados de RMN mostraram que ATP e ADP se ligam ao complexo
das proteinas, podendo ser feito 0 mapa de epitopo dos ligantes. Essa ligagao
suporta a hip6tese de que o complexo de proteinas se liga ao ATP, é
reconhecido pelo TTFS, onde a ATPase cliva o ATP formando ADP e este por
sua vez é reconhecido pelo complexo que se decompde para que a proteina
alvo possa ser secretada.

O experimento de SAXS permitiu verificar que o complexo de proteinas
possui uma razdo molar de 4:2, pois foi obtida uma massa de 54,9 kDa para o
complexo, ou seja, aproximadamente o dobro da esperada 28 kDa. Ja4 a massa
do complexo com ADP apresenta um valor de 19,8 kDa. Os parametros
dimensionais obtidos para o complexo sem ADP foram: raio de giro Rg = 42,5 *
0,3 A e dimensao maxima de Dmax = 150 A e com ADP foram raio de giro Rg =
31,4 + 0,4 A. Podemos dizer, entdo, que na presenca de ADP ocorre diminuicdo
na massa molecular e no raio de giro, indicando uma possivel quebra do
complexo. A partir da curvas de espalhamento do complexo foi obtido um

modelo do tipo “bead modefl’, este apresenta forma alongada.
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7. PASSOS EM ANDAMENTO

Os ensaios de cristalografia foram realizados utilizando-se diferentes
concentragoes do complexo: 10 mg/mL, 15 mg/mL e 18 mg/mL em tampéao tris-
HCI (5 mM, pH 8) e foi utilizado o laboratério Robolab do LNLS. Os ensaios
iniciais apresentaram a formacao de cristais, entretanto estes cristais eram de
sais e ndo de complexo protéico. Porém foi diagnosticado um problema no
armazenamento dos kits, onde as solugbes de cada pogo, devido a um problema
na vedagdo, foram misturadas. Devido a isso, 0s ensaios iniciais deverao ser
repetidos. A espectrometria de massas também foi utilizada para verificar a
massa molecular da XACb0033 (Tasic e col., 2007) e os dados mostraram que a
proteina foi expressa sem a primeira metionina e com tendéncia para formar
dimeros e tetrameros. Estudos futuros serdo realizados para que possa ser
confirmada a razdo molecular entre as proteinas no complexo e, também, para

identificar a posicao da provavel ligagcao dissulfeto entre elas.
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8. CONCLUSOES

O complexo das proteinas XACb0032/XACb0033 foi analisado por
dicroismo circular (CD), fluorescéncia (estatica e dindmica), ressonancia
magnética nuclear (RMN, STD) e espalhamento de raios-X a baixo angulo
(SAXS). Todos os dados obtidos indicaram que o complexo purificado exibe a
estrutura enovelada e que apds a adicao de adenosina difosfato (ADP) ocorre
uma mudanga evidente na sua forma e seu tamanho, indicando uma possivel
quebra do complexo XACb0032/XACb0033 apds a liberacdo de ADP na célula.
Portanto, podemos supor que o sistema de secregédo do tipo IV deve funcionar
da seguinte maneira: 1. Ligacdo da chaperone XACb0033 a XACb0032
mantendo-a em uma conformagéo semi-desenovelada; 2. Ligacdo do complexo
ao ATP; 3. Reconhecimento do sistema ATP + complexo pelo TTFS, logo a
ATPase cliva o ATP; 4. Formacdo do ADP e sua presengca promove a
dissociacao da XACb0032 do complexo; 5. Possivel secrecado da proteina alvo,
ou seja, a XACB0032 poderia passar através do canal de secrecao até atingir a

célula eucaridtica.
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ANEXO |
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O procedimento utilizado na clonagem do fragmento correspondente a
proteina XACb0032, realizado durante o projeto de pds-doutoramento de Ljubica
Tasic, esta descrito a seguir.

1- PCR da XACb0032 (11005.1) de 324 pb

45 pL PCR supermix

0,5 uL DNA Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac)
2 puL MgClz (50 mM)

0,25 uL Taq polimerase (5 u/ulL)

2,75 uL DMSO (5 %)

1 uL primer forward (25 pmol/uL) LEXC11005F

1 uL primer reverse (25 pmol/uL) LEXC11005R

+ 1 gota de 6leo mineral

Condicdes do PCR:

« 95°C -5 min
« 35 ciclos de:
= 95°C —1 min
= 60°C —1 min 30s
= 72°C -3 min
= 72°C-10 min
e 4°C—w

2- pUC18/Smal/CIP

A - digestdo do pUC18 com Smal

= 5uL pUC18

= 1 uL Smal (5 u/uL)
= 1uLy+

= 3uLHO

Incubar 1 h a 30°C

Gel de agarose 0,8 % TBE

B - digestao do pUC18/Smal com CIP

50 uL pUC18/Smal (170 ng)
6 uL NEB3
0,5 uL HO
1 uL CIP (fosfatase alcalina)

Incubar 1 h a 37°C
Desativar a enzima: 30 min 65°C
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Adicionar 5 uL EDTA (0,1 M)

Precipitar o DNA utilizando acetato de sodio e etanol
Resuspender em 20 uL de H,O

Gel de agarose 0,8 % TBE

Transformar o DNA em E. coli DH5a

3- Ligacao com vetor pUC18/Smal/CIP
(a concentragao do vetor preparado e do DNA obtido por PCR tem que ser igual)

Preparacdo do fragmento de PCR

10 uL do produto de PCR purificado
4 ulL Blunting/Kinassing Buffer 5x
0,2 pL Klenow (5 u/uL)

0,5 uL T4 P.K. (10 u/uL)

até 20 uL H.O

Incubar 1 h a 37°C
Desativar enzimas 15 min 75°C

Ligacao do DNA de interesse (PCR) com o vetor pUC18/Smal/CIP

= 20 pL do DNA de interesse preparado
= 1 ulL da T4 DNA ligase (1u/uL)
» 1 uL do vetor pUC18/Smal/CIP

Incubar 16 h a 16°C

Transformar vetor com inserto em DH5a por PEG ou eletroporagédo (LB+amp)
Selecao de colénias — brancas (X-gal)

Mini prep - DNA (isolar)

4- pUC18-ORF digestao com Sall e Ndel

3 uL pUC18-ORF
2 uL Sal Buffer 10x
2 uL BSA 10x

1 uL Ndel (1 u/mL)
= 2uL Sall (1 u/mL)
= 5ul HO

20 plL volume final
Incubar 2 h a 37°C

Gel de agarose 0,8 % TBE

5- Digestao do pET23a-Mb (wt) com Ndel e Sall
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8 uL pET23a-Mb (wt)
2 uL Sall Buffer 10x
2 uL BSA 10x

1 uL Ndel (1 u/mL)

2 uL Sall (1 u/mL)

5 uL HO

20 ulL volume final
Incubar 2 h a 37°C

Gel de agarose 0,8 % TBE

6- Ligacao do produto ao vetor pET23a/Ndel/Sall

7 uL ORF

2 uL pET23a/Ndel/Sall
4 ul Ligase buffer 5x

1 ulL ligase (1 u/mL)

6 uL H.0

20 plL volume final

Incubar 16 h a 16°C

7- Transformacio do pET23a-OFRs em E. coliBL21(DE3)pLysS por
eletroporacao (conforme item 3.1.5.. pg. 17)

8- Extracido do DNA e sequenciamento

Enzimas de restricao utilizadas:

- Ndel (BioLabs) - Sall (Q-Biogene)
(Neisseria denitrificans) (Streptomyces albus)
Sitio de reconhecimento: Sitio de reconhecimento:
5...CATATG...3' 5..G TCGAC...3
3'...GTAT AC...5' 3'...CAGCT G...5'
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Mapa do vetor pET23a (Novagen)
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