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RESUMO

SOUZA, C.S. Analise Molecular e Estrutural da Proteina Ligadora de Maltose (MalE)
de Xanthomonas axonopodis pv citri. 2009. Tese (Doutorado em Microbiologia) — Instituto
de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2009

A captacdo de maltose em bactérias € feita por um sistema transportador do tipo ABC
composto por uma proteina ligadora de substrato (MalE), duas proteinas transmembrana e
uma ATPase. No presente trabalho descrevemos a clonagem, expressdo e andlise bioquimica
e estrutural da proteina MalE da bactéria fitopatogénica Xanthomonas axonopodis pv citri
(Xac) O gene malE de Xac foi clonado em vetor de expressdo pET28a, a proteina
recombinante foi expressa em Escherichia coli e purificada por cromatografia de afinidade ao
niquel. Amostras da proteina soluvel foram analisadas quanto a estrutura secunddria, interacao
com possiveis ligantes, estabilidade frente a diferentes condi¢des fisico-quimicas. Ensaios de
cristalizacdo possibilitaram a obtencdo de cristais em diferentes condicdes, um deles
apresentou grupo espacial P6122, mas ndo foi possivel resolver a estrutura. Com base nas
estruturas conhecidas de ortélogos de MalE, geramos um modelo estrutural para a proteina de
Xac e foram feitas andlises quanto a interacao com trealose e maltose. Modelos estruturais dos
componentes transmembrana (LacF e LacG) e ATPase (UgpC) do sistema transportador de
maltose de Xac também foram gerados. Os resultados representam uma contribui¢do
importante para o conhecimento sobre a fisiologia e sistemas de transporte de Xac.

Palavras — chave: Transportadores do tipo ABC. Xanthomonas axonopodis pv citri. Maltose.

Cristalografia. Modelagem Molecular. Espectroscopia.
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ABSTRACT

SOUZA, C. S.Molecular and Structural Analysis of the Xanthomonas axonopodis pv citri
Maltose Binding Protein (MalE). 2009. Doctor Tesis (Microbiology). Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2007.

Maltose uptake in bacteria is mediated by an ABC transporter comprising a substrate binding
protein (MalE), two transmembrane proteins, and one ATPase. In the present study, we
describe the cloning, expression and biochemical as well as structural analyses of the MalE
protein of the phytopagen Xanthomonas axonopodis pv citri (Xac). The malE gene of Xac was
cloned in the pET28a expression vector, the recombinant protein was expressed in
Escherichia coli and, subsequently, purified by nickel affinity chromatography. Samples of
soluble protein were analyzed regarding secondary structure, interaction with putative ligants
and stability under different physico-chemical conditions. Crystallization trials were carried
out under different conditions, one particular condition yielded crystal with a P6122space
group, but the structure was not solved. Based on known ortholog structures, a structural
model for Xac MalE was obtained allowing interaction with modeled threhalose and maltose.
Structural models the transmembrane (LacF and LacG) and ATPase (UgpC) components were
also obtained. The present results represent an important contribution to the knowledge of the
physiology and transporter systems found in Xac.

Key words: ABC Transporter. Xanthomonas axonopodis pv citri. Maltose. Crystallography.

Molecular Modelling. Spectroscopy.
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Andlise Molecular e Estrutural da Proteina Ligadora de Maltose de Xanthomonas axonopodis pv citri Introdugdo

1 INTRODUCAO

1.1 Xanthomonas axonopodis pv citri e cancro citrico

O género Xanthomonas pertence a subdivisdao gama das proteobactérias que pertencem
a mesma familia, as Xanthomonadaceae. Todas as espécies conhecidas pertencentes a este
género sdo fitopatogenas (Moreira et al., 2005).

Infeccdes induzidas por Xanthomonas spp. tém sido descritas para 124
monocotiledoneas e 268 dicotiledoneas. Esta doenca geralmente induz a necrose do tecido,
doencas vasculares ou parenquimais, e danos nas folhas e frutos (Long e Staskawicz, 1993). As
células de Xanthomonas apresentam um formato de bastdo, com um didmetro de 0,2 — 0,6 um
e um comprimento de 0,8 — 2,9 um (Figura 1A e 1B), com um cromossomo com mais de 5

Mbp que pode estar associado com plasmideos (Graham, et al., 2004)..

Figura 1 - Microscopia eletronica de varredura da infeccdo da superficie abaxial das
folhas de Citrus paradisi por Xac. A - Bactérias presentes na abertura de um
estdmato. B - Bactéria presente na matriz de polissacarideo extracelular
encontrada na superficie da lesao (Graham et al.., 2004).

Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac) € o agente causador do cancro citrico, uma
doenga caracterizada pela formacdo do cancro associado a lesdes nos galhos e em folhas que
ficam encharcadas, geralmente rodeadas por halos cloréticos (Figura 2A e B) (Gottwald e
Graham, 2000). As lesdes necrdticas penetram a superficie dos frutos levando a abscisdo deste
e ao declinio da planta, causando grandes perdas na produgdo de citros e conseqiiente perda
econdmica (Gottwald e Graham, 2000). Esta bactéria pode sobreviver e multiplicar-se fora do
hospedeiro de forma epifita, mas ao entrar em contato com estdmatos, hidatédios, poros de
dgua ou lesdes no tecido das plantas, podem colonizar o mes6filo produzindo os sintomas
cldssicos da doenga em hospedeiros compativeis (Figura 2C e D). Altamente contagiosa, ela é
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resistente e consegue sobreviver em vdrios ambientes por varios meses. Em folhas, ramos e
frutos com sintomas, a sobrevivéncia da bactéria pode durar vdrios anos. A disseminacdo e
transmissdo geralmente ocorrem através de exsudatos derivados das lesdes através do vento e
da chuva (Moreira et al., 2005). A dispersdo do cancro citrico em longas distancias ocorre,
principalmente, pelo movimento de material da planta contaminada e pela atividade humana,
através da presenca da bactéria em roupas e ferramentas (Golmohammadi et al., 2007). O
controle do cancro citrico tem sido feito principalmente pela identificacdo e erradicacdo das

arvores infectadas (Graham et al., 2004).

Figura 2 — Lesdes provocadas pelo cancro citrico. A- Folhas com lesdes circundadas
por anel amarelado; B — detalhes das lesdes corticosas nas duas faces da
folha, C - lesdes salientes nos ramos; D- lesdes nos frutos.
(http://www.fundecitrus.com.br/doencas/cancro.html).

1.2 Genomas de Xac e outros fitopatogenos

Quatro espécies do género Xanthomonas tiveram seus genomas recentemente
seqlienciados: Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, Xcv, (Thieme et al., 2005);
Xanthomonas campestris pv. campestris, Xcc, (ATCC33913) (Da Silva et al.. 2002),
Xanthomonas axonopodis pv. citri (306), Xac (Da Silva et al.. 2002) e Xanthomonas oryzae
pv. oryzae, (Xom, MAFF311018 e Xoo, KACC10331) (Lee et al., 2005). disponibilizados
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permitiram verificar a presenga de uma série de genes envolvidos nos mecanismos de
infeccdo e patogenicidade destas bactérias.

Xac (linhagem 306) possui um cromossomo circular com 5.175.554 pb e dois
plasmideos: pXAC33 (33.699 pb) e pXAC64 (64.920 pb). A outra espécie de grande
importancia econdmica para o pais, Xcc, sendo responsavel pela podridio negra que afeta
crussiferas, como Arabidopsis e Brassica, possui um genoma com tamanho de 5.076.187 pb e
ndo contém plasmideos. A comparagdo dos genomas de ambas as espécies revelou diferencas
significativas como a presenca de vdrios genes exclusivos a cada uma delas. Em Xac, de 800
genes (18,5% do genoma) que ndo estdo presentes em Xcc, somente 316 tem fungdo definida.
Ja em Xcc, dos 15,4% de genes exclusivos desta bactéria (646 genes), apenas um terco
apresentam funcdo definida (da Silva et al., 2002). A diferenca no genoma de ambas as
bactérias € refletida nos mecanismos de infec¢do e patogénese distintos. A comparacgdo entre
os dois genomas mostrou que também nestes fitopatogenos, genes correspondentes aos
transportadores do tipo ABC representam cerca de 1,5% a 1,7% do genoma, respectivamente
para Xac e Xcc (Oshiro et al., 2006). Transportadores do tipo ABC sdo responsdveis pela
captacdo ou efluxo de vdrias substincias de variados tamanhos, desde fons a agucares e
peptideos. Embora existam estudos para elucidar os mecanismos envolvidos na
patogenicidade desta bactéria e transportadores ABC serem associados a alguns mecanismos
de infeccdo e patogénese (Mehta e Rosato, 2001; Romer, 2007; Buttner e Bonas, 2002),
poucos trabalhos t€m usado estas proteinas como alvo de estudo. Em bactérias, esses
transportadores estdo relacionados a captacdo de nutrientes (Webb et al., 2007), reciclagem de
cerca de 50% dos muropeptideos da parede celular (Park et al.., 1998), respostas de quorum-
sensing (Rudner et al.., 1991; Alloing et al.., 1996, 1998), sensibilidade a peptideos toxicos e
antibioticos aminoglicosideos (Acosta et al.., 2000; Kashiwagi et al.., 1998; Lubelski, 2007),
patogénese e infec¢do (Dassa e Bougie, 2001; Higgins, 1992).

1.3 Visao geral dos transportadores procariéticos

Transportadores ABC sdo um dos muito diferentes tipos de transportadores presentes
em organismos dos reinos Arquea, Bactérias e Eucariotos. Transportadores tém uma
importancia critica para todos os organismos vivos, pois medeiam a entrada de nutrientes
essenciais no citoplasma da célula, o que permite que esta metabolize fontes externas de

carbono, nitrogénio, enxofre e fésforo; a presenga de transportadores também possibilita a
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regulacdo da concentracdo de metabdlitos dentro da célula através da excrecdo de produtos
metabodlicos, como também sdo responsdveis pela extrusdo de substincias toxicas para a
célula. Podemos distinguir entre os diversos tipos de transportadores os canais,
transportadores primdrios e transportadores secunddrios, de acordo com a fonte de energia
utilizada (Saier et al., 2000).
Dentre as principais categorias de transportadores classificados no sistema TC

(Transporter Classification - http://www.tcdb.org/) estdo:
1 - Canais e poros que catalisam a difusdo facilitada de solutos com uma concentra¢io
abaixo do gradiente, um processo independente de energia. Na membrana externa das
bactérias gram-negativas, canais chamados de porinas permitem a difusdo através de um poro
aquoso.
2 Transportadores dirigidos por potencial eletroquimico (carregadores): sdo aqueles que
utilizam a energia acumulada em gradientes de ions para efetuar o transporte, eles podem
transportar uma tnica substancia (uniporte); duas substancias em direcdes opostas (antiporte);
duas ou mais substancias na mesma dire¢do (simporte).
3 Transportadores ativos primdrios: utilizam fonte de energia priméria para transportar
substancias contra um gradiente de concentracao;
4 Translocadores: esta categoria inclui o sistema transportador de fosfotransferase de
acucar fosfoenolpiruvato (PTS), que catalisa a captacdo de acucares. A energia necessaria
para o transporte neste sistema provém de uma série de reacdes de transferéncia por meio de
fosforilagdo. Este sistema estd presente somente em procariotos;

Alguns exemplos de familias e substratos destes tipos de transportadores estdo presentes

na tabela 1 (Saier, 2000).
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Tabela 1 — Propriedades dos sistemas transportadores segundo a classificacdo TC adaptada de Saier, 2000.

Categoria de
Transportador

Substrato

Exemplos

Canais de difusao facilitada

Transportadores dirigidos
por potencial eletroquimico
(carregadores):

1 -Canal/ Poro - canal do
tipo o formado por
proteinas e peptideos

Porinas de membrana
externa (estrutura f3)

Toxinas

Carregadores do  tipo
facilitadores
Energizadores  dirigido

por gradiente de {fons

Familia
VIC
MscL
MscS
Viérias proteinas de
membrana externa e

proteinas exportadoras
Toxina RTX

Bcl-2

Colicina V

MEFS

GPH

SulP

TonB

Na*,Ca™*, K*, miiltiplos
cations

Proteinas, fons
(ligeiramente seletivo
para cations)
Proteinas, fons
(ligeiramente seletivo
para cations)

ITons, pequenas
moléculas
Proteinas (citocromo c)

fons, pequenas
moléculas
Virias pequenas
moléculas

Acucares
Sulfato

H*? Direciona captacio
de soluto através da
membrana externa
bacteriana

23

Canais sensiveis a voltagem, canais de
voltagem de Na®, canais de voltagem de
Ca2+, canais sensiveis a voltagem

Grandes canais mecanosensitivos a fons de
E. coli

Canal mecanosensitivo a fons de pequena
condutancia (KefA) de

E. coli

OmpF de E. coli, VDAC DE Bos taurus ,
Aida de E.coli

Hemolisina A (HlyA) de E. coli

Regulador de Apoptose [Bcl-X(L)] de
Homo sapiens
Colicina V de E. coli

Lactose permease (LacY) de E.coli,

permease de efluxo de drogas (EmrD) de E.

coli

Permease de Melibiose de E.coli (MelB)

Permease de Sulfato (SulP)de Homo
sapiens

Proteina de membrana externa TonB —

ExbBD de E. coli

(Continua)



Tabela 1 - continuacéo

Transportadores
ativos primarios

Translocadores

Categoria de Familia Substrato Exemplo
Transportadores
Todos os tipos de
moléculas orginicas e Maltose permease (MalEFGK) de E. coli,
Transportadores inorgénicas, de simples proteina de multiresisténcia a drogas

mediados pela hidrdlise
de pirofosfato

Transportadores  ativos

por decarboxilagdo

Transportadores ativos
mediados por
oxidoredugao
Transportadores ativos
mediados por luz

Sistema de
fosfotransferase

ABC

ArsAB

Nat-DC

PTH

Na-NDH

FAR

Glc

Lac

fons até
macromoléculas

Arsenato ,
antimonato,.telurato
Na*

H* (efluxo)
Na* (efluxo)

Efluxo de H" captacdo
de CI

Glicose, N-
glicosamina, a e f8
glicosideos

Lactose, celobiose

(MDR) de Homo sapiens

Bomba de Efluxo de Arsenato ArsAB de E.
coli

Oxaloacetato decarboxilase de Salmonella
typhimurium

PTH de E. coli

Na" translocacdo NADH- quinol redutase de
Vibrio alginolyticus

Bacteriorhodopisina de Halobacterium
salinarium

Glicose IICB-IIA de E. coli

Lactose IICB-IIA de Staphylococcus aureus
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1.4 Transportadores do tipo ABC

Transportadores ABC (ATP-binding cassette) estdo presentes em todos 0s organismos
e contribuem para vérias doencas humanas e para resisténcia a drogas nas células cancerosas.
Em bactérias, eles catalisam a captacdo de nutrientes essenciais ou a retirada de, entre outros,
substancias toxicas, contribuindo assim para resisténcia de micrébios patogénicos, drogas e
antibioticos (Dawson et al., 2007, Fichant et al., 2006, Dassa e Bougie, 2001). Membros desta
familia também podem estar envolvidos em vdrios processos, como: transdu¢do de sinal,
secrecdo de proteinas, apresentacdo de antigenos, patogé€nese bacteriana, esporulacio
(Scheneider e Huncke, 1998).

Este tipo de sistema utiliza a energia vinda da hidrdlise do ATP para realizar uma
grande variedade de fendmenos essenciais, compreendendo ndo sO o transporte
transmembrana, mas também vdrios processos ndo relacionados a transporte, tais como
tradugdo, elongacdo e reparo de DNA (Dassa e Bougie, 2001).

Sistemas ABC podem ser divididos entre trés categorias funcionais principais. A
primeira categoria sdo os importadores que medeiam a captacido de nutrientes em procariotos.
A natureza dos substratos que s@o transportados € muito ampla, incluindo mono e
oligossacarideos, fons organicos e inorganicos, aminodcidos, peptideos, sideréforos, metais,
cations de poliaminas, opinas e vitaminas. A segunda categoria € a de exportadores que estao
envolvidos na secre¢do de varias moléculas como peptideos, lipideos, drogas hidrofébicas,
polissacarideos, e proteinas, incluindo toxinas como hemolisina. A terceira categoria do
sistema tem alguns membros envolvidos na traducido de mRNA e no reparo de DNA
(Davidson et al., 2008).

Comparando-se o numero total de sistemas do tipo ABC contra o tamanho dos
genomas procariotos, foi possivel verificar uma relacdo linear com a observacdo que o
numero de todos os transportadores de todas as categorias (gradiente i10nico, PTS, ABC e
proteinas facilitadoras) é aproximadamente proporcional ao tamanho do genoma. Bactérias
com genomas na faixa de 0.5 a 1,5 Mb tem cerca de 15 sistemas ABC. O genoma
relativamente pequeno de Thermotoga maritima (1,86 Mb) possui um nimero acima do
esperado para espécies com este tamanho de genoma, o que pode ser devido a amplificacdo de
operons codificadores de sistemas do tipo ABC provavelmente envolvidos na captacdo de
oligossacarideos (11) e oligopeptideos (12). E. coli (4.6 Mb) e Bacillus subtilis tem 78 e 84

sistemas ABC, respectivamente, estando proporcional com o tamanho do genoma. Ja
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Mycobacterium tuberculosis (genoma de 4.4 Mb) possui poucos sistemas (38), fendmeno
provavelmente causado pelo estilo de vida intracelular desta bactéria. Quando analisamos
bactérias encontradas no solo, como Agrobacterium tumefaciens e Mezorhizobium loti (5.67 e
7.6 Mb, respectivamente), verificamos que ha mais de 200 sistemas do tipo ABC. Essa
presenca em grande quantidade se deve provavelmente ao ambiente altamente competitivo no
solo ou nos nddulos da planta. Eucariotos exibem um nimero menor de proteinas ABC em
relacio ao tamanho do genoma de procariotos, como demonstrado para Sacharomyces
cerevisiae, um microrganismo de vida livre que compartilha o mesmo nicho ecolégico de
muitas bactérias (Davidson et al., 2008).

A organizacdo basica de um transportador ABC consiste de dois dominios
transmembrana que formam uma passagem para o substrato e dois dominios citoplasméticos
ligadores de nucleotideo que ligam e hidrolisam ATP. Nos importadores do tipo ABC, os
dominios transmembrana e citoplasmdticos sdo cadeias polipeptidicas separadas. Nos
exportadores bacterianos, pelo contrdrio o dominio transmembrana € fusionado ao ligador de
nucleotideo, formando um homodimero ou heterodimero. O dominio ligador de nucleotideos
€ caracterizado por dois motivos na sua estrutura primdria (Walker A: GXXGXGKS/T, X
pode variar, Walker B: hhhhD, sendo que h é um residuo hidrofébico. O motivo Walker B é
imediatamente precedido por uma seqiiéncia (motivo) altamente conservada (peptideo
LSGGQQ/R/KQR) que € unico na familia de transportadores ABC (seqiiéncia assinatura) e
tem sido utilizado como ferramenta na identificacdo de novos membros da familia (Schneider

e Hunke, 1998).

1.5 Importadores ABC

Importadores do tipo ABC necessitam de uma proteina extra citoplasmética ligadora
de alta afinidade e sdo chamados de sistemas transportadores dependentes de proteinas
ligadoras. As proteinas ligadoras sdo soluveis, localizam-se no espago periplasmatico no caso
de bactérias gram-negativas. Nos organismos gram-positivos, que perderam o periplasma, elas
estdo ancoradas a face externa da membrana citoplasmdtica pelo N-terminal de grupos
lipidicos (van der Heide e Poolman, 2002, Fichant et al., 2006). Em Arqueas, as proteinas
ligadoras s@o lipoproteinas ou exibem uma seqiiéncia sinal tipo III. Normalmente os genes

que codificam um transportador sdo encontrados em um operon, mas também podemos
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encontrar em alguns organismos gram-positivos, uma unica subunidade ABC sendo

compartilhada por multiplos transportadores (Davidson et al., 2008).

1.6 Sistemas captadores dependentes de proteinas ligadoras

Proteinas ligadoras interagem com seus substratos com alta afinidade, na faixa de 0,01
a 1 uM. Esta ligacdo de alta afinidade é claramente responsdvel pela eficiéncia destes
transportadores em uma baixa concentracdo de substrato, o que possibilita que as células
concentrem seus nutrientes em até 10° vezes quando os nutrientes estdo presentes em
baixissimas concentracdes (submicromolar) no meio externo (Dippel e Boos, 2005).

As proteinas ligadoras s3o monoméricas e tem sido caracterizadas por andlises
estruturais e cinéticas indicando que hd somente um sitio ligador de substrato por proteina
(Quiocho e Ledvina, 1996). As estruturas tridimensionais dos transportadores ModABC,
BtuFCD e MalEFGK, resolvidas recentemente por cristalografia, revelaram que sé uma
proteina ligadora interage com o complexo de proteinas da membrana (Hollesnstein et al.,
2007).

Estruturas de diversas proteinas periplasmaéticas ligadoras resolvidas a alta resolucao
revelaram que todas compartilham muitas caracteristicas formando um padrio de
conformacdo similar, constituido por dois lobos ou dominios globulares, designados de lobos
C e N desde que eles contenham o N ou C terminal da proteina. Estes lobos sd@o conectados
por uma ou mais cadeias polipeptidicas e o substrato liga-se entre eles, onde se localiza a
fenda ligadora. Cada lobo é composto de uma conformacgdo alfa-beta consistindo de folhas
betas circundadas por alfa hélices e conectadas por algas. A cadeia polipeptidica é distribuida
entre os dois dominios (Davidson et al., 2008).

Proteinas ligadoras sdo divididas em dois tipos: as do tipo I incluem as que ligam
acucares simples (arabinose e ribose) e aminodcidos de cadeia ramificada, as de tipo II
incluem as ligadoras de maltose-maltodextrinas, fosfato e sulfato (Wilkinson e Verschueren,
2003). Quando ndo ha presenca de ligante na proteina, os dominios permanecem abertos,
separados, o que permite o acesso do solvente a fenda ligadora. O ligante ocupa esta fenda e
induz uma rotacdo substancial dos dominios, resultando no fechamento dos dois dominios
(Figura 3). Mais recentemente, foi reconhecido um novo tipo de proteina ligadora incluindo as

que ligam cdtions divalentes (Mn** e Zn**) e ferro/sideréforos/vitamina B12. Nesta nova
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classe, os dois lobos sdo formados por 5 folhas beta centrais circundadas por alfa-hélices e os

dominios sdo conectados por uma Unica alfa-hélice. (Davidson et al., 2008).

Figura 3 — Movimentag@o dos I6bulos na estrutura da proteina periplasmadtica ligadora
de maltose em presenca de ligante. Estrutura da proteina ligadora de
maltose na conformacao aberta, sem actcar (azul, cédigo PDB: 1ANF) e
fechada, ligada a maltose (rosa, cédigo PDB: 10MP). As conformagdes
estdo sobrepostas baseadas na posi¢do dos carbonos a do lébulo C
(Davidson et al., 2008).

Diversas evidéncias demonstraram que as proteinas ligadoras do tipo I e tipo II
permanecem abertas na auséncia de ligante e fechadas na presenga deste, levando a uma
alteracdo conformacional induzida pelo ligante que € central para o mecanismo de
translocac@o. Em adi¢do a estruturas cristalograficas das proteinas no estado aberto e fechado,
isto tem sido corroborado por uma variedade de testes feitos para monitorar a ligacdo ao
substrato e mudancas conformacionais, incluindo o uso de fluorescéncia intrinseca
(triptofanos), sondas de fluorescéncia extrinseca (de Lorimier et al., 2002) e fluorescéncia de

transferéncia de energia (Deuschle, 2005).

1.7 Estruturas dos importadores dependentes de proteinas ligadoras

Recentemente foram determinadas quatro estruturas de importadores bacterianos
(Locker et al., 2002; Oldham et al., 2008; Pinkett et al., 2007, Kadaba et al., 2008). Todas
essas estruturas fornecem informacdes detalhadas de como os dominios inter-membrana
interagem com os dominios ABC. Além disto, elas revelam duas diferentes conformacgdes do

transportador, com as provdveis vias do substrato abertas em duas direcdes opostas (Figura 4).
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Comparagdes estruturais mostraram como o substrato € alternadamente exposto nos lados
opostos da membrana, o que é uma caracteristica chave proposta para o transporte desta
familia (Davidson et al., 2008).

As estruturas de BtuCD (responsavel pela captagdo de vitamina B12) e HI1470/1
(responsdvel pela captacdo de metais) parecem representar dois estados conformacionais
diferentes dos transportadores ABC (Figura 4). A via de translocagdo predita em BtuCD ¢é
aberta no periplasma e fechada do lado citoplasmatico da bicamada lipidica, enquanto que a
via de translocacdo HII470/1 estd aberta somente para o citoplasma, correspondendo as
conformagdes denominadas “outward-facing” e “inward-facing”, respectivamente. As duas
subunidades ligadoras de nucleotideos de ambas as estruturas sdo diferentes, apesar de
exibirem conformagdes abertas quando comparadas com uma estrutura fechada, como a da
MalK ligada a ATP (Austermubhle et al., 2004).

A resolucdo da estrutura de um transportador de Arquea, o transportador de molibdato
MoDB,C, de Archaeoglobus fulgidus foi descrita recentemente e também apresenta
caracteristicas interessantes (Hollestein et al., 2007). Nesta estrutura a proteina ligadora,
ModA, estd acoplada ao sistema e as ATPases estdo abertas, sem ATP, de forma que o
transportador estd com sua interface citoplasmatica aberta. A proteina ligadora (ModA) esté
ligada ao transportador numa orientacdo que coloca a fenda ligadora sob a provavel entrada
do canal de translocacdo, e ambos os lobos da ModA fazem contato com as proteinas de
membrana do transportador (Hollenstein et al., 2007) o que € consistente com o que ja havia
sido predito para a proteina ligadora de maltose (MalE) (Liu et al., 1999; Martineau et al.,
1990).

A estrutura do transportador de maltose MalFGK, de E. coli foi determinada a uma
resolugdo de 2.8 A numa conformacio intermedidria que provavelmente representa um estado
de transi¢do para a hidrélise do ATP (Oldham et al., 2008). A substituicao de um residuo de
glutamina pelo 4cido glutamico, importante residuo catalitico (E159Q), levou a uma
conformacgdo do dimero de MalK fechada com o ATP ligado e com a proteina ligadora de
maltose (MalE ou MBP) na conformacgdo aberta fortemente ligada do lado oposto do
transportador, formando parte de uma cavidade muito hidratada localizada numa regido onde
localizam-se as hélices transmembrana da MalF e MalG (Figura 4). A maltose permanece
ligada num sitio de ligacdo na base desta cavidade (formada por MalF e MalG) (Davidson et
al., 2008).

Comparacoes das estruturas MalFGK,; e ModAB,C, demonstraram que as

conformagdes dos dominios transmembrana sdo muito similares (Oldham et al., 2008). Por
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isso podemos assumir que estas duas estruturas sdo representativas para os dois estados
conformacionais preditos para os transportadores ABC, nomeados de “inward-facing resting

state” (Mod) e um “outward-facing transition mode” (Mal) (Davidson et al., 2008).

MEBP (MalE)

MalF (TM1-§)

maioso

MaiK -« MalK

2ATP

MalFG
(2RBG)

Figura 4 — Estruturas cristalograficas de quatro importadores. Em todos transportadores sdao
evidenciadas quatro subunidades, as subunidades IM e as subunidades ligadoras de
nucleotideos. O transportador ModB,C, foi co-cristalizado com ModA, a proteina
ligadora periplasmatica, numa conformacdo fechada, na qual podemos visualizar a
presenca do ligante, molibdato (vermelho). Abaixo das trés estruturas temos o
transportador MalFGK,E, onde a proteina ligadora de maltose estd ligada ao
complexo MalFGK, (Davidson et al., 2008).
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Outro importador com estrutura resolvida recentemente foi o de captacdo de metionina
MetN1 de E. coli, este foi resolvido a uma resolucdo de 3,7A. A arquitetura geral da MetN1
revelou duas cOpias da ATPase MetN em complexo com as duas copias dos dominios trans-
membrana Metl, com o transportador adotando uma conformagdo “inward-facing” exibindo
dominios ligadores de nucleotideo separados (Kadaba et al., 2008). A conformagao de MetN e
MetD é comum aos transportadores ModB,C, e MalFGK,, Um aspecto distinto da Metl é que
0 dominio trans-membrana contém numero desigual de hélices trans-membrana, o N e C
terminal estdo em lados opostos da membrana (o periplasma e citoplasma, respectivamente),
diferentemente dos demais caracterizados onde ambos os terminais s3ao expostos ao
citoplasma (Kadaba et al., 2008).

A ligacdo do substrato a proteina e ndo o substrato por si mesmo, que regula a
atividade das ATPases do sistema. Em outras palavras, podemos dizer que a hidrélise do ATP
ndo parece estar diretamente acoplada a entrada do soluto, mas particularmente a interacao
entre a protefna ligadora periplasmatica e o transportador ABC. E bem sabido que o ligante
induz mudancas conformacionais na proteina periplasmética, mas o mecanismo pelo qual a
conformacgdo ligada ao ligante da proteina periplasmdtica estimula a atividade ATPase do
transportador ABC continua sendo uma incégnita. A resolucdo deste assunto nos ajudard a

entender como a hidrélise do ATP é regulada nos transportadores ABC (Shilton, 2008).

1.8 Transportador ABC de maltose - maltodextrinas

Um dos transportadores ABC melhor caracterizados € o de captacido de maltose
de E. coli, que transporta maltooligossacarideos contendo até sete unidades de glicose,
podendo estar dispostos na forma linear ou ciclica. Este sistema é composto pela proteina
periplasmatica ligadora (MalE ou MBP), duas proteinas integrais de membrana, MalF e MalG
e duas copias da proteina citoplasmatica que hidrolisa ATP, MalK. Estudos sobre o sistema
ABC transportador de maltose tem sido realizados de diferentes formas para a compreensao
da funcdo deste sistema. A atividade do transporte tem sido reconstituida em vesiculas de
proteolipossomas, seguida de vdrias caracterizacdes bioquimicas. As estruturas
cristalograficas dos estados aberto e fechado da MalE revelaram caracteristicas comuns em
proteinas ligadoras periplasmaéticas. Sabe-se que a interacado da MalE com os componentes da
membrana MalF e MalFG estimula a hidrélise do ATP, o que assegura que o substrato seja

transportado durante cada ciclo da hidrélise do ATP. Esta hipdtese foi confirmada com a
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resolucdo da estrutura do transportador de maltose onde, verificou-se que a MalE estd
complexada com MalFGK; na presenca de um estado andlogo (Mg ADP-vanadato), sugerindo
que a ligacdo da MalE induz uma mudan¢a conformacional no transportador e ativa a
hidrélise do ATP (Oldham et al., 2008).

Quando a maltose liga-se a MalE, ela interage primeiro com os grupos arométicos do
dominio C-terminal para formar uma conformagdo fechada estdvel. Em termos de um modelo
geral para fungdo de proteina ligadora, a MalE segue o “Venus Flytrap Model” onde a
proteina adota um conformacgdo fechada estdvel somente na presenga do ligante (Shilton,

2008).
1.9 MalE ou MBP (Proteina ligadora de maltose/maltodextrinas) de E. coli

Proteinas ligadoras de maltose ou maltodextrinas (MalE ou MBP) correspondem a
porcdo periplasmatica do sistema ABC transportador de maltose, isto no caso de vdrias
bactérias gram-negativas, este tipo de proteina tem como propriedade apresentar uma alta
afinidade pelo ligante, ou seja, dissacarideos como maltose, maltodextrinas longas e lineares
ou ciclodextrinas, (Boos e Shuman, 1998).

Ap6s a ligacdo, a proteina sofre uma mudanca conformacional como um resultado
direto dos movimentos dos lobos de torcdo e curvatura levando ao fechamento da fenda
ligadora com o substrato em seu interior (Quiocho, 1997; Millet, 2003 e Telmer, 2003). Além
da funcdo de ligadora, a MalE possui funcdo como quimio-receptor para taxia por maltose,
através da formacdo de um complexo com a por¢do periplasmética da proteina Tar (Zhang,
1999).

A estrutura de MalE de E. coli (Eco_MBP) tem forma elipséide com dimensdes de 65
x 40 x 30 A, sendo composta por dois dominios globulares separados por uma fenda. Cada
dominio é composto de segmentos do C- terminal e N-terminal. Cada dominio tem um nicleo
central de cinco folhas-f3 com duas a-hélices de um lado das folhas e trés a-hélices do outro.
MalE de Eco, é uma proteina o/ com 40% de aminodcido formando a-hélices, 20% folhas-f3.
O restante 40% € compreendido de al¢as. (Spurlino et al., 1991).

A ligac@o a maltose é feita principalmente por ligacdes de hidrogénico e contatos de
van der Waals. A ligacdo da proteina a maltose resulta em 16 ligacdes de hidrogénio, sendo
11 feitas diretamente com 8 residuos da MalE e 5 feitas por meio de moléculas de dgua

(Spurlino et al., 1991).
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Na presenga do ligante, a regido de dobradica sofre uma movimentacdo que forma
uma curvatura dos dois dominios que resulta no fechamento (ligada) ou abertura da fenda
(ndo ligada) (Figura 5). Este movimento que tem sido observado em vdrias outras proteinas
ligadoras, modulando o acesso ao ligante e da fenda ligadora, exerce um papel importante na
sinalizacdo do transporte ativo e quimiotaxia. Além disso, este movimento capacita que cada
dominio da MalE participe de forma particular na ligacdo ao carboidrato — dominio I
participando com as liga¢cdes de hidrogénio e dominio II com interacdo dos residuos

aromadticos (Quiocho et al., 1997) (Figura 5).

@ Balancing
/ Interface

[]

Figura 5 — MalE de E. coli é mostrada na forma aberta (esquerda, cédigo do PDB
10MP) e fechada (direita, cédigo do PDB 1ANF). Podemos notar a
presenca da fenda ligadora de substrato, a regido de dobradica, que confere
movimento a proteina e a interface de balanceamento. Os dois dominios
sdo submetidos a uma rotacdo para seqiiestrar a maltose (quadrado
amarelo) na fenda ligadora (Davidson et al., 2008).

As ligagdes de hidrogénio sdo altamente direcionais, exercendo uma funcio chave em
conferir especificidade. Porém, uma caracteristica crucial para o transporte ativo é que as
ligacdes de hidrogénio sdo suficientemente estdveis para fornecer a afinidade ao ligante e
suficientemente fracas para permitir uma dissociacdo rdpida do ligante. Quase todos os
contatos ndo polares sdo feitos com as cadeias laterais de residuos aromdticos. A proximidade
das cadeias laterais de residuos aromadticos em ligacdes de carboidratos é uma caracteristica
recorrente de proteinas/enzimas que ligam estes compostos. MalE € notdvel entre as estruturas
de proteinas/enzimas que interagem com carboidratos pela sua grande abundancia de residuos

aromdticos, 16 dos quais estdo localizados dentro ou préximos da fenda ligadora de maltose.
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Cinco residuos arométicos da MalE sao intimamente associados com a ligacdo a maltotriose
ou maltotetraose e em quantidade menor com maltose (Quiocho et al., 1997).

A MalE de E. coli foi vastamente caracterizada através da obtencdo de um grande
nimero de mutantes. Essas mutagdes afetam a ligacdo a maltodextrinas, afetam o transporte
de maltose e maltodextrinas in vivo e a quimiotaxia para maltose (Spurlino et al., 1991). O
mutante MalE469 (T3451) ndo apresenta atividade de quimiotaxia, mas tem propriedades de
fluorescéncia interessantes, mostrando um aumento na fluorescéncia na ligacio a maltose
(Kossman et al., 1988). O mutante WA158 também perde a quimiotaxia para maltose € ndao
mostra deslocamento da fluorescéncia sobre a ligacdo a maltose (Matineau et al., 1990).

340

Outro residuo importante € o Trp™", cuja substitui¢do por uma alanina resulta numa

proteina incapaz de ligar maltose (K4 > 1 mM) (Martineau et al., 1990). Outras mutacdes

340
envolvendo o Trp

afetaram a ligacdo de maltose e dextrinas. J4 a delecdo das duas hélices
terminais da MalE resultou numa proteina incapaz de transportar maltose (Duplay et al.,
1987). Mutagdes no Trp® (W62A) refletem um aumento do K4 em 10 vezes e substituicdes
do residuo Trp230 levam ao aumento do K4 em 5 vezes, o que condiz com a sua localiza¢do no
sitio de ligacao (Martineau et al., 1990). A substitui¢do dos ultimos 6 residuos da hélice do C-
terminal por 11 residuos ndo afeta o transporte de maltose, mas torna a proteina incapaz de
transportar dextrinas longas ou iniciar quimiotaxia (Spurlino et al., 1991).

Além de bem estudada, a MalE de E. coli é freqlientemente utilizada como uma cauda
de afinidade para facilitar a purificacio de proteinas recombinantes. E sabido que esta
proteina possui a habilidade de aumentar a solubilidade das proteinas fusionadas uma vez que
¢ altamente soluvel. MalEs estdo presentes numa vasta variedade de microrganismos
incluindo tanto bactérias mesofilas, termdfilas e arqueas. Num estudo realizado por Fox e
colaboradores foi comparada a habilidade das MalEs de seis microorganismos diversos (E.
coli, Pirococcus furiosus, Thermococcus litoralis, Vibrio cholerae, Thermotoga maritima e
Yersinia pestis) de promover a solubilidade de oito diferentes proteinas propensas a agregar
em E. coli. Foi verificado que todas as MalEs sdo eficientes na producdo de proteinas
recombinantes soluveis, sendo mais efetivas do que a Glutationa transferase (GST). Os

ortélogos de P. furiosus e T. litoralis sdo mais eficazes em promover a solubilidade do que a

MalE de E. coli (Fox et al., 2003).
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1.10 Proteinas ligadoras de maltose/maltotriose/trealose de organismos extremofilos

Muito do conhecimento existente sobre os transportadores ABC de bactérias tem sido
acumulado dos estudos do sistema de transporte de maltose de alta afinidade em E. coli. Uma
bateria de métodos de genética, bioquimica e biofisica tem produzido muita informacao sobre
a estrutura e propriedades de ligacdo da MalE de E. coli (EcoMBP) (Martineau et al., 1990;
Spurlino et al., 1991, Sharff et al., 1992). Ainda ndo estd claro, porém, até que grau estas
observacdes podem ser aplicadas para outras proteinas ligadoras de maltose/maltodextrinas.
Ou seja, quais sdo as similaridades e diferencas entre a MalE de E. coli e seus ort6logos?

Temos disponiveis poucas estruturas cristalograficas de proteinas ligadoras de maltose
(MalE ou MBP): Pyrococcus furiosus (PfuMBP), (Evdokimov et al., 2001), Thermococcus
litoralis (TMBP) (Diez et al., 2001), Alicyclobacillus acidocaldarius (AcyMBP) (Schafer et
al., 2004), Thermus thermophilus (TthMBP) (c6digo do PDB 2GH9), Themotoga maritima
(TmaMBP) (c6digo do PDB 2GHA). Analisando-se a conformac¢do da PfuMBP podemos
notar que esta € muito similar ao ortdlogo de E. coli, apesar do nivel de identidade moderado
entre as duas proteinas (27% de identidade, 46% de similaridade). EcoMBP liga maltose e
maltotriose com afinidades similaridades. J4 PfuMBP liga maltotriose muito mais fortemente
do que maltose (Evdokimov et al., 2001).

PfuMBP € uma proteina excepcionalmente estdvel. Nenhuma mudanca significativa é
observada no espectro de dicroismo circular (CD) em temperaturas até¢ 85°C ou em 6M de
hidrocloreto de guanidina (Evdokimov et al., 2001). J4& a EcoMBP desenovela a
aproximadamente 65°C ou em 1 M de hidrocloreto de guanidina (Ganesh et al., 1997). A
grande estabilidade da PfuMBP ¢é provavelmente devido a uma combinacao de fatores que €
compartilhado por proteinas de organismos que habitam regides extremas, o que inclui uma
abundancia de pontes salinas, presenca de residuos de prolina em posi¢des chave, tais como
na posicao 2 da folha-f e no comeco e final de elementos estruturais, a presenca de redes de
residuos de isoleucinas e outros residuos hidrofébicos no centro da proteina (Evdokimov et
al., 2001).

O sistema de captagdo de T. litoralis aceita somente trealose e maltose (com um K, de
20 nM) considerando uma Ky de 0.16 uM para os dois substratos. Maltotriose é menos aceita
na ligacdo e longas maltodextrinas ndo sdo aceitas. In vivo, esta proteina € ancorada a
membrana, presumidamente via uma modificagdo lipidica da cisteina do N- terminal. A
proteina cristalizada foi truncada no N-terminal, resultando numa proteina soluvel exibindo as

mesmas caracteristicas de uma proteina selvagem. A proteina demonstra caracteristicas
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relacionadas ao transporte, estando relacionada estruturalmente com EcoMBP, que consiste
de dois lobos similares, cada um formado por folhas-f flanqueadas por a-hélices em ambos os
lados. Os lobos sdo conectados por uma regido de dobradica consistindo de duas antiparalelas
e uma o-hélice. Como na MalE, o substrato ¢ ligado na fenda entre os lobos por ligacdes de
hidrogénio e interacdes hidrofébicas. Porém, quando comparamos a MalE de T. litoralis com
com a MalE de E. coli, notamos que hd mais ligacdes de hidrogénio entre o substrato e a
proteina do que contatos de van der Waals (Diez et al., 2001).

Proteinas ligadoras de transportadores ABC s3o bons candidatos para desenhos de
biosensores altamente especificos para pequenas moléculas. O fato da proteina recombinante
TMBP de T. litoralis ser altamente termoestdvel e ligar trealose e maltose com alta afinidade
(Kgde 0,16 uM), torna esse proteina uma candidata para o desenvolvimento de um biosensor
que teria uma alta estabilidade, com a propriedade de ligacdo a agucares compostos por duas
subunidades de glicose (maltose e trealose), esta proteina poderia resultar num biosensor
fluorescente para pacientes diabéticos (Herman et al., 2006).

A proteina (AcyMBP) além de ser termoestavel também ¢é estivel em pHs
extremamente dcidos. O que provavelmente determina esta acido-estabilidade € a presenca de
certas caracteristicas como a existéncia de um nimero menor de residuos carregados expostos
na superficie do que nas outras estruturas, compensado por um aumento no nimero de
residuos polares, de forma que os residuos dcidos estdo escondidos em seu interior. Também
h4 uma maior exposicdo de pontes salinas em sua superficie (Schafer et al., 2001).

AcyMBP liga maltose com alta afinidade (K4 1.5 uM) numa ampla faixa de pH (2.5 -
7.0) e em temperaturas de até 80°C. AcyMBP e MBPs hipertermofilas tém poucas e pequenas
cavidades quando comparadas com as MBPs de organismos meséfilos, o que sugere que estas
proteinas termoestdveis sao geralmente mais compactas (Schafer et al., 2001).

Uma aplicagdo pratica e vantajosa das MBPs termoestaveis (Tli, Tma, Pfu) pode ser a
sua utilidade como agentes de solubilidade para proteinas que sofrem processo de re-
enovelamento. Por causa das MBPs termoestdveis serem bastante resistentes a altas
concentracdes de uréia e hidrocloreto de guanidina, as proteinas fusionadas podem ser
desnaturadas e subseqiientemente re-enoveladas enquanto estiverem fusionadas a MalE
enovelada. Desta maneira pode-se obter um grande aumento do rendimento de proteinas
enoveladas obtidas pela técnica de reenovelamento, o rendimento seria maior do que se estas

proteinas estivessem num estado nao fusionado (Fox et al., 2003).
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1.11 MalE de Xac

Estudos voltados para a defini¢do da funcionalidade dos sistemas de transporte em
bactérias que causam doengas em plantas podem auxiliar no desenvolvimento de estratégias
para o controle de infec¢do, como por exemplo, o uso de drogas toxicas que possam ser
transportadas para o interior da bactéria, ou ainda, por meio de manipulagdo genética do

hospedeiro, de forma a torné-lo resistente aos fitopatogenos.

Foram encontrados diversos transportadores do tipo ABC em Xac como:
transportadores de molibdato, sulfato, alcanosulfatos, sulfonato, nitrato/taurina, putrescina,
fosfato, D-metionina, maltose. J4 em Xcc os transportadores do tipo ABC encontrados foram
os de sulfato,sulfonato/nitrato/taurina, molibdato, putrescina, glicerol fosfato, fosfato,
fosfonato, D-metionina. Em ambas as espécies, ndo encontramos transportadores para
acucares simples, como D-xilose, L-arabinose, por exemplo. J4 Xac possui o transportador

ABC para oligopeptideos que nao é encontrado em Xcc.

A habilidade de utilizar acucares e polissacarideos representa uma caracteristica
importante de bactérias que vivem em associacdo com plantas. A disponibilidade dos
genomas seqilienciados de vdérios fitopatdgenos possibilitou a verificacdo da presenca de
transportadores ABC para acgucares nestas bactérias apresentando um alto grau de
conservacao.

Neste trabalho foi escolhido o sistema transportador de maltose de Xac, com énfase
principalmente na proteina periplasmatica MalE de Xac. Descrevemos um modelo estrutural
da proteina gerado com base em ort6logo com estrutura resolvidas depositada no PDB
(Protein Data Bank) e identificamos aminodcidos importantes na interacdo com diferentes
ligantes e com as proteinas de membrana LacF e LacG e com a provdvel proteina ligadora de
nucleotideo (UgpC).

A proteina recombinante foi expressa em E. coli BL21DE3 e sua funcionalidade e
caracteristicas conformacionais foram avaliadas em testes in vitro (Balan et al., 2005), como
ensaios de ligacdo da proteina MalE de Xac com diferentes agucares e a influéncia de fatores
fisicos como pH e temperatura na interacdo com tais substratos. Além disso, apresentamos
vdrias tentativas de cristalizacdo da proteina, onde cristais tiveram seus dados coletados e

posteriormente processados (Souza et al., 2009).
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2 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi realizar a caracterizacdo bioquimica e estrutural da
proteina periplasmatica MalE do sistema de transporte tipo ABC de Xac. Para tal, as seguintes

etapas foram realizadas:

2.1. Clonagem do gene malE, no vetor de expressao pET28a;

2.2. Avaliacdo da expressao e solubilidade da proteina MalE apds a variagdo nas condi¢des de

inducao;

2.3. Purificacdo da proteina pelo método de cromatografia de afinidade a metal (niquel);

3.4. Producdo e teste de anticorpos policlonais mono-especificos em camundongos Balb/c;

2.4. Ensaios espectroscopicos de Dicroismo Circular e Fluorimetria para avaliar a estabilidade

e caracteristicas estruturais da proteina;

2.5. Ensaios de cristalizacdo e obtencao de cristais da MalE;

2.6. Processamento dos dados de difracdo e determinacdo de parametros estruturais dos

cristais;

2.7. Construcdo de modelos tri-dimensionais das proteinas MalE, LacF e LacG, baseado nas

coordenadas atdmicas de ortélogos com a estrutura cristalografica resolvida;

2.8. Modelagem molecular das possiveis interacdes da MalE com diferentes agucares;

2.9. Comparacdo da MalE e das proteinas de membrana de Xac com os ortélogos com

estrutura resolvida.
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Material e Métodos

3 - MATERIAL E METODOS

3.1 Linhagens e vetores

Todas as linhagens e vetores utilizados neste trabalho estdo descritos na Tabela 2.

Tabela 2 - Linhagens e vetores usados neste trabalho.

Linhagens Caracteristicas Fonte
E. coli DH10B F = mcrA  A(mrr-hsaRMS — mcrBC) ¢80lacZAM15 Invitrogen
AlacX74 deo recAl araDI139 A(ara, leu)7697 gaN
ga/k A" rpsL nupG.
E. coli XL1Blue endAl gyrA96(nal®) thi-1 recAl relAl lac ginV44 Stratagene
F'[ ::Tnl0 proAB* lacl? A(lacZ)M15] hsdR17(ry mg*)
E. coli BL21(DEO3) F~ ompT gal dcm lon hsdSg(rg mg) AMDE3 [lacl Novagen
lacUV5-T7 gene 1 indl sam7 nin5])
E. coli Roseta (DE3) F ompT hsDSg (rg” .5) gal dem lacYl (DE3) pRARE Novagen
(Cam ™)
E. coli BL21 Star F ompT hsDSg (rg ,.5°) gal dcm mel31(DE3) Novagen
Xac 306 Causadora do cancro citrico da Silva et al,
2002
Xanthomonas campestris pv Causadora da podriddo negra em cruciferas da Silva et al,
campestris ATCC 39313 2002
Xanthomonas bromi Infecta a planta Bromus carinatus Gongalves e
Rosato,2002
Xantomonas codiae Infecta a planta Codiaeum variegatum var. pictum Gongalves e
Rosato,2002
X_malE_1 XLI1Blue + SMoll.1 Presente estudo
X_malE_2 XL1Blue + SMol2.1 Presente estudo
X_malE_3 XL1Blue + SMol1.2 Presente estudo
X_malE_4 XL1Blue + SMol2.2 Presente estudo
D_malE_1 BL21 DE3 + SMol2.1 Presente estudo
D_malE_2 BL21 DE3 + SMol2.2 Presente estudo
R_malE_1 E. coli Roseta (DE3) transformada com pSmol2.2 Presente estudo
S_malE_2 E. coli Star (DE3) transformada com pSmol2.2 Presente estudo
Vetores
pGEM T-EASY lacZ Amp" PROMEGA
pET28a lacl Kan" vetor de expressao NOVAGEN
pET29a lacl Kan", vetor de expressao NOVAGEN
pSMoll.1 pGEM T-Easy Vector + gene malE Presente estudo
pSMol2.1 pET28a + gene malE Presente estudo
pSMoll1.2 pGEM T-Easy Vector + gene malE (para clonagem no  Presente estudo
vetor pET29a)
pSMol2.2 pET29a + gene malE (sem a cauda de histidina) Presente estudo
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3.2 Meios de cultura, solucoes e tampoes

As solugdes, meios de cultura e tampdes comumente utilizados nos ensaios de biologia
molecular foram preparados segundo Sambrook et al.. (1989). Solucdes e tampdes especificos

sdo descritos nas se¢des correspondentes a cada experimento.

3.3 Isolamento de DNA genomico

Aliquotas (50 pL) de uma cultura de Xac crescida durante uma noite em meio LB a
28°C foi homogeneizada com 450 pL de H,O Milli-Q e centrifugado por 10 minutos a 10.000
g. O sobrenadante foi descartado e ressuspendido em 500 puL de tampdo de extragdo. A
preparagdo foi homogeneizada mais 1 vez em vortex e incubada por 60 minutos a temperatura
ambiente sob agitacdo continua. Apds este periodo centrifugou-se por 5 minutos a 5000 g. e
450 pL de sobrenadante foram transferidos para outro tubo. Adicionou-se 450 pL de
isopropanol, a mistura foi homogeneizada e incubada a temperatura ambiente por 60 minutos
e centrifugado por 10 minutos a 13.000 g. O sobrenadante foi descartado e o pellet seco a

vacuo e ressuspenso em 100uL de H,O Milli-Q estéril (Llop, 1999).

3.4 Amplificaciao do gene malE de Xac por PCR

O fragmento referente ao gene malE de Xac, que codifica para a proteina madura sem
o peptideo sinal, foi amplificado a partir do DNA genomico da linhagem 306. Os

oligonucleotideos sintéticos usados estdo descritos na tabela 3.

Tabela 3 — Oligonucleotideos utilizados para a amplificacdo do gene malE de Xac.

Oligonucleotideos  Sitio de restri¢ao Sequéncia*
FmalEpET28a Ndel 5" GCA GGT CAT ATG GGA TGC GAA 3’
RmalEpET28a Hindlll 5’ CCG AAG CTT TCATCG TGC 3’
FmalEpET29a Ndel 5" CAT ATG TGC GAA CGC TCC GAT 3’
RmalEpET29a Hind 111 5’ AAG CTT TCA TCG TGC GGC TCC 3’

* Sitios de restri¢do estdo marcados em negrito.

Para possibilitar a clonagem direcional foram acrescentados sitios de restri¢do aos
oligonucleotideos. Todas as reacdes foram preparadas para um volume final de 50 ul com

TagDNA polimerase High Fidelity (Invitrogen), conforme instrugdes do fabricante, em um
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termo-ciclador PTC100/MJ. O protocolo de preparacdo da reacdo foi: 200 ng de DNA, 200
uM de Dntps, 10 pMoles de iniciadores, 50 mM de MgCl2, 5 U de Taq, Sul de tampao de
reacdo (10 x concentrado). O ciclo de amplificacédo foi: 1) 96°C, 2 min, 2) 96°C, 1min 30 s ,
3) 58°C, 1min 30 s, 4) 72°C, 1 min 30 s., 5) Passo 2 29X, 6) 73°C, 8min 30 s.

3.5 Clonagem do fragmento obtido na reacao de PCR no vetor pGEM T-Easy

O fragmento obtido na reacdo de amplificacdo do gene malE foi inserido no vetor de
clonagem pGEM T-easy. Aliquotas (2uL) das misturas de ligacdo (volume total de 5 ul)
foram usados para a transformacgdo por eletroporagdao das células de E. coli XLIBlue. Os
plasmideos de interesse foram extraidos de coldonias brancas e apds mini-prep dos mesmos
foram clivados com as enzimas de restricdo Ndel e Hindlll para liberacao do fragmento de
interesse o qual foi sub-clonado no vetor de expressdo pET28a, previamente digerido com as
enzimas de restricdo Ndel e HindIIl. O mesmo procedimento foi utilizado para a clonagem do

gene malE no vetor pET29a.

3.6 Transformacio de bactérias

As bactérias usadas como hospedeiras dos plasmideos foram transformadas por
eletroporacdo ou “heat shock” (Sambrook et al., 1989). Para estoque e propagacdo dos
vetores, fol usada a linhagem de E. coli XL1Blue (Stratagene) e DH10B (Invitrogen) e para a

expressao da proteina de interesse usamos a linhagem de E. coli BL21 (DE3).

3.7 Inducao da expressao do gene malE em células de E. coli BL.21

Os transformantes escolhidos apds a andlise de restricdo foram pré-analisados para a
expressdo da proteina de interesse em indculos de 5 ml de meio LB acrescido de canamicina,
em condi¢des padroes: 37° C e 200 rpm durante 2 horas no shaker modelo 4430 (Innova).
ApOs a confirmacdo da expressdo da MalE de Xac em E. coli, diferentes condi¢Oes foram
testadas, com variagdes na temperatura de incubacdo, meios de cultura, tempo, agitacio e
aeracdo. Uma vez determinada a melhor condi¢do para expressdo da proteina, ensaios de
expressio em grande quantidade foram realizados. Para tal, as células portadoras do
plasmideo de interesse foram pré-inoculadas em 10 ml de LB (+50 pg/ml de canamicina) e

crescidas durante uma noite a 37°C. Inéculos na propor¢do de 1:100 foram feitos em 2 frascos
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tipo erlenmeyer de 3 litros contendo 1 litro de meio LB+canamicina e as células foram
incubadas a 37° C com agitacdio de 200 rpm até que a D.O. a 600 nm atingisse
aproximadamente 0,5-0,6. Ao atingir a D.O desejada, foi acrescentado o IPTG na
concentracdo final de 0,1 mM, seguindo a indu¢do a 200 rpm e 37° C durante duas horas e
meia. Apds este periodo o meio de cultura foi centrifugado a 4° C, 6.000 x g durante 20
minutos para a precipitacdo das células que foram estocadas durante 16 horas a -20° C.
Aliquotas de 1 ml foram retiradas antes (Ty) e depois da indugdo (T») e, apds centrifugacdo a
12000 rpm por 5 minutos, os precipitados foram ressupensos em tampdo de amostra. A

expressao das proteinas foi avaliada por SDS-PAGE em géis de polilacrilamida 12,5%.

3.8 Otimizacdo da extracdo da fracdo solivel da proteina MalE expressa em E. coli

BL21 DE3

Ap6s o periodo de indugdo, as células foram precipitadas centrifugando-as por 10
minutos a 6000 rpm, os pellets foram congelados a —20° C. As células foram ressuspendidas
em tampdo (100 mM de Tris pH 8.0; 500 mM de NaCl e 0,5 mM de PMSF, 20 mM de
Imidazol), acrescido de 50ug/mL de lisozima, a mistura foi incubada no gelo por 30 minutos.
As células foram rompidas por sonicacdo de 3 ciclos (4 pulsos de 15 segundos a uma
amplitude de 30%) com o aparelho Branson Digital Sonifier 450 (117 V, 450 watts e 60 Khz).
O extrato obtido foi centrifugado por 30 minutos a 17.000 rpm. As fracdes soldveis e

insoluveis foram avaliadas por SDS-PAGE.

3.9 Quantificacao das proteinas

As proteinas foram dosadas pelo método de Edelhoch (Edelhoch, 1967) utilizando-se
espectrofotometro modelo ULTROSPEC 2100 pro (Amersham Biosciences) em absorbancia
a 280 nm. As amostras foram diluidas 50 vezes em 1/5 do tampdo de amostra tris 20 mM pH
8.0 NaCl 50 mM e 4/5 do tampao 25 mM fosfato pH 6,5 7,2 M guanidina para a exposi¢ao
dos cromoéforos (tirosina, triptofano e cisteina). Para o cédlculo das concentracdes foram
utilizados os coeficientes de extingdo a 280 nm da proteina, obtidos através da andlise da
seqiiéncia de aminoacidos com 0 programa ProtParam
(http://au.expasy.org/tools/protparam.html). O coeficiente de extingdo a 280 nm foi calculado

em 93850, para a MalE recombinante, incluindo a cauda de histidina.
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3.10 Purificacio da proteina de fusao utilizando a cromatografia liquida de performance

rapida

3.10.1. Cromatografia de afinidade a metal

As fragdes soluveis dos extratos de células induzidas foram filtradas em filtros Millex (0,22
pum) e purificadas no aparelho AKTA FPLC da Amersham Pharmacia Biotech, com a coluna His trap
HP (Amershan Biosciences), carregada com niquel. A coluna foi equilibrada com 10volumes de
tampao de ligacdo (100 mM tris pH 8.0; 500 mM de NaCl; 20 mM de imidazol) e a proteina eluida
com um gradiente de imidazol de 0 % a 100 % em 30 mL de tampao de elui¢do (100 mM de tris pH
8,0; 500 mM de NaCl; 500 mM de imidazol). Apds a purificacdo, seguiu-se a didlise da proteina em
tampao tris 20 mM pH 8,0, 50 mM de NaCl.

3.10.2. Cromatografia de troca ionica

Amostras da proteina purificada e dialisada foram submetidas a cromatografia de troca idnica
utilizando-se a coluna Resource Q de 1 mL (Amersham Biosciences). O equilibrio da coluna foi feito
com 10 volumes do tampao ligacao (20 mM de Tris pH 8,0) e a proteina foi eluida com um gradiente
0 a 100% de tampao de elui¢do (20 mM de Tris pH 8,0; 500 mM NacCl). As amostras eluidas foram
visualizadas pelos picos apresentados no cromatograma em seguida foram coletadas e analisadas em

SDS-PAGE.

3. 10.3 Cromatografia por gel filtracao

As fracOes purificadas foram concentradas para um volume de 2 mL e uma
concentracdo de 15 mg/mL. As amostras foram submetidas a cromatografia de gel filtracao
utilizando-se a coluna Hiload 16/60 Superdex 75 (Amershan Bioscience). O equilibrio da
coluna foi feito com dois volumes de tampao (20 mM de tris pH 8,0 com 150 mM de NaCl).
As amostras eluidas, visualizadas pelos picos apresentados no cromatograma foram coletadas

e analisadas em SDS-PAGE.

3.11 Eletroforese de proteinas em géis desnaturantes de poliacrilamida com SDS (SDS-

PAGE)

43




Andlise Molecular e Estrutural da Proteina Ligadora de Maltose de Xanthomonas axonopodis pv citri Material e Métodos

SDS-PAGE foram feitas de acordo com a metodologia descrita por Laemmli (1970).
A coloragdo foi feita com azul de Comassie e a descoloragdo por aquecimento do gel em dgua
no forno de microondas por 3 minutos. Os marcadores de peso molecular utilizados foram:
BenchMark™ Protein Leadder, BenchMark™ Pré-Stained Protein Leadder (Invitrogen) e
Unstained Protein Molecular Weight Marker, Prestained Protein Molecular Weight Marker

(Fermentas).

3.12 Concentracao das amostras de MalE obtidas na purificacio

As amostras contendo proteinas purificadas foram diluidas na propor¢dao 1:100 em
Tampao tris-Cl 20 MM pH 8.0 NaCl 50 mM e concentradas em filtros Amicon Ultra, PLGC
Ultracel-PL. Membrane (Millipore) de 15 ml com a membrana com poro de 30.000 NMWL
(Nominal Molecular Weight Limit) a 4.000 x g e 4°C. Em seguida as amostras concentradas
foram centrifugadas a 20.000 x g a 4°C durante 20 minutos, para a retirada de qualquer
precipitado presente na amostra. As amostras coletadas foram quantificadas e analisadas em

SDS-PAGE em géis de poliacrilamida 12,5%.

3.13 Dicroismo circular

Os ensaios de CD foram realizados em espectropolarimetro JASCO J-810 equipado
com um controlador de temperatura tipo Peltier acoplado a um banho, utilizando-se cubetas
de quartzo (1 = 0.1 cm). As amostras de proteina com foram diluidas na concentraciao de 5 uM
em tampao 20 mM tris-HCI pH 8.0, 50 mM de NaCl. As medidas foram realizadas na
presenca e auséncia dos diferentes agucares: maltose, trealose. Ensaios de estabilidade ao pH
e temperatura foram realizados. Os dados foram transformados em elipcidade residual molar

[0] utilizando-se a férmula:

[®] = mdeg x PM (Da)

1 (cm) x n° de residuos x mg/mL x 10

onde os peso moleculare considerado para a proteina com cauda foi de e 51055,6 Da. As

estimativas de estrutura secunddria foram realizadas com o auxilio do programa CDNN

(Deléage, 1993).
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3.14 Fluorimetria

Os ensaios de fluorescéncia foram feitos com o espectrofluorimetro Multifrequency
Phase Fluoremeter (ISS K2), em cubeta com 1x1 cm, as aberturas de onda de excitagdo e
emissdo foram 2 e 4 nm, respectivamente. A fluorescéncia intrinseca da proteina foi medida
apds excitacdo em 295 nm e os espectros de emissdao medidos entre 310 e 420 nm. As
amostras da proteina MalE de Xac com cauda de histidina foram diluidas a uma concentragdao
de 0,1 mg/mL em tampdao 20 mM tris-HCI pH 8.0, 50 mM de NaCl. As medidas foram
realizadas na presenca e auséncia de maltose ou trealose. Os dados foram corrigidos
multiplicando-os pelo coeficiente de dilui¢do da amostra. Os dados de fluorescéncia foram
corrigidos para os efeitos de dilui¢do e filtro interno.

Na titulagdo da maltose foram adicionadas aliquotas crescentes de acticar na cubeta
com a proteina numa concentracdo de 0,1 mg/mL. As variacdes foram de 0,5 uM a 500 uM e
de 0,1 mM a 20 mM. Foi medido um espectro de fluorescéncia cada vez que uma aliquota de

acucar foi adicionado.

3.15 Titulacao calorimétrica isotérmica

Aliquotas de 5 mL da proteina purificada foram diluidas (10x) e dialisadas contra 4 litros de
tampao utilizados nos ensaios de titulacdo isotérmica calorimétrica (20 mM de tampao fosfato pH 7.4;
50 mM de NaCl, | mM de DTT).

Os experimentos de titulacdo microcalorimétrica foram feitos utilizando-se um
microcalorimetro VP-ITC da Microcal (Northampton, MA). Amostras das proteinas e dos
acucares foram preparadas em 20 mM de fosfato de sédio pH 7.,4; 100 mM de NaCl e 1 mM
de DTT (dithiothreitol) (Sigma). A solu¢do contendo a proteina foi inserida numa seringa e
colocada na célula de amostra do aparelho (volume da célula = 1,34 mL). A amostra da
proteina e do agucar foram degasificadas com o intuito de diminuir o tempo de estabilizacdo
da linha de base. Amostras com 7 uL da solu¢@o de carboidrato foram adicionados com uma
seringa giratéria (300 rpm) controlada pelo computador do aparelho, o periodo de tempo entre
as injecdes foi de 5 minutos. Os dados experimentais foram processados utilizando-se o

software ORIGIN versao 2.9, fornecido pela Microcal.

3.16 Analise de desnaturacao térmica (Thermal shift) da MalE
A desnaturacdo da proteina MalE foi feita com o corante fluorescente Sypro Orange.

Sypro Orange é um corante sensivel as mudancas ambientais. A desnaturacdo térmica expoe
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regides hidrofébicas da proteina e resulta em aumento da fluorescéncia, pardmetro utilizado
para monitorar a transicdo da proteina entre o estado enovelado e desenovelado.

O ensaio de desnaturacdo térmica foi realizado no aparelho iCycler 1Q Real Time
Detection System (Bio-Rad, Hercules, CA), originalmente projetado para ensaios de PCR. O
sistema possui um dispositivo de aquecimento/resfriamento para controle de temperatura e um
detector (CCD) que mostra mudancgas na fluorescéncia nos pocos das microplacas. Solucdes
contendo 10 uL. da MalE de Xac (5uM), 5,5 pL de Sypro Orange (2x), 5 uL de acucar (5
mM) e 20,5 pL do tampao da proteina (20 mM de tris pH 7,4, 50 mM de NaCl) foram
adicionados nos pogos da placa que foi aquecida de 25°C a 85°C a uma taxa de calor de

0,5°C/min. A intensidade da fluorescéncia foi medida com excitagdo/emissao de 490/530 nm.

3.17 Preparacao de cristais

Amostras da proteina MalE de Xac (10 mg/ml), com e sem cauda de histidina, foram
usadas para a preparacdo das placas de cristalizacdo com os kits Hampton Research (Screen I
e II, SaltRx, Index, PEG ion), Jena Biosciences (kits 1 ao 8) e Wizard I e II, segundo as
instrucdes do fabricante. Foi usada a relagdo de 1 pLL de proteina para 1 pl de tampdo no
método de vapor difusdo. Nos primeiros ensaios as condi¢des de cristalizacdo foram feitas
com a técnica da gota sentada, mas os cristais obtidos mostraram-se demasiadamente frageis e
ndo resistiram a manipulacdo. Desta forma, mudamos para a técnica da gota pendente a fim de

facilitar o manuseio dos cristais para os testes na linha MX1.

As temperaturas para a cristalizacdo foram de 18°C e 4°C. A observagio das placas
para identificacdo dos cristais foi feita com lupa Leica MZ 12,5. Apds o aparecimento dos
cristais da proteina em determinada condi¢do, a mesma foi refinada variando-se sempre o pH
do tampdo e a concentracdo do precipitante, presenca de diferentes acucares como maltose,
lactose, alfa-ciclodextrina e beta-ciclodextrina, na proporcao de 1:2. Em algumas condi¢des a
concentracdo de acgucar foi aumentada na tentativa de estabilizar melhor o complexo
(proteina/ligante).

Ap6s o refinamento e identificacdo da condi¢do que apresentava melhores dados,
foram feitas placas de cristalizagdo com aditivos (Additive Screen I e II Hampton Research).
Para retardar o crescimento dos cristais foi colocada sobre o poco com a solugdo de

cristalizacdo uma camada de silicone ou parafina e do kit “Al’s oil” (Hampton Research).
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3.18 Irradiacao e difracao dos cristais

Dados cristalogréficos foram coletados na linha DO3B-MX1 no Laboratério Nacional
de Luz Sincrotron (LNLS), em Campinas. O comprimento de onda do feixe foi ajustado para
1.421 A e o detector MARCCD foi usado para gravar os dados. Os cristais foram mantidos em
um fluxo de nitrogénio a 110K para minimizar os danos da radia¢do. Solucdes nas quais os
cristais foram obtidos foram acrescidas de glicerol e PEG 400 para evitar a formacao de gelo.
Os dados coletados foram processados utilizando-se o programa HKL2000 (Otwinowski e
Minor, 1997), o programa MOSFLM (Leslie, 1999) e o pacote CCP4 (Collaborative
Computational Project, Number 4, 1994).

Dados cristalograficos também foram coletados na linha de cristalografia de proteinas
9-2 do Laboratério de Radiagdo Sincrotron de Stanford (SSRL, CA). O comprimento de onda
foi de 0,82 A e o detector utilizado para gravar os dados foi o CCD Mar Mosaic 325 (Mar
USA). Os dados foram coletados com A@ = 0,25°. Os cristais foram protegidos contra o
congelamento em um fluxo de nitrogénio a 100K para minimizar os danos da radia¢do. O
conjunto de dados foi integrado utilizando-se o programa MOSFLM 6.2.6 (Leslie, 1999) e
escalonado com Scala 3.2.19 (Evans, 1993).

3.19 Substituicao molecular

Tentativas de resolugdo da estrutura da MalE de Xac foram feitas utilizando-se o
programa MOLREP (Vagin e Teplyakov, 2002) utilizando-se como modelos a MBP de T.
litoralis ligada a trealose (codigo do PDB 1EUS8) e a MBP de E. coli ligada a maltose (codigo
do PDB 1ANF).

3.18 Producao de anticorpos anti-MalE em camundongos

O método utilizado consistiu na inoculacdo subcutanea da proteina purificada, na
forma desnaturada, com os respectivos adjuvantes (completo e incompleto), em camundongos
BalbC. Foram realizadas quatro imunizagdes com intervalos de 2 semanas para a primeira
imunizacio, a protefna (1pg/ul) foi adicionada ao adjuvante completo de Freund na propor¢ao
de 1:1. Cada animal recebeu 50 pg/dose do antigeno imunizante. As doses seguintes foram

administradas com adjuvante incompleto de Freund na propor¢ao de 1:1. As amostras do soro
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foram retiradas individualmente do plexo oftdlmico dos animais e incubadas por 1 hora a
37°C para retrair o soro. Os soros recolhidos foram incubados, a 4°C por 1 hora, centrifugado

a 10.000 rpm por 10 minutos e os sobrenadantes retirados e mantidos a —20°C.

3.20 Deteccio da proteina MalE em ensaios de imunoblot com anticorpos policlonais

A transferéncia de proteinas do gel de poliacrilamida para membrana de nitrocelulose
foi realizada usando o sistema do tipo semi-seco. Nesse sistema, o gel fica em contato com
uma membrana de nitrocelulose e ambos permanecem entre folhas de papel de filtro, todas
umedecidas com tampao de transferéncia (190 mM glicina, 20% metanol, 25mM tris-HC1 pH
8,3 em d&gua deionizada). O aparelho utilizado para transferéncia foi o Multiphor II
(Pharmacia). A transferéncia foi feita por 1 hora com uma corrente de 0,8mA/cm” de gel.
Ap6s a transferéncia, a membrana de nitrocelulose foi bloqueada com 5% de leite desnatado
Molico em PBS pH 7.4 + 0,05% tween 20, durante uma noite a 4°C. Apés o bloqueio, a
membrana € lavada com PBS-Tween por trés vezes (5 min. cada) para adi¢do do primeiro
anticorpo (anti-MalE), na dilui¢do 1:1.000. O tempo de incubagdo foi de 1 hora e 30 minutos.
Para a adi¢do do segundo anticorpo, conjugado anti-IgG-peroxidase (camundongo) diluido
1:3000, foram realizadas mais 3 lavagens sucessivas com PBS-Tween. A deteccdo das bandas

foi feita por quimioluminescéncia com o Kit Supersignal (Pierce, Rockford, [, USA).

3.21 Busca por ortdlogos com estrutura resolvida e comparacao com a MalE de Xac

As seqiiéncias de aminodcidos da proteina MalE foram obtidas no servidor KEGG
(http://www.genome.jp/kegg/), através do cédigo do genoma Xac2310. A busca por ortélogos
da proteina foi feita utilizando-se o programa BLASTP, disponivel no site “National Center of
Biotechnology Information server (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) e o Protein Data
Bank (http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do). Os alinhamentos e as drvores filogenéticas

foram feitas utilizando-se o programa “ClustalW” (www.ebi.ac.uk/clustalw).

3.22 Construcao do modelo estrutural da proteina MalE de Xac e das proteinas de

membrana LacF e LacG

Os modelos estruturais da proteina MalE de Xac foram construidos utilizando-se o

programa Modeller 9v2 (Sali and Blundell, 1993) baseado nas coordenadas atdmicas da MalE
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de T. litoralis ligada a trealose (PDB 1EUS8) e a MalE de E.coli ligada a maltose (PDB
1ANF). Para a constru¢dao dos modelos o alinhamento da sequéncia de aminodcidos da MalE
de Xac com a sequéncia dos ortlogos de T. litoralis, Termotoga maritima e E. coli foi
minuciosamente analisado para a formacdo de "gaps". Dez modelos estruturais diferentes
foram gerados para cada tentativa e o melhor foi escolhido baseado na andlise de validagao
feita com o programa Andlise e Validacdo de Estrutura de Proteinas (SAVS) disponivel no
servidor “NIH-MBI Laboratory for Structural Genomics and Proteomics Server”
(http://nihserver.mbi.ucla.edu/SAVS/). As validacdes foram realizadas usando os Programas
Procheck (Laskowski et al.., 1993) e Verify 3D (Bowie, 1991). Os residuos com qualidade
estereoquimica comprometida foram corrigidos usando o programa COOT (Emsley e Cowtan,
2004) e o modelo foi re-submetido a validacdo até que todos os pardmetros estivessem
corretos.

Os modelos estruturais das proteinas LacF e LacG foram construidos utilizando-se o
programa Modeller 9v2 (Sali and Blundell, 1993) baseado nas coordenadas atdmicas das
proteinas MalF e MalG e alinhamento de sequéncias de aminoacidos presentes na estrutura do
transportador de maltose de E. coli (codigo do PDB 2R6G). Os modelos foram validados e

analisados conforme metodologia descrita para a MalE.

3.23 Alinhamento estrutural e identificacao do bolsao do ligante

O alinhamento estrutural do modelo da proteina MalE de Xac foi feito com o
programa COOT (Emsley e Cowtan, 2004), utilizando-se as estruturas depositadas no PDB:
Escherichia coli (3MBP, Rodseth, 1997); Themotoga maritma (2FNC Hellinga, 2007);
Pyrococcus furiosus (1ELJ; Waugh, 2001); Thermus thermophilus (2GH9; Hellinga 2007);
Thermococcus litoralis (1EU8; Welte, 2001); Alyciclobacillus acidocaldarius (1URD;
Mowbray, 2004). A observacdo das caracteristicas estruturais da proteina e a localizacdo dos
possiveis residuos que interagem com os ligantes baseou-se no programa Pymol (DeLano,

2002) e no programa PISA (Krissinel e Henrick, 2007).
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4 RESULTADOS

4.1 Clonagem do gene malE no vetor de expressao pET28a

O gene malE de Xac (XAC2310, gi 156381) possui 1371 pares de bases e codifica uma
proteina com 456 aminodcidos (Figura 6A e B). O fragmento malE flanqueado com sitios
para as enzimas de restricdo Ndel e HindlIll, com 1.321 pb, foi amplificado por PCR com os
iniciadores FmalEpET28a e RmalEpET28a, sem a regido codificadora do peptideo sinal (19
aminodcidos). O fragmento foi eluido do gel, submetido a digestio com as enzimas de
restricdo para ser inserido diretamente no vetor pET28a (Novagen). A clonagem do fragmento
foi confirmada por andlise de restricdo (Figura 6B) e o plasmideo resultante foi denominado
pSMol2-1.

Como o gene malE foi clonado no vetor pET28a sem a seqiiéncia que corresponde ao
peptideo sinal, conforme determinado com o programa SignalP, o. cédon de inicio de
transcri¢do foi originado a partir do sitio da enzima de restricdo Ndel. Conseqiientemente, a
proteina recombinante foi expressa em sua forma madura, no citoplasma das células de E. coli
BL21(DE3), apresentando em sua regido N-terminal uma seqiiéncia adicional de 20

aminodcidos, codificado pelo vetor, que inclui 6 histidinas.

A— 5000 pb

2000 pb
& o

pSmol2-1

6990 pb

Figura 6 — Representacio esquemdtica do vetor pSmol2-1 construido apés insercao do
fragmento malE (1.321 pb) no vetor de expressdo pET28a (5369 pb) (A).
Andlise de restricdo do plasmideo pSmol2-1 (B). O plasmideo foi digerido
com as enzimas Ndel e HindlII com a libera¢do de um fragmento de 1,321pb.

A seqiiéncia de aminodcidos da proteina recombinante analisada pelo programa

ProtParam apresentou 456 residuos que conferem peso molecular de 51.055,6 Da e ponto
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isoelétrico tedrico ao redor de 5.98. A quantificacdo dos aminodcidos arométicos revelou a
presenca de residuos aromdticos importantes para os ensaios de fluorescéncia como 13
triptofanos (2,6 %) e 15 tirosinas (3,3%). A presenca de duas cisteinas (0.4%) sugere a

formacgdo de uma ponte dissulfeto na proteina madura.

4.2 Analise de Expressao e Solubilidade da Proteina MalE de Xac expressa em células de
E. coli BL21(DE3) transformadas com o vetor pSmol2-1 (B_MBP1)

A proteina recombinante MalE de Xac foi expressa e purificada da linhagem de E. coli
BL21(DE3) na forma soluvel fusionada a uma cauda de histidina na regido N-terminal e uma
seqiiencia adicional com o sitio de clivagem da trombina. Para obtermos a expressdo da
proteina MalE na forma solivel foram testados diferentes protocolos de indug¢do com
variacOes na temperatura de incubagdo (temperatura ambiente, 28°C ou 37°C), aerac¢do (com
agitacdo ou sem) e tempo de indug¢do. O maior nivel de solubilidade da proteina MalE foi
obtido com a inducao em meio LB, temperatura ambiente (23°C) e sem agitacdo. Em todas as
condi¢des pode ser constatado que a aeracdo foi importante para determinar a solubilidade da
proteina recombinante. Apesar de obtermos praticamente a mesma quantidade de proteina
quando a indugdo foi feita a 37°C sob agitacdo (Figura 7), o nivel de solubilidade da proteina

recombinante foi menor nessas condi¢des (Tabela 4).

Tabela 4 — Condigdes experimentais testadas para a producio da proteina MalE na forma solivel pela
linhagem recombinante B_MBP1

Temperatura de Aeracdo® Meio de Cultura® Periodo de Proteina Proteina % de Proteina Soliivel®
Indugao” Indugao (h)" Total* Soliivel’
(¢/L)
37 + LB 2 0,120 0,052 434
37 - LB 4 0,110 0,064 58,2
37 + M9 2 0,097 0,042 43,2
28 + LB 2 0,126 0,073 58,0
28 - LB 4 0,129 0,090 69,8
28 + M9 2 0,120 0,032 26,6
28 - M9 16 0,102 0,064 62,7
23 - LB 16 0,150 0,150 100,0
23 - M9 15 0,142 0,130 91,5

a — Temperatura de incubagdo apos a adi¢do do indutor;

b — Culturas mantidas em shakers a 200 rpm (+) ou mantidos estdticos (-) durante a inducdo;

¢ — LB, Luria broth; M9, meio minimo M9;

d — Culturas foram mantidas foram mantidas sob as condigées de indugdo por 2h, 4h, ou “overnight” (16h)
e — Rendimento de proteina total obtida com 1L de cultura mantidas em frascos Fernbach;

f— Quantidade de proteina soliivel recuperada apds purificagdo por afinidade ao niquel;

g — Razdo de proteina soliivel recuperada (g/L)/proteina total (g/L) expressa em porcentagem.
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Figura 7 - Expressdo da proteina recombinante MalE de Xac em B_MBPI.
Extratos totais das fracdes soliveis foram aplicados em gel de
poliacrilamida apds a inducdo por IPTG em meio LB a 23° C (linhas
3 a 4) ou 37°C (linhas 6 e 7). 1 — Padrdo de peso molecular pré-
corado (Invitrogen), 2 e 5, extrato total de células ndo induzidas, 3 e
6 — extrato das culturas celulares deixadas durante a noite sob
condi¢des de indugdo, 4 e 7 — Fragdo soldvel das culturas induzidas.
Foram aplicadas quantidades similares de proteinas nos pocos (30
ng/poco) do gel de acrilamida 12,5% corado com Coomassie brilliant
blue. A seta indica a posicao de 50 kDa no marcador.

4.3 Purificacao da Proteina Recombinante MalE de Xac

4.3.1 Purificacao por cromatografia de afinidade

A proteina MalE de Xac foi expressa nas células B_MBP1 portadoras do vetor
pSmol2-1 no citoplasma e apds a obtencdo dos extratos soliveis, estes foram submetidos a
purificacdo por cromatografia de afinidade em coluna His Trap HP (Amersham Biosciences),
de forma automatizada no aparelho Akta FPLC. A figura 8 mostra o cromatograma gerado e a
eletroforese em gel de poliacrilamida das fragdes referentes aos picos encontrados. Para a
eluicdo da proteina foi utilizado um gradiente crescente de imidazol (linha vermelha).
Conforme mostra a figura 8B, a amostra de lavado apresentou pouca quantidade da proteina
de interesse indicando que a maioria da proteina permaneceu ligada a coluna. As fragdes
eluidas com 224 mM de Imidazol (6, 7, 8, 9, 10,11, 12), sdo correspondentes a proteina de

interesse (Figura 8A e B).
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Cromatograma da purificacdo da proteina MalE por cromatografia de
afinidade ao niquel a partir extratos soldveis obtidos apds a inducdo das
células B_MBP1 com IPTG. A proteina foi eluida com concentracdes de
imidazol de 12% a 36%. (linha azul = proteinas (UV 280 nm), linha
vermelha = fragdes eluidas e concentracdo do tampao B
com 1 M de imidazol. (B) Eletroforese em gel de poliacrilamida a 12,5%
das fragcdes obtidas apds a purificagdo da MalE de Xac. Foram aplicados
no gel 10 pl de cada fragdo. MW: Marcador de peso molecular
(Fermentas); FT: lavado; os niimeros indicam as respectivas fracdes
eluidas,.

Para obten¢do de uma proteina com um maior grau de pureza, as fracdes obtidas na

cromatografia de afinidade foram dialisadas em tampao Tris 20 mM pH 8,0 e submetidas a

purificacdo por troca idnica com um gradiente de NaCl (concentragdes de 0 até¢ 500 mM).

Apesar do cromatograma apresentar um pico Unico com um pequeno ombro (dados ndo

Resultados

mostrados), ndo foi possivel separar os contaminantes.

4.3.2 Purificacao por Gel Filtracao
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Ap6s a purificagdo da MalE em cromatografia de afinidade ao niquel, as amostras
obtidas foram submetidas a purificacdo por gel filtracdo. Normalmente eram aplicados 15
mg/mL de amostra em cada corrida, utilizando-se uma coluna Superdex 16/60 75, com o
intuito de obtermos uma proteina com um maior grau de pureza. O resultado, apresentado na
figura 9, mostra a presenga de um Unico pico, correspondente a proteina MalE de Xac, aos 44
minutos da corrida (Figura 9), demonstrando que a mesma apresenta forma monomérica. A
cromatografia por gel filtragdo mostrou-se mais eficaz na remogao dos contaminantes (Figura
9), ja que foi possivel observar dois picos caracteristicos, sendo que o maior e mais acentuado
(1800 mAu) é referente a proteina de interesse. Apds a purificacdo, seguiram-se didlises da

MalE purificada em diferentes tampdes.

mall

1200+

600 4

1200 4

1000 4

nH
Al
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L

Figura 9 - Cromatograma da purificacdo por gel filtracdo da proteina MalE
(A) (linha azul = proteinas (UV 280 nm), linha vermelha =fragdes eluidas.
(B)- SDS-PAGE a 12,5 % das fracdes eluidas. 1- MW;Marcador de peso
molecular (Fermentas). Os nimeros correspondem as fracdes eluidas. Foram
aplicados no gel 10 ul de cada fracao.
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4.4 Dicroismo Circular
4.4.1 Analise da MalE de Xac por Dicroismo Circular

A estimativa do conteudo de estrutura secundaria da proteina MalE foi realizada por
ensaios de Dicroismo Circular (Figura 10). A amostra foi utilizada na concentra¢do de 10 uM
em tampao Tris 20 mM pH 8,2 contendo 50 mM de NaCl. A estimativa de estrutura
secunddria prevista pelo ensaio foi de: 36% de estruturas em forma de hélices-alfa, 17% de
folhas beta, enquanto alcas representaram 40%. Na presenca de maltose foi possivel detectar
um aumento significativo nos sinais de CD a 208 e 222 nm correspondente a um ganho no

conteuddo de estrutura secundaria em forma de hélices-alfa.
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Figura 10 — Espectros de Dicroismo Circular da proteina MalE de Xac na
auséncia e presenga de Maltose. A linha continua mostra o
espectro da proteina sem o ligante, a linha tracejada representa o
espectro na presenca de 20 uM de Maltose. O espectro da
proteina MalE € caracteristico de uma proteina onde as alfa
hélices sao predominantes.

4.4.2 Dicroismo circular da MalE de Xac variando-se o pH e presenca de
ligantes

Uma vez que a MalE apresentou alteracdo no contetdo de estrutura secundéria na
presenca de maltose, diferentes condi¢des foram testadas para avaliar o comportamento da
proteina. Anélises de dicroismo circular foram realizadas para a proteina na presenca de

maltose e trealose em diferentes pHs (Figura 11, tabela 5). A proteina sofreu alteragdes no
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conteddo de estrutura secunddria principalmente diminuicdo de hélices-alfa, quando

submetida ao pH de 3.6, e os agicares como maltose e trealose ndo tiveram efeito

estabilizador (Figura 11A). Por outro lado, a proteina mostrou estabilidade e manteve suas

caracteristicas estruturais nos pHs 5.0, 8.0 e 10.0. A presenca de maltose leva a um discreto

aumento no conteido de hélices alfa, em pHs 5.0 e 8.0 (Tabela 5). Trealose parece nao

exercer nenhum efeito para ganho de estrutura secundéria nos diferentes pHs testados.
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Figura 11 - Efeito do pH no perfil de estrutura secundaria da MalE em presenca e
auséncia de maltose e trealose medidas por dicroismo circular. A) - citrato
de s6dio 20 mM pH 3.6 e 50 mM de NaCl. B) - acetato de sédio 20 mM
pH 5.0 e 50 mM de NaCl. C) - Tris 20 mM pH 8.0 e 50 mM de NaCl. D) -
glicina 20 mM pH 10.0 e 50 mM de NaCl.

4.4.3 Estabilidade Térmica da Proteina MalE na presenca de diferentes

acucares

A termoestabilidade da proteina MalE foi analisada pelo monitoramento do sinal de

CD a 222 nm, durante o aumento consecutivo da temperatura de 0°C até 100°C. Os ensaios

foram realizados com a proteina na concentragdo de 5 pM e na presenca de 10 uM de cada um

dos acticares maltose, lactose, beta-ciclodextrina e trealose. Os resultados apresentados na
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figura 12, mostram que a proteina desenovela em duas etapas, caracterizadas pela presenca de
um pequeno ombro no espectro e que a temperatura inicial de desenovelamento € 42°C e final

de 44°C. A presenca dos ligantes pareceu ndo afetar a estabilidade da proteina.
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Figura 12 — Estabilidade térmica da MalE de Xac na auséncia e presenca de maltose
e trealose. Os espectros obtidos foram medidos por Dicroismo
Circular, variando-se a temperatura de 0°C a 100°C.

4.5 Ensaios de deslocamento térmico (‘““Thermal shift”’) da MalE em

presenca de acgiicares

E sabido que a presenca de ligantes nas proteinas periplasmaticas aumenta a
estabilidade das mesmas uma vez que levam ao fechamento dos lébulos e formacdo de
contatos entre os dois. Neste caso, a temperatura de desenovelamento das proteinas deveria
ser diferente quando as mesmas estivessem em presenca dos respectivos ligantes. Os
resultados dos experimentos de dicroismo circular, contudo, mostraram que aparentemente
nem maltose ou trealose sdo capazes de alterar a estabilidade térmica, refletida num aumento
da Tm. Estes ensaios, contudo, sdo muitas vezes questionados por ndo serem especialmente

sensiveis a pequenas variagdes nas temperaturas. Estudos de interagdes proteina/ligante t€m
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sido monitorados com maior precisdo através de experimentos de deslocamento térmico ou
thermal shift, nos quais as proteinas sdo incubadas com os ligantes na presenca de um
crom6foro (dye Sypro Orange) que se liga as regides hidrofébicas da mesma. O
desenovelamento da proteina expde regides hidrofébicas e o aumento na fluorescéncia é
medido. Estes ensaios, realizados em aparelhos de PCR real time, normalmente sio mais
sensiveis do que os de dicroismo circular e pequenas variacdes na temperatura de
desenovelamento podem ser detectadas. A proteina MalE de Xac foi submetida ao ensaio de
thermal shift e os resultados estdo apresentados na figura 13. Foram testados os acucares
maltose, trealose, alfa-ciclodextrina e maltotriose, mas o melhor resultado foi obtido apenas
na presen¢a de maltose. A temperatura de desenovelamento térmico da MalE foi aumentada
em 3°C na presenga deste agtcar e ndo houve, ao contrario do resultado apresentado no ensaio

de CD, o desenovelamento em duas fases.
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Figura 13 — Transicdo de desenovelamento da proteina MalE de Xac (5 uM) na
presenca de 5 mM de maltose .

4.6 Fluorescéncia intrinseca dos triptofanos

4.6.1 - MalE em presenca de Maltose

O espectro de fluorescéncia intrinseca de uma proteina reflete a soma dos espectros de
fluorescéncia dos triptofanos e os valores encontrados, portanto, sdo uma avaliacdo da média
do comportamento desses residuos. A proteina MalE de Xac possui 13 triptofanos, e os

resultados mostram a média da fluorescéncia emitida pelo total destes residuos arométicos. A

58




Andlise Molecular e Estrutural da Proteina Ligadora de Maltose de Xanthomonas axonopodis pv citri Resultados

MalE de Xac apresentou o maximo da intensidade do comprimento de onda (An.x) da
fluorescéncia em 341 nm e o centro de massa da curva corresponde a 354 nm indicando que,
na média, os triptofanos foram parcialmente expostos ao solvente (Figura 14). Na presenca de
9 uM de maltose, contudo, ocorre uma pequena diminuicdo, ndo significativa, no valor

maximo de fluorescéncia, sem alteracdo do centro de massa.
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Figura 14 — Espectro da emissdo de fluorescéncia da proteina recombinante
MalE de Xac sem maltose e com maltose. A linha continua
corresponde a fluorescéncia da proteina ndo ligada e a linha
tracejada corresponde a proteina na presenca de 9 uM de maltose.

4.6.2 Fluorescéncia da MalE de Xac titulando-se maltose

A partir dos primeiros resultados apresentados da MalE em presenca de maltose,
foram realizados novos ensaios de fluorescéncia desta proteina durante a titulacdo de maltose.
Neste ensaio seria possivel obter a constante de dissocia¢do do acticar. A MalE foi titulada
inicialmente com concentra¢des de maltose que variaram de 0.5 uM a 500 puM. Os resultados
mostraram que houve diminui¢do da fluorescéncia da MalE de Xac associada ao aumento da
concentracdo de agucar evidenciando alteracdes conformacionais na proteina que alteram o
ambiente dos triptofanos (Figura 15A). Por outro lado, os resultados mostram que niao houve
uma concentracdo saturante e o quenching dos triptofanos foi obtido em todas as
concentracdes de acgucar testadas. Desta forma ndo foi possivel determinar o K4. Neste caso,

novas concentragdes foram avaliadas aumentando a concentragdo de maltose (variando entre
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0,1 mM até 20 mM). Também foi observado quenching dos triptofanos, mas novamente nao

houve uma concentracdo saturante (Figura 15B).
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Figura 15 — Espectro de Fluorimetria da proteina MalE de Xac ao ser titulada com
diferentes concentragdes de maltose. A — Titulagdo de 0,5 uM a 500 uM.
B - Titulagdo de 0,1 mM a 20 mM.

4.6.3 Estabilidade da MalE na presenca e auséncia de maltose e trealose e

em diferentes pHs

Os efeitos das alteragdes de pH e presenca de agucares no comportamento dos 13
residuos de triptofanos da proteina foram medidos por espectroscopia de fluorescéncia. A
proteina MalE de Xac quando submetida ao aumento do pH sofreu um aumento na

fluorescéncia (Amax) dos triptofanos e um deslocamento do centro de massa de um ambiente
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hidrofébico para um ambiente mais hidrofilico (Figura 16A). Maltose e trealose induzem a
um quenching dos triptofanos em pH 5.0 e 8.0 (Figura 16B e 16C, respectivamente). Em pH
3.6, ndo ha mudancas detectdveis na fluorescéncia (Ayax) ou deslocamento do centro de massa
tanto na presenca quanto na auséncia de actcares (Tabela 5, Figura 15A B e C). A proteina
estd protonada e positivamente carregada (pl tedrico calculado em 5.9) e assume uma
conformag¢do num ambiente hidrofébico que esconde os triptofanos, sofrendo também uma
perda no contetido de hélices alfa, como demonstrado pela diminuicao de sinal no CD a 222
nm (Tabela 5). Por outro lado, em pH mais alto, a proteina sofre mudangas conformacionais
no contetddo de estrutura secunddria, caracterizado essencialmente pelo ganho de hélices alfa
e exposi¢do dos residuos de triptofanos em um ambiente mais hidrofilico, isto é evidenciado
pelo deslocamento do centro de massa da fluorescéncia em pH 5.0, 8.0 e 10.0 (Tabela 5).

A andlise do comportamento da proteina em diferentes pH revela que embora os
acucares apresentem estrutura similar eles induzem diferentes respostas na proteina (Figura
15B e 15C, respectivamente). A presenca da maltose altera os resultados de fluorescéncia

intrinseca promovendo um “quenching” dos triptofanos em pH 5.0 e mais acentuadamente em

pH 8.0. J4 a trealose provoca o apagamento dos triptofanos somente em pH 8.0.
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Figura 16 — Efeito do pH medido por fluorescéncia intriseca MalE de Xac na presenca e
auséncia de maltose e trealose. Amostras de proteinas foram preparadas a 0,1
mg/mL e a concentracdo de agicar foi 100 uM. Os tampdes utilizados foram: pH
3,6 = 20 mM de Citrato de Sédio pH 3.6 e 50 mM de NaCl; pH 5.0 = 20 mM de
Acetato de Sédio pH 5.0 e 50 mM de NaCl; pH 8.0 = 20 mM de Tris pH 8.0 e 50
mM de NaCl; pH 10.0 = 20 mM de Glicina pH 10.0 e 50 mM de NaCl. A - MalE
de Xac em diferentes pHs, B - proteina MalE de Xac em difentes pHs na presenca
de maltose; C - proteina MalE de Xac em diferentes pHs na presenca de trealose.
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Tabela 5 - Dados espectroscépicos do dicroismo circular e ensaios de fluorescéncia intrinseca da
MalE de Xac em diferentes pH.

Proteina CD a 222nm Fluorescéncia (2may) Centro de Massa
da
Fluorescéncia

pH 3.6

MalE -10108,7 341 343
MalE + maltose -9312,71 342 344
MalE + trealose -9562,22 342 341

pH 5.0

MalE -13985,6 342 351
MalE + maltose -15132,9 342 352
MalE + trealose -13807,9 342 352

pH 8,0

MalE 13573,9 343 352
MalE + maltose 14126,9 344 350
MalE + trealose 12659,6 343 346

pH 10.0

MalE 13347,6 343 353
MalE + maltose 13763,3 343 353
MalE + trealose 13112,7 343 353

4.7 Calorimetria

Apesar dos ensaios de fluorescéncia intrinseca dos triptofanos sugerirem a associa¢io
da MalE com maltose, ainda ndo tinha sido possivel determinar o Kgy. Neste sentido,
realizamos ensaios de titulacdo calorimétrica isotérmica da proteina com maltose, maltotriose
e trealose. A figura 17 mostra os dados experimentais para a titulacio da MalE em diversas
concentracdes com seus possiveis ligantes também em diferentes concentragdes, variando-se a
temperatura.

Foram feitas diversas tentativas de ensaios de titulacdo calorimétrica da MalE de Xac.
Nos ensaios realizados variou-se a concentragdo da proteina na célula do calorimetro (20 uM,
50 uM, 150 uM e 200 uM) e concentragdes de agucar na pipeta (100 uM, 200 uM, 3 mM e 4
mM), utilizando-se a temperatura de 10°C, 20°C, 30°C. Apesar das diferentes tentativas de
encontrar uma condicdo ideal para a ocorréncia da ligacao e conseqiiente liberacao de calor no

ensaio, ndo foi possivel detectar troca de calor em nenhum dos ensaios (Figura 17).
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Figura 17 - Titulacdo calorimétrica isotérmica da proteina MalE de Xac. Os ensaios

foram feitos em diferentes condi¢cdes de concentragdo de proteina e
titulacdo do ligante. A — Dados experimentais para a titulacdo de 1,322 mL
de MalE de Xac a 20 uM com 200 uM de Maltose, a 20°C; B - — Dados
experimentais para a titulagdo de 1,322 mL de MalE de Xac a 20 puM com
100 uM de Maltose, a 20°C; C - Dados experimentais para a titulacdo de
1,322 mL de MalE de Xac a 150 uM com 3 mM de Maltose, a 30°C; D -
Dados experimentais para a titulacdo de 1,322 mL de MalE de Xac a 50
UM com 500 uM de beta-ciclodextrina, a 20°C; E - Dados experimentais
para a titulacdo de 1,322 mL de MalE de Xac a 20 uM com 200 uM de
maltotriose, a 20°C; F - Dados experimentais para a titulagdo de 1,322 mL
de MalE de Xac a 250 uM com 100 uM de trealose, a 20°C. Os painéis
superiores mostram os picos gerados por 25 injecoes de 8 uL cada, e os
painéis inferiores mostram o fitting da curva para um Unico sitio feito pelo
software do calorimetro.
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4.8 Cristalizacao da MalE, coleta e processamento dos dados

As primeiras condicdes de cristalizacdo da proteina MalE foram obtidas em presenga
de MES ou Hepes como agente tamponante, em intervalo de pH entre 6,5 e 7,5 e PEG como
precipitante (Tabela 6). Os cristais, em sua maioria, apresentaram essencialmente a forma
bipiramidal (Figura 17) e quando submetidos ao feixe de raios X difrataram com baixa
resolucdo (maximo 7 A), mesmo apoés vdrias tentativas de refinamento alterando-se o pH e a
concentracdo de precipitante. Com o objetivo de encontrar melhores condi¢des de
cristalizacdo, foram feitos novos testes apresentados na tabela 6. Alguns dos cristais obtidos
nas novas condi¢des chegaram a difratar com resoluciao de 3,4 A. O processamento destes
dados contudo, ndo foi suficiente para determinar parimetros de célula unitdria e dados
estruturais suficientes para a determinagdo da estrutura tri-dimensional da proteina.
Essencialmente, o processamento foi dificultado pela presenca de pontos de difracdo muito
proximos uns dos outros, indicativos de célula unitdria grande.

Novamente ensaios de cristalizagdo foram realizados em pH variando de 6.5 a 8.5 e
PEG como precipitante, mas desta vez, além de cristais com forma bipiramidal, foram obtidos
cristais em forma de bastdo (figura 17 A e D). A melhor condi¢do encontrada nestas novas
tentativas foi: Tris pH 8.0 0,1 M; 0,2 M Sulfato de Litio, 20% de PEG 4000. O refinamento
desta condic¢do originou cristais que difrataram a 2.9 Ae32A, cujos dados foram coletados e
processados. Novamente, o processamento dos dados, mostrou que apesar de haver pontos em
resolucdo suficiente, estes ndo eram considerados nas andlises. Neste caso, os parametros
completeza e mosaicidade foram tremendamente comprometidos. Os limites de resolug¢dao

final deveriam ser melhor do que 3.0 A.
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Tabela 6 — Condi¢des em que a proteina MalE de Xac cristalizou.

CONDICOES
0.1M Na HEPES pH 7.5; 12% PEG 20000
0.1M MES pH 6.5; 12% PEG 20000
0.1M Na HEPES pH 7.5; 0.2 Acteto de Na; 20% PEG 3000
25% PEG MME 2000
0.1M NaHEPES pH 7.5; 0.2M Acetato de Sédio, 20% PEG 3000
0,1 M Tris-HCI pH 8,5, 0,2Sulfato de Litio; 20 % PEG 4000
4% PEG 8000
0,1 M Na MES pH 6,5; 0,6 Cloreto de Sédio; 20% PEG 4000
0,01 M Cloreto de Magnésio; 10% PEG 6000
10 5% Glycerol, 15% PEG 6000
11 0,05 M Imidazol-HCI pH 8,0; 20% PEG 6000
12 0,1 M Acetato de Sédio; 0,05 M Acetato de Magnésio; 10% PEG 8000
13 0,2 M Acetato de Magnésio; 10% PEG 8000
14 0,1 M Cloreto de Potdssio, 5% Glycerol, 12% PEG 8000
15 0,1 M Na MES pH 6,5; 0,2 M Acetato de Sddio; 15% PEG 6000
16 0,1 M Tris-HCI pH 8,5; 0,2 M de Sulfato de Litio o, 18% PEG 8000
17 0,1 M Imidazol pH 8,0; 14% PEG 10.000
18 0,1 M Tris-HCI pH 8,5; 16% PEG 10.000
19 0,1 M NaMés pH 6,5; 10% PEG 20.000
20 0,1M Tris-HCI pH 8,0; 5% Isopropanol, 10% PEG 3350
21 0,1M Tris-HCI pH 8,0; 5% Isopropanol, 10% PEG 3350
22 1 M Tartarato de KaNa, 0,1M Imidazol pH 8,0; 0,2 M NaCl
23 0,1 M Hepes pH 7,5; 20% PEG 8000
24 0,1 M Imidazol pH 8,0; 0,2 M Ca (OAc),, 10 % PEG 8000
25 0,1 M Fosfato de Na/K pH 6,2; 0,2 M NaCl; 10% PEG 8000
26 1,26 M (NH,4) SOs, 0,1 M Hepes pH 7,5
27 0,1 M Mes pH 6,0; 0,2 M Ca(OAc),; 20% PEG 8000

28 3,5 M de Formato de Sédio

29 0,7 M Citrato Dihidratado de Sédio; 0,1 M de Bis- Tris propano pH7,0

30 3,5 M de Formato de Sédio; 0,1M Tris pH 8,0

31 1,0 M Succinato de sédio pH 7,0; 0,1M de Bis-Tris Propano pH 7,0

32 1,2 M de Tartarato de Potdssio e Sédio ; 0,1M de Bis-Tris Propano pH 7,0
33 0,2 M de Formato de Aménio pH 6,6; 20% PEG 3350

34 0,05 M de Cloreto de Potdssio; 0,01M Cloreto de Magnésio; 15% PEG 6000

O 00N W AW —

Os refinamentos da melhor condicdo obtida até entdao (0,1M Tris pH 8.0, 0,2 M de
sulfato de litio, 18% de PEG 8000) foram realizados primeiramente com a adi¢do de aditivos,
e de diferentes acticares como lactose, alfa-ciclodextrina e beta-ciclodextrina. Apesar de todas
as mudancas, ao testarmos os novos cristais, nenhum apresentou resolucdo melhor do que as
obtidas anteriormente. Os cristais em forma de bastdo, com resolu¢do ao redor de 3,0 A,
foram encontrados principalmente em presenca de formato de sédio e tartarato de potéssio,
imidazol e pH 8.0 (Tabela 7). No caso dos cristais com formato de sédio nao foi necessario o
uso de solucdo crioprotetora, e aparentemente a presenca da alta concentragdo de sal protegeu
o cristal dos danos causados pela temperatura. O processamento deste novo conjunto de
dados, contudo, também nao originou dados estatisticos aceitdveis, como Rmerge muito alto,
baixa completeza, mosaicidade e parametros de intensidade como o I/c. Mais uma vez, todos

os cristais apresentaram padrao de difracdo com pontos muito préximos.
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F

Figura 18 - Cristais da proteina MalE de Xac em presenga de maltose (200 uM proteina:

400 uM maltose) crescidos apds o refinamento de diferentes condicdes
obtidas anteriormente. A— cristais em 0,1 M Tris pH 8.0; 0,2 M Sulfato de
Litio, 17% PEG 4000 (refinamento da condicao 02, Jena Bioscience B0S).
B — cristais em 0.1M MES pH 6.5; 12% PEG 20000 (refinamento da
condi¢do 22 Hampton Research II);C — cristais em 0,1 M Na Hepes pH
7,5; 0,2 M Acetato de Sédio, 20% PEG 3000 (Condicdo D5 do kit Jena
Bioscience); D- cristais em 0.1M Tris pH 8.5; 0.2 Sulfato de Litio; 17%
PEG 4000 (Refinamento da condi¢@o Jena Bioscience 2 condi¢cao B05), E
— cristais em 0,1 M Na Hepes pH 7,4; 0,2 M Acetato de Sédio, 20% PEG
3000 (Refinamento da condi¢do D05 Jena Bioscience) + 0.1M
Trimetilamine HCI (aditivo); F — cristais em 0,1 M Na Hepes pH 7,4; 0,2
M Acetato de Sddio, 20% PEG 3000 (Refinamento da condi¢do D05 Jena
Bioscience) + 30% dioxane (aditivo).
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Tabela 7- Dados de coleta e processamento dos cristais da proteina MalE de Xac submetidos ao feixe

de raios X.
Padrio de Difragdo Condigdo Estratégia de coleta Resolugio  Grupo Célula Unitaria RSym
Esparcial

3.5 vl de Formato de Sddio, D= 110 ram; 150 imagens 27A 3 a=1123 b=1123 c=302,7 0,579 {0,803)

4 0,1 W de TrispH 8.0
3.5 W de Formato de 56dio, D =200 rarm, 181 imagens 36 A P3 a=11896,b=11896, c = 293,54 0,509 (0,603)

0.1 Ide TrspH 20
374 c2 a=11773 b =2062, c=20374 0,647 (0,756)
3.5 Wl de Formato de Sddio, D= 200 muw, 2 Theta 11°, 27154 3 a=120,2b = 120,2 ¢=300,41 0,709 {0,512

e 01 0IdeTrspHED 360 irmagens
. 27171 h P2 a=117405b = 290,823 ¢ =116,47 0,526 (0,912
3324 c2 a=1135942k = 205,877 ¢ 202,506 0,558 {0,246)
284 222 a=113722b = 205,826 ¢ 292,323 0,506 {0,837
300 4 F1 a=118788 b= 119,546 ¢ =205,330 0,175 {0,409)
1,0 M de Tartarato de Phi = 0,2°, distancia de 120

Potdssio e Sadio; 0,1 M 1o, 556 imagens 3554 P3 a=11587b = 1152876 c 288,684 0,435 (0,429
liudazol pELE 3554 2 4=120033 b= 206,200 c=288411 0,216 (0,163)
3844 P2 a=113583% = 288,166 ¢ =116,768 0,435 {0,429)
3,76 A C222 a=116,73% = 206,542 ¢ =293,058 0,424 (10,4500

Ainda como tentativa de melhorar a qualidade dos cristais da proteina MalE, a cauda
de histidina foi removida com as proteases termolisina e subtilisina, j4 que as tentativas de
remover a seqiliéncia com trombina ndo funcionaram. Pela predicdo do sitio de clivagem da
termolisina, houve remoc¢ao de 33 aminodcidos da MalE de Xac de acordo com a predicao do
programa “Peptide cutter” (http://ca.expasy.org/tools/peptidecutter/). Tais amostras,
submetidas aos ensaios de dicroismo circular apresentaram perda de sinal a 222 nm, perda de
estrutura secunddria em forma de hélices alfa, quando comparadas com a proteina com cauda,
principalmente em presenca de maltose. Os ensaios de cristalizacdo destas proteinas nao
geraram cristais (dados ndo mostrados). A cristalizacdo da MalE na melhor condic¢io obtida
até entdo (0.1 M de Tris pH 8.0 e 3.5 M de formato de sédio), foi realizada com amostras de
proteina preparadas em maior concentragido de tampao, S0 mM de Tris pH 8.0 e ndao 20 mM
como nos ensaios anteriores. Pela primeira vez, foi possivel obter dados de um cristal com
difracdo e resolu¢do méaxima de 2,24 A (Figura 19), com simetria e auséncias sistemdticas de
um grupo espacial ortorrdmbico P6122. A tabela 8 resume as estatisticas da coleta de dados.

O coeficiente de Matthews (Matthews, 1968) calcula o conteido de solvente presente num
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dado cristal, que pode ser feito medindo-se sua densidade. A densidade do solvente em
equilibrio com o cristal pode ser usada para determinar qual a fracdo do cristal é ocupada pelo
solvente e qual fracdo é ocupada pela proteina. O coeficiente € facilmente calculado através

da férmula:

Volume da célula unitaria

Peso molecular da proteina *Z*X

onde Z é o nimero de unidades assimétricas existentes na célula unitaria e X é o numero de
moléculas na unidade assimétrica.

Para a MalE de Xac o coeficiente de Matthews foi calculado para 3,29 e o contetido do
solvente foi de 62,59% o que corresponde a 2 moléculas dentro da unidade assimétrica. Os
dados apresentados foram publicados recentemente (Souza et al., 2009).

Apesar dos dados estatisticos deste cristal serem muito bons, as tentativas de resolucio
da estrutura pelo método de substituicdo molecular, através do qual usariamos as coordenadas
estruturais de ort6logos com estrutura resolvida, nao foi possivel. As tentativas de substituicdo
molecular foram feitas utilizando-se diferentes estruturas proteicas como modelo. A primeira
tentativa foi feita com a proteina ligadora de trealose e maltose de Termococcos litoralis
(TMBP_Tli, cédigo do PDB 1EUS), ortélogo que compartilha a maior identidade de
sequéncia de aminodcidos com a MalE de Xac. As solugdes de fases encontradas pelo
programa MolRep (Vagin e Teplyakov, 2002) ndo foram adequadas, com estatisticas e
valores de Rfree maiores que 60%, indicativo de que o modelo gerado ndo se encaixa nos
dados experimentais. Outras coordenadas estruturais de ortélogos com estrutura resolvida
também foram usadas, como as da MalE de E. coli ligada a maltose (MBP_Eco, cddigo do

PDB 1ANF), mas também ndo foi possivel encontrar a fase para a resolucdo da estrutura.
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Figura 19 — Padrio de difracio do cristal da proteina MalE de Xac com resolucio de 2.24 A,
obtido apds seu crescimento em 0.1 M de Tris pH 8.0 e 3.5 M de formato de sédio.
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Tabela 8 - Estatisticas dos dados de coleta e do processamento do cristal da proteina MalE de
Xac. Valores em parénteses correspondem aos dados observados na tltima

camada de resolugdo 2.85 — 2.24 A,

Grupo Espacial

Parametros de Célula Unitaria (A)

Mosaicidade (°)
Temperatura (K)
Comprimento de onda (A)
Oscilagao (°)

Distancia do detector (mm)
Numero de imagens
Limites de resolugdo (A)
I/o(1) apés merging
Completeza (%)
Multiplicity

Rinerge

Numero de reflexdes

Numero de reflexdes tnicas

P6122

a=123.59, b= 123.59, ¢ =304.20
o =90.00, B = 90.00, = 120.00

0,24
100

0.84

325

360

50-2.24 (2.36 -2.24)
23.1 (4.5)

99.9 (99.8)

10.9 (11.1)

0.07 (0.45)

726568 (105326)

66688 (9508)
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4.9 Analises in silico da MalE e do transportador malElacFG por métodos

de Bioinformatica

4.9.1 Organizacao do operon mal em Xac

Em Xac o operon malELacFG (5’ — 2699595..2702679 -3’) é formado por trés
genes: XAC2308, XAC2309 e XAC2310 que codificam respectivamente, a proteina ligadora
com 456 residuos (MalE), uma permease com 294 residuos (LacF) e outra permease com 278
residuos (LacG) (Figura 20). A fun¢do do operon sugere transporte de acicar, mas sem definir
o tipo. Ao compararmos o operon malElacFG de Xac com os respectivos operons de outras
bactérias fitopatogé€nicas com o genoma seqiienciado, nota-se a alta conservagao refletida em
valores de identidade de sequéncia acima de 70% (Tabela 19). A presenca do gene que
codifica a proteina ligadora de nucleotideos ou ATPase ndo ¢é identificada a jusante ou a
montante do operon. Utilizando-se a sequéncia de aminodcidos da ATPase do transportador
de E. coli, MalK, para buscar ortélogos no genoma de Xac, foi possivel identificar uma
proteina anotada como UgpC que apresenta 50% de identidade de sequéncia com MalK de E.
coli, mas que se encontra em outra regido do genoma, distante do operon de interesse,
diferentemente do que acontece em E. coli e Pirococcus furiosus, onde o gene que codifica a
ATPase faz parte do mesmo operon (Figura 21).

Enquanto a MalF de E coli possui um tamanho de 514 residuos, os ortélogos
encontrados nas espécies do género Xanthomonas analisados, apresentam 294 residuos e
compartilham uma alta identidade de sequéncia (em torno de 97%). Alta identidade em
relacdo a LacF de Xac (82%) também € evidenciada para o ortdlogo de Xylella fastidiosa que
possui 293 residuos. Por outro lado, a andlise dos ort6logos de LacF nos organismos que
apresentam as proteinas ligadoras com estrutura resolvida como 7. litoralis, A.
acidocaldarius, P. furiosus, Thermus thermophilus e Termotoga maritima, mostra que estes
apresentam tamanhos variados, bem como as identidades de sequéncia de aminodcidos. MalF
de A. acidocaldarius apresentou maior identidade com a MalF de E.coli, com tamanhos
similares (321 residuos e 514 residuos, respectivamente). Em relacdo a LacF de Xac, a
proteina que possui maior identidade é a MalF de T. litoralis, como evidenciado para a

proteina periplasmatica (Tabela 9).
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Xac xoo ) D)
Xcc Xop
Xcb Xfa

Xft

vom EYET) xim

Figura 20 — Organizacio génica do possivel operon de maltose em Xac e em outras bactérias
fitopatégenas com o genoma recentemente seqiienciado. Xac (Xanthomonas
axonopodis pv citri); Xcc (Xanthomonas campestris pv campestris ATCC
33913); Xcb (Xanthomonas campestris pv. campestris 8004); Xcv
(Xanthomonas campestris pv. vesicatoria), Xom (Xanthomonas oryzae
MAFF311018); Xoo (Xanthomonas oryzae KACC10331), Xop (Xanthomonas
oryzae PXO99A); Xfa (Xylella fastidiosa 9a5c); Xft (Xylella fastidiosa
Temeculal); Xfm (Xylella fastidiosa M12)

Eco é
o

Tth

Tma

Acy

Tli

Figura 21 — Organizagdo dos operons de maltose encontrados em microrganismos cujos
ortélogos de MalE tiveram sua estrutura tercidria resolvida. Eco (Escherichia
coli K-12 MG1655); Pfu (Pirococcus furiosus); Tth (Thermus thermophilus),
Tma (Thermotoga maritima); Acy (Alyciclobacillus acidocaldarius); Tli
(Thermococcus litoralis).
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Tabela 9 — Comparacdo dos ortélogos de LacF, MalF e UgpC de Xac presentes em
bactériasfitopatogénicas e nos microrganismos cujas proteinas periplasmaticas
ligadoras de maltose tiveram suas estruturas tri-dimensionais resolvidas.

Ortoélogos de LacF
Organismo n° de residuos na proteina Identidade com Xac Identidade com E. coli
Xac_LacF 294 100 % 27%
Xce 294 97% 27%
Xcv 294 98% 27%
Xoo 294 98% 27%
Xyl 293 82% 27%
Eco 514 27% 100%
Tli 300 32% 28%
Acy 321 27% 33%
Pfu 298 27% 31%
Tth 442 28% 27%
Tma 823 13% 10%
Ortoélogos de LacG
Organismo Tamanho (n° de residuos) Identidade com Xac Identidade com E. coli
Xac 278 100% 23%
Xcc 278 95% 26%
Xcv 278 98% 26%
Xoo 278 98% 24%
Xyl 278 78% 24%
Eco 296 23% 100%
Tli 278 26% 29%
Acy 301 27% 32%
Pfu 415 24% 29%
Tth 439 26% 38%
Tma 577 18% 18%
Ortoélogos de UgpC
Organismo Tamanho (n° de residuos) Identidade com Xac Identidade com E. coli
Xac 362 100% 49%
Xce 364 92% 49%
Xcv 362 98% 50%
Xoo 365 96% 49%
Xyl 364 70% 48%
Eco 371 49% 100%
Tli 372 49% 45%
Acy 384 52% 46%
Pfu 372 49% 45%
Tth 376 53% 49%
Tma 369 51% 45%

ntidades referem-se a identidade de sequéncia de aminodcidos, obtidas apds o alinhamento das
proteinas com o programa Align (http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/align/).
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Diferentemente da MalF de E. coli, que apresenta 514 residuos, a outra permease, a
MalG ¢é constituida de 296 residuos. Em termos de tamanho de proteina, A LacF ¢é
semelhante em seus ortélogos presentes em fitopatdgenos como também nos ortélogos de E.
coli, T. litoralis e A. acidocaldarius. Os ortélogos diferentes sdo os de 7. thermophilus, T.
maritima e P. furiosus. As identidades de sequéncias novamente seguem o padrdo
apresentado para a proteina LacF, onde os ortélogos de LacG em fitopatégenos apresentam
alta identidade e nas diferentes bactérias, identidades menores variando de 18% a 27%
(Tabela 9). A proteina de Xac apresenta uma maior identidade quando comparada com os
ortélogos presentes nas bactérias extremofilas como 7. litoralis e P. furiosus. Quando
analisamos as ATPases presentes observamos um maior grau de conservacdo da UgpC de
Xac com todos os ort6logos, o que era esperado, pois esta proteina tem sido reportada como a

mais conservada em sistemas do tipo ABC (Tabela 9).

4.9.2 Alinhamentos da sequéncia de aminoacido da MalE de Xac com

ortologos e busca por dominios estruturais e funcionais conservados

O alinhamento de seqiiéncias de aminodcidos da MalE de Xac com diferentes
ortélogos revelou padrdes semelhantes aos observados com as demais proteinas do operon,
com valores elevados de identidade entre as bactérias fitopatégenas (mais de 90%) e X.
fastidiosa (73%) (Tabela 10). O alinhamento de seqiiéncia de aminoacidos da MalE de Xac
com seis ortologos com a estrutura tri-dimensional resolvida experimentalmente revelou baixa
identidade de seqii€éncia com valores mais baixos encontrados para o ortélogo de P. furiosus
(15,%) e mais altos para o ortélogo de T. litoralis (22,2%). A busca por dominios estruturais
conservados na proteina MalE, com o auxilio do programa “Domain Search”, disponivel no
site. do NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi), mostra que esta proteina
conserva dominios de proteinas ligadoras periplasmaticas (SBP, substrate binding protein),
transportadores de acucares (UgpB), proteinas ligadoras de maltose e maltodextrinas (MBP) e

proteinas ligadoras de espermina e putrescina (PotF) (Figura 22).
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Tabela 10 — Identidade dos ort6logos da proteina MalE de Xac encontrados em
diversos fitopatogenos e nos orélogos que obtiveram sua estrutura

resolvida.
Organismo N°de  Identidade
residuos  com Xac
Xanthomonas axonopodis pv citri 456 100%
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria str. 85-10] 456 97%
Xanthomonas oryzae pv. oryzae MAFF 311018 456 94%
Xanthomonas oryzae pv. oryzae KACC10331 456 94%
Xanthomonas campestris pv. campestris str. 8004 448 90%
Xanthomonas campestris pv. campestris str. ATCC 33913 448 90%
Xylella fastidiosa 430 73%
Escherichia coli 396 19%
Thermococcus litorali 450 22%
Pyrococcus furiosus 372 16%
Thermotoga maritma 391 21%
Thermus thermophilus 398 19%
Alyciclobacillus acidocaldarius 427 18%

- *As identidades referem-se a identidade de sequéncia de aminodcidos, obtidas apds o
alinhamento das proteinas com 0 programa Align
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/align/).

B
1 100 A0 300 A0 454

SBP  (glCDDRSTTY 94,8%

UgpB  (grdCDDYI1354) 93,8%

MdE  (giCDDAL1890) 50,0%

FolD  (pliCDDIL0S36) 733%

Figura 22 — Anadlises de dominios estruturais e funcionais conservados da MalE de Xac baseado na
comparagdo com outras protefnas periplasmaticas ligadoras, como determinado pelo
proprama “Conserved Domain Search”. A barra e os nimeros no topo da figura
(peptideo sinal em cinza, seqiiéncia madura em preto) referem-se ao tamanho em
amino4dcidos da MalE de XacAs caixas indicam as classes das proteinas ligadoras que
compartilham dominios estruturais e funcionais com a proteina MalE de Xac, como
indicado: SBP: proteina ligdora soldvel extracelular; UgpB: proteina ligadora de
acucares ,e PotD: proteinas ligadoras de putrescina/espermina. O niimero de acesso de
cada classe de proteina que compartilha similaridade com a MalE de Xac estdo
indicados, bem como os valores de similaridade calculados com , expressos em
porcentagem da MalE de Xac utilizada nesta andlise (SBP, 330 residuos; UgpB, 403
residuos: MalE, 420 residuos, e PotD, 363 residuos).

4.9.3 Construcao de um modelo da estrutura tri-dimensional da MalE de
Xac
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Baseados no fato de que as proteinas ligadoras apresentam baixa identidade de
sequéncia mas conservam alta homologia estrutural, achamos que seria possivel usar as
estruturas disponiveis dos ortologos de MalE para a constru¢cao de um modelo desta proteina.
O primeiro passo apoés a realizacdo da comparagdo das sequéncias, que havia indicado que o
ortélogo com maior identidade era a proteina ligadora de trealose e maltose de T. litoralis,
com 22% de identidade, foi analisar o alinhamento individual entre a MalE de Xac e cada um
de seus ortélogos com o objetivo de identificar as regides de insercdes e dele¢des que
poderiam ser usadas ou retiradas para a constru¢do de um modelo mais adequado.
Notadamente, a MalE de Xac apresenta uma regido de 40 residuos no C-terminal ndo
evidenciada em nenhum outro ortélogo (Arg412-Ala452), e que ndo poderia ser usada na
constru¢do do modelo ji que esta regido ficaria sem estrutura. A regido referente ao peptideo
sinal (primeiros 21 residuos, conforme andlise do programa SignalP) também foi retirada.
Neste caso, dois modelos foram construidos utilizando-se as coordenadas estruturais dos
ortélogos da MalE de T. litoralis (ligada a trealose) e E. coli (ligada a maltose). Em principio,
a escolha do ortélogo com estrutura resolvida para a construcio do modelo deveria ser
baseada na maior identidade de sequéncia de aminodcidos, o que nos levou ao ort6logo de 7.
litoralis. Contudo, este ortélogo mostrou habilidade em ligar trealose melhor do que maltose,
visto que sua estrutura foi resolvida com este agicar. Os experimentos da MalE de Xac
(dicroismo circular, fluorescéncia e cristalizacdo) sugeriram que o melhor ligante era maltose
e ndo trealose. Neste caso, também escolhemos o ort6logo de E. coli ligado a maltose para a
constru¢do de um segundo modelo da MalE de Xac. Posteriormente, para andlise e discussdo
dos dados de fluorescéncia, a disponibilidade de um modelo de Termotoga maritima sem o
ligante também foi interessante e um terceiro modelo foi construido para a MalE de Xac ndo
ligada.

Dez modelos foram gerados para cada estrutura usada e todos eles foram analisados
individualmente para suas qualidades estereoquimicas, primeiramente, utilizando-se o
programa SAVS (http://nihserver.mbi.ucla.edu/SAVES/), e posteriormente usando o
programa COQT para refinamento. Finalmente, um modelo de cada ensaio foi escolhido para
as futuras andlises.

Os trés modelos finais foram validados com o programa Procheck e apresentaram uma
boa qualidade estereoquimica. A anélise do grafico de Ramachandran (Ramachandran, 1963)
mostrou que 90% dos residuos de aminodcidos nos modelos com ligantes encontram-se em
regides favordveis, sendo que para o modelo baseado em T. litoralis, ndo hé residuos em

regides nio permitidas. O modelo de E. coli apresenta também boa qualidade estereoquimica,
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mas 0.6% dos residuos posicionam-se em posi¢des ndo permitidas. (Figura 23).
Primeiramente, este modelo tinha 1,4% de seus residuos em regides ndo satisfatérias, nimero
reduzido apds o refinamento da estrutura usando o programa Coot. Além da validagdo com o
PROCHECK, usamos o programa Verify 3D que também mostrou que os modelos
apresentavam boa qualidade esteroquimica, uma vez que 80%, 87% e 85% dos residuos de
aminodcidos dos modelos estavam bem avaliados.

Apos o refinamento de cada um dos modelos, estes foram comparados com as
estruturas dos ortélogos, através da sobreposi¢ido dos carbonos alfa tendo por base o modelo
da MalE de Xac sem ligante, o programa utilizado para sobrepor os modelos e as estruturas
dos ortélogos foi o Coot (Emsley e Cowtan, 2004), (Tabela 11). Notamos que ao superpomos
os modelos da MalE de Xac aberto e fechados, obtivemos um rmsd maior, que se deve,
provavemente, as diferencas nos modelos com ligante (MalE_Tli e MalE_Eco) e sem ligante
(MalE_Tma).

Para comparacdo da estrutura da MalE com as demais, foi realizado um alinhamento
da sequéncia de aminodcidos de todos os ortélogos com estrutura resolvida, incluindo a MalE
de Xac com o programa ClustalW?2. Este alinhamento sequencial teve os residuos corrigidos
manualmente para formac¢do de um alinhamento estrutural, baseado nas superposi¢oes
realizadas no programa COOT. Neste caso, o0 modelo da MalE de Xac baseado em T. litoralis
foi usado. O alinhamento revela que as proteinas conservam os elementos de estrutura
secundéria (helices alfa em cinza escuro, algcas e folhas beta em cinza claro) organizados
(Figura 24).

Os modelos de MalE baseados nas estruturas com ligantes (cédigos PDB 1EUS e
1ANF) revelaram uma organizacao tri-dimensional conservada, consistindo de dois dominios
(dominios I e II), formado por duas seqiiéncias ndo continuas de estruturas em folhas beta
cercadas por hélices-alfa, delimitando a fenda ligadora de acticar. No modelo baseado no
ortélogo de T. litoralis, os residuos de 1 até 118 e 279 a 330 estdo organizados em 5 folhas
beta antiparalelas rodeadas por 8 hélices-alfa. Similarmente, o dominio II € caracterizado por
trés folhas beta antiparalelas flanqueadas por 9 hélices-alfa, definidas pelos residuos 121-273
e 331-391 (Figura 25A). A comparacdo entre os trés modelos gerados ndo mostra diferencgas
significativas em termos de estrutura secunddria, mas evidencia os residuos que podem sofrer
movimentacao para a abertura e fechamento dos dominios. Tais residuos estdo localizados em
alcas e folhas betas que localizam-se na regido de dobradica das proteinas e sdo Aspm,
Thr''®, Arg119 Leu'” podemos notar que ao sobrepormos as proteinas ligadas com a proteina

sem ligante (figura 25C e D) a distAncia equivalente entre esses residuos varia de 4 A a 9 A.
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Além disso hd uma diferenca nas dimensdes das proteina ligadas e ndo ligada, a MalE de Xac

sem ligante possui uma largura (residuo Gly4 até o Val'®) de 73,25 A | jé& na proteina ligada

213

esta medida sofre uma redugdo para 55,58 A. A distancia entre os mesmos residuos (Gly"" e

Hist374) do modelo aberto e com maltose é 24, 52 Ae 22,59 A, respectivamente. Na presenca

de trealose as medidas entre estes residuos sio 20,98 Ae 24,09 A (Figura 25C e D). A

variacdo nas dimensdes das proteinas na auséncia e presenca de ligante demonstra o

movimento da proteina provocado pela auséncia ou presenca de ligante.

Tabela 11 — Comparacdo entre os modelos da MalE de Xac obtidos e as estruturas

dos ortélogos.

Proteina

Numero de Residuos Alinhados / r.m.s.d.

Xac_MalE_Tma

Xac_MalE_Eco

Xac_MalE_Tli
Tli_1EU8
Tma_2FNC
Tth_2GH9
Pfu_1ELJ
Acy_1URD

Eco_1ANF

Modelo baseado

em T. litoralis

285/3,3
329/2,17
390/ -
388/0.5
334/ 2.2
331/2.1
330/2.2
318/2.2

326/2.1

Modelo baseado em

E. coli
310/ 3.8
390/
329/2,17
335/2,2
350/2,7
320/2,2
323/2,6
315/2,7

350/2,1

Modelo baseado
em T. maritima
390/

310/ 3.8
285/ 3,38
340/ 2,1
370/ 2,0
350/ 2,8
315/29
317/ 2,6

320/ 2,7

r.m.s.d = desvio quadrado médio para os carbonos alfa
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Residuos em regides nio permitidas — 0 %

Figura 23 — Graficos de Ramachandran para os modelos da MalE de Xac obtidos a partir das
coordenadas estruturais das MBP de (A) T. litoralis ligada a trealose (c6digo do PDB

1EUS); (B) E. coli ligada a maltose (cédigo do PDB 1ANF) e (C) T. maritima sem
ligante (2GHB).
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Tth_2GHY 83
Tma_ZFNC 81
Eco_1ANF 80
Pfu_1ELJ MKIEEGKVVIWNAI 85
Acy_1URG ----QT- ITVW] 114
Tii_1EU8 - IEEGK-IVEX 92
Xac_MalE -SDPGK-TTVREW 88
Tth_2GHY 160
Tma_2FNC 8l 160
Eco_1ANF 158
Pfu_1ELT 164
Acy_1URG 182
Tii_ 1EUS 185
Xac_MalE 181
Tth 2GHO & AENVFAKDAKGNLDPTKLL I6 243
Tma ZFNC VG GYVFKETPQ--GLOVTDIGLAL 242
Eco_1ANF DG G- YAPKYENG-KEDIKDVGVD 238
Pfu_ 1ELT : 239
Acy_1URG 263
Tii 1EUS 260
Xac_MalE 254
Tth_2GHY KV--DEGIAPFFPVPPGAK--NPWG 325
Tma_2PNC ---IN¥GVAP IPELEP---GVPAK 322
Eco_1ANF KV--NYGVIVLET-F---KGQPSKHEVGVLSAGINALSPN - - KELA-ENYL-T- TPECLEAVNEDHrL ;A AL KSYEEELA K- - - —- 3zo
Pfu 1ELJ ---INFGVWPLPP IIKDGKEYWP VK 3ze
Acy_1URG --KIDEGVTPWPTL----- PNGKHATPPLEV IT] 246
T1i 1EUB PVKGKVGVAPLPHFE----GHKSATLGGWHIG]SKYSDN-- 354
X2c_MalE BHEGNWETAPLEG-P---- NGLGAJIAGGSSLY J FKSSQH- 337

————

Tth _2GHO
Tma ZFNC
Eco_1ANF
Pfu 1ELT
Acy_lURG
T1i 1EUB
Xac MalE -

Cinza escura

= hélices-alfa

Cinza claro = folhas-beta
Sublinhado = residuos que formam o bolsdo de ligacdo ao ligante
Negrito = residuos que fazem ligacdo de hidrogénio com os agticares
Figura 24- Alinhamento estrutural de aminoacidos dos ortélogos de MBP com a estrutura modelo de

MalE de Xac baseada nas coordenadas estruturais de 7. litoralis. As sequéncias foram
obtidas no Protein Data Bank e correspondem a: Eco_MBP (Eco_l1ANF + maltose) ),
Tli_MBP (Tli_1EU8 + trealose), Tth. MBP (Tth_ 2GH9 + maltotriose), Pfu_MBP
(Pfu_lELJ + maltotriose), Tma_MBP (Tma_2FNC + maltotriose) and Acy MBP
(Acy_IURG + maltose). As sequéncias foram alinhadas utilizando-se o programa
CLUSTALW?2 (Thompson et al.., 1997) e corrigidas por inspecdo visual das estruturas
sobrepostas. O residuos coloridos em cinza claro (folhas-f) e cinza escuro (hélices-alfa)
indicam a estrutura secunddria compartilhada pela MalE de Xac com seus ortélogos. As
caixas numeradas de I a X indicam regides envolvidas com a interacdo com maltose ou
trealose, de acordo com o modelo da MalE de Xac. Residuos marcados em negrito estdo
localizados no bolsd@o que contém a fenda ligadora e aqueles sublinhados em negrito
interagem especificamente com a molécula de aguicar. A sequéncia da MalE de Xac ndo
apresenta os primeiros 21 residuos do N-terminal, codificadores do peptideo sinal e os 40
ultimos residuos do C-terminal.
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C-terminal

Dominios Il Gh213

Dominios |

Distancias em Ansgstrons: Distancias em Ansgstrons:

G4 - V156 (aberta) = 73.25 G4 - V156 (aberta) = 69,41

G4 - V156 (fechada) = 55.58 G4 - V156 (fechada) = 56,40

H374_aberta - H374_fechada = 22.59 D H374_aberta - H374_fechada = 24,09
C G213_aberta - G213_fechada = 24.52 G213 _aberta - G213_fechada = 20,98

Figura 25 — Modelo Tri-dimensional da proteina MalE de Xac. A) Ilustracdo do modelo da
estrutura tercidria de MalE Xac feito a partir da MBP DE T. litoralis. N e C-
terminais estdo descritos e os dominios I e II estdo coloridos em azul e roxo,
respectivamente. As folhas-betas e hélices estdo marcadas com simbolos e
ndmeros romanos na ordem da seqiiéncia do polipetideo. B) Sobreposicdo das
cadeias principais das estruturas de MBP: Xac (azul), Eco (vermelho), Tli
(verde). As figuras foram produzidas utilizando-se o programa Pymol (De Lano,
2002) e a sobreposicdo foi gerada com o programa COOT (Krissinel e Henrick,
2004); C) sobreposi¢des das cadeias principais dos Modelos MalE sem ligante
(baseado no PDB 2GHB de T. maritima sem ligante, em verde) e MalE com
maltose (baseado no PDB 1ANF de E. coli com maltose, em rosa); D)
sobreposicdes das cadeias principais dos Modelos MalE sem ligante e MalE
com trealose (baseado no PDB 1EUS de T. litoralis com trealose, em azul). As
setas indicam o deslocamento entre residuos idénticos nas proteinas analisadas
(His374 e Gm), evidenciando essencialmente a movimentacdo do dominio II
para originar os estados aberto e fechado. Os residuos Gly* e Val'*® posicionam-
se nas extremidades dos dominios I e II, respectivamente, quando a proteina é
observada na sua face frontal, com a fenda para cima.
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A sobreposi¢do da MalE de Xac com o ort6logo de T. litoralis (figura 25B) revelou duas

195 205
-Pro™".

folhas anti-paralelas adicionais em 7. litoralis formada pelos residuos Leu
Comparacdo da MalE de Xac com a de E. coli revelou trés alcas extras na MalE de Xac
formada pelos residuos Ala87-Asp96, Glym-Met13 8 e GIn™2-Glu™’

A organizacao estrutural do dominio I e II com relagdo as folhas beta € -1, +2, +2, -1 e
-1, 42, de acordo com a nomenclatura proposta por Richardson (Richardson, 1977). A
conexdao entre os lobulos envolve duas algas (residuos 119 — 120 e 274 - 278,
respectivamente) estando situados ao fundo do bolsdao que contém a fenda ligadora de agucar,
do lado oposto a entrada da fenda. O conteddo de estrutura secundaria do modelo estrutural da
MalE de Xac contém 15% de folhas B, 40% de alcas e 45% de hélices-alfa que estdo de
acordo com o os valores encontrados (16%, 45% e 49%, respectivamente) nos experimentos
de dicroismo circular (Balan et al., 2005). Baseado na predicdo de estrutura realizada pelo
programa PsiPred, os ultimos 40 aminoécidos da regido C-terminal formam duas hélices-alfa
conectadas por uma alca (dados ndo mostrados). Utilizando-se da estrutura tri-dimensional do
ortélogo de MBP de T. maritima, resolvida na sua forma aberta, sem ligante, os modelos da
MalE de Xac obtidos a partir das estruturas de E. coli e T. litoralis, foram sobrepostos a
estrutura de 7. maritima para identificar as possiveis movimentagdes ocorridas nas proteinas.
A andlise mostra que o dominio II é responsdvel pela abertura da fenda, nas dois modelos,
para a entrada do ligante a partir da movimentacdo dos residuos na alca de interligagdo.
Quando as proteinas estdo em sua forma fechada, a distancia entre os residuos Gly4 e Va1156,
localizados em extremidades opostas, é de aproximadamente 55 Aes6A, para os modelos

baseados em E. coli e T. litoralis, respectivamente. J4 nas formas abertas, ocorre um aumento

nestas distancias de aproximadamente 18 A e 13 A, para as mesmas proteinas.

4.9.4 Modelagem molecular das interacoes de MalE de Xac com trealose e

maltose

Como os resultados espectroscopicos indicaram alteracdes da estrutura secunddria da
MalE na presenca de maltose e em menor quantidade trealose, resolvemos avaliar através da
modelagem molecular (“docking”) as possiveis interacdes de tais acucares nos modelos
propostos. O modelo da MalE de Xac baseado nas coordenadas estruturais do ortélogo de
maior identidade (22 % T. litoralis ligado a trealose) mostrou que o bolsdo de ligacdo mantém

um espago onde é possivel acomodar tanto trealose como maltose. Porém, sabemos que a
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habilidade da ligacdo ndo estd correlacionada somente com espaco, mas também com as
interacOes possiveis entre a proteina e o aglcar em questdo, por isso o posicionamento da
trealose foi realizado com o modelo da MalE baseado na estrutura de Tli e o posicionamento
da maltose foi realizado utilizando-se o modelo da MalE de Xac criado com base nas
coordenadas da MalE de E. coli ligada a maltose (19% de identidade). Os dois modelos foram
construidos e validados de acordo com o que foi descrito no material e métodos. Apesar dos
dois modelos apresentarem diferencas (r.m.s.d. entre ambos de 1,9 A), o bolsio ligador
mantém preservados os residuos que interagem com os acucares (Figura 26, residuos em
vermelho).

O docking foi realizado utilizando-se os programas contidos no “package GOLD Suite
version 4.0”, através da minimizacdo de energia dos agucares durante 10 ns, foram geradas 5
possibilidades de posi¢des para a trealose e 10 para a maltose, todas avaliadas quanto a
energia minima, posicdo do ligante e interacdo. Dois modelos, um de cada ligante, foram
escolhidos e avaliados nas respectivas estruturas.

A tabela 12 apresenta os residuos que interagem com os acucares através de ligacdes
de hidrogénio. O bolsdo ligador da MalE de Xac é formado por uma fenda entre os dominios I
e II, a ligacdo da maltose e trealose foi modelada sem moléculas de dgua, e envolvem
principalmente ligacdes de hidrogénio (Figura 26 e tabela 12). A maltose ¢ mantida por 12
interacOes polares com as cadeias laterais dos residuos Glu'® (alca entre ale B1), Trp69 (a3),
Asp119 (final da B5), Argm, (alca entre B5 e B6), Glu'® (a), Ser’” (B9) e uma interagdo com
a cadeia principal do residuo Gly66 (final da B3) (Figura 26A e tabela 12).

Ao compararmos os residuos que interagem com os aguicares nos ortélogos e na MalE
de Xac (Tabela 13), verificamos que o conteddo de estrutura secunddria e os tipos de residuos
envolvidos na ligacdo aos acucares estdo relacionados (Figura 24 e tabela 13). O grupo das
bactérias termofilicas incluindo E. coli, conserva muitos residuos alinhados estruturalmente,
como observamos para Asp e Trp da regido III, Glu da regidao IV, Tyr, Phe e residuos nao
polares da regido V e, Trp da regido VII (Figura 24 e tabela 13)

Cinco dos oito residuos que interagem com a maltose pertencem ao dominio I e
somente Asp119 € conservado em posicdo com o encontrado no ortdlogo de E. coli. O residuo
Glu'® é estruturalmente conservado e alinhado com Glu'” da MalE de T. litoralis. Dos 8
residuos envolvidos na formacdo de ligagdes de hidrogénio com a maltose, verificamos que
seis deles sdo polares, dos quais 5 sdo carregados. Os dois restantes sdo apolares, sendo que

um deles € um aromatico (Trpég).
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As interacdes polares com a trealose envolvem as cadeias laterais dos residuos Tyr'"”,
Asp'”, Asn®® e Asp® (Figura 26B). Somente os dois primeiros sdo estruturalmente
alinhados com a MalE de T/i (Tabela 13). Na ligacdo com trealose existem somente residuos
polares, sendo que 50% deles sdo carregados € um dos polares neutros € um aromdtico
(Tyr'"). Apesar da MalE de Xac apresentar maior identidade com o ortlogo de Tli, a
interacdo com trealose apresentou somente quatro contatos, enquanto que a MalE de 7li
apresenta oito residuos interagindo com o ligante. Analisando-se os residuos que interagem
com os aguicares em todos os ortélogos com estrutura resolvida podemos verificar a presenca
de 10 regides (caixas de I a X, Figura 24). As regides que possuem um maior nimero de
residuos conservados sdo as de nimero I, III, IV, V, VII e VIII. Foi observado um alto grau de
conservagdo dos residuos polares e acidos da regido IV e aromaticos (Trp) da regido III
demonstra a importincia destas regides na intera¢do com o agucar. Verificamos também que
todos os ortélogos compartilham a presencga dos residuos hidrofébicos Trp e Met na regido X,
apesar destes residuos ndo estarem alinhados estruturalmente. Um fato curioso é que todos os
ortdlogos analisados tém um grande numero de residuos aromadticos (Trp e Tyr) na
composi¢do de sua seqiiéncia de aminoécido (18 em 7. thermophilus a 35 em T. litoralis, e 28
para Xac). Andlises filogenéticas mostraram que as MalEs de Xac, T. litoralis e P. furiosus
partilham o mesmo ramo filogenético.

No decorrer do trabalho, anotagdes do gene malE foram alteradas e a funcdo deste foi
associada a ligacdo de lactose e arabinose. A modelagem da MalE de Xac com ambos os
acucares apresentou somente interacoes fracas com os residuos Asp119 (OD2-01A, 3.03 A) e
Glu'® (OE1-02B, 3.40 A e OE2-O3A, 3.02 A). O “docking” baseado no modelo de 7.
litoralis possui também interacdes fracas feitas pelos residuos : Asp''"” (OD2-O6B, 2.35 A),
Asn®” (ND2-02B, 3.54 A) e Gly*"® (N-O6B, 2.84 A). O alinhamento da seqiiéncia da MalE
de Xac com a da proteina ligadora de arabinose (GI 16129851) mostrou uma identidade de

somente 4%.
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Figura 26 - Representacio ilustrada das intera¢cdes de MalE de Xac obtidas através
de modelagem molecular. (A) Interacdes com maltose e (B) com
trealose. As estruturas secunddrias da proteina sdo mostradas em cores
(azul claro para hélices alfa e roxo para as folhas beta), e os residuos
que interagem com os acgucares sdo mostrados em forma de stick
(palitos). As linhas pontilhadas simbolizam liga¢gdes de hidrogénio.
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Tabela 12— Residuos envolvidos nas interacdes da MalE com maltose e trealose nos dois modelos
construidos neste trabalho.

MalE_maltose MalE_threhalose
Residuose Acticar Distancia Residuos Acticar Distancia
(A) (A)
Glul6/0OE2** Glc372/03 3.35 Tyr117/OH** Tre414/01 2.47
Gly66/N* Glc371/04 3.14 Tyr117/OH** Tre414/05P 2.68
Thr68/0G1* Glc371/01 3.01 Tyr117/OH** Tre414/06P 3.13
Thr68/0G1* Glc371/03 3.31 Asp119/0D2** Tre414/01 2.73
Thr68/0G1* Glc371/05 3.16 Aspl119/0D2%* Tre414/02 2.83
Trp69/NE1* Glc371/06 3.33 Aspl119/0D2**  Tre414/02P 2.72
Asp119/0D2* Glc372/02 3.34 Asn225/ND2* Tre414/06 2.99
Asp119/0D2* Glc372/03 2.37 Asp315/0D1* Tre414/02 2.98
Argl21/NH2 Glc372/06 3.15 Asp315/0D1* Tre414/03 3.18
Glul69/0OEl Glc371/02 3.13 Asp315/0D2* Tre414/03 3.47
Glul69/0OE1 Glc372/06 2.62
Ser279/0G* Glc372/03 3.25

1 — Os anéis de glicose (Glc) sdo identificados como Glcl e Glc2, nomeados da forma reduzida para a néo-
reduzida.
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Tabela 13 — Comparagio dos residuos que interagem com os ligantes na MalE de Xac e nos ortélogos analisados.

Xac_TRE Tli_TRE Xac_MAL Eco_MAL Eco_MTT Acy_MAL Acy_ MTT Pfu_ MTT Tth_MTT Tma_MTT
H8/ND1 XO1 S12/0G AO2
H8/ND1 AO2
D14/0D1 AO1 QI5/N AO1
E13/0E2 XO1
K15 /NZAO2 K15 /NZAO2
K15 /NZAO1 K15 /NZAO1
E17/0E2 AO6 E16/0OE2 BO3 E18/OE1 AO2
T46/N AO2
Q38/NE2AO3
R49/NH1 AO3
R49/NH1 AO4
W62/NE1 BO2 W62/NE1B202 W65/NEI1 CO2
W62/NE1B203
D70/0D1 AO3 G66/N AO4
T68/0G1 AO1 D65/0D1 BO2 D95/0D2 CO3 D68/0OD1 CO2 D65/0D1 CO2 D66/0D1 CO2
T68/0G1 AOS D95/0D1 CO2 D65/0D2 CO3 D66/0D2 CO3
T68/0G1 AO3
W69/NE1 AO6 R66/NE BO3 R66/NE CO2 N96/ND203 N96/ND2 AO3 W69/NEI1 CO3 W66/NE1 O3C W67/NE CO3
R66/NE BO4 R66/NE CO3
Y117/OH AO5 Y121/0OH AO4
Y117/0H BO1 Y121/0OH AO6
D119/0D2 AO2 D123/0D2 AO2 D119/0D2 BO2 E111/0E2 AO2 QI141/NEBO2 QI141/NE2 BO2 E116/0E2 BO2 E113/ OE2 BO2 E111/0E2 BO2
D119/0D2 BO1 D119/0D2 BO3
D119/0D2 BO2
R121/NH2 BO6
E169/0E1 BO6
E169/0E1 AO2
E153/0OE1BO6 E153/0E1CO6 N177ND2 BO6 N177ND2 BO6 N159/ND2 BO6 DI155/0D1 CO6 N156/ND2 BO6
E153/0E1BO6 N177ND2 CO6 N177ND2 CO6 D155/0D2 BO6 N156/0D1 CO6
N225/ND2 BO6 E239/0E2 BO6
Y155/NBO6 Y155/NBO6 Y161/ N CO3
G294/N BO2
G294/N BO3
W295/NE1 BO1 S279/0G BO3 K266/NZ AO3 Q269/NE2 BO2 Q266/ NE2 AO3
W295/NE1 BO2 Q266/ NE2 BO2
D315/0D2 BO2 R305/NH2 AO2 R303/NH1 AO3
D315/0D2 BO3 R305/NH1 AO3 R303/NH2 AO2
R364/NH2 BO3
R364/NH1 BO4
W366/NE1CO3 W345/NE1 CO3
Y341/OHCO3

1- Todos os residuos que interagem com o agticar estdo presentes;
2- Residuos presentes na mesma linha estdo alinhados estruturalmente
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4.9.5 Determinacao da posicao dos residuos de triptofano em diferentes

modelos da MalE

Residuos de triptofano sdo utilizados como sondas em ensaios de fluorescéncia
intrinseca, onde também pode-se medir a meia vida destes, bem como determinar a Kg,
através da titulacdo de ligante. Os ensaios de fluorescéncia intrinseca da MalE de Xac
mostraram alteracdes significativas quando a proteina estava em presenca de maltose,
principalmente apagamento da fluorescéncia dos triptofanos por movimentacdo dos
mesmos para um ambiente mais hidrofébico. A partir da construcdo dos modelos de MalE
baseados nos ortélogos de T. litoralis e E. coli foi possivel verificar a posicao dos residuos
de triptofano na estrutura da proteina e identificar aqueles mais préximos do ligante no
caso de interacdo. Adicionalmente, a disponibilidade da estrutura do ortélogo de T.
maritima na forma nao ligada, permitiu a constru¢do de um modelo que simulava a MalE
antes da possivel interagdo com os agucares, ou e sua forma aberta. Os 13 residuos estdo
distribuidos na estrutura posicionados em diferentes regidoes, mas é possivel evidenciar
que principalmente préximo a regidao do bolsdo, que contém a fenda ligadora de agtcar e
no proprio bolsdo existem residuos importantes (Figura 27).

A comparag¢do dos modelos das proteinas em suas formas ndo ligada (Figura 27%) e
ligada a maltose ou trealose (Figura 27B e C) revela que ocorre o fechamento da fenda
durante a interacdo do agicar com a proteina, de forma que os 16bulos ou dominios sdao
aproximados. Esta movimentacdo permitiria que regides importantes da proteina
sofressem alteracOes, inclusive aquelas onde hd a presenca de residuos de triptofano.
Alguns destes ocupam posi¢des relevantes na estrutura como 0s Trpm, Trp243, Trp353,

TI'p69, Trpll e TI'p“6

2307232

. De acordo com Martineau (1990), na MalE de E. coli, os residuos de

340 - . e e N N
e Trp™ estdo envolvidos com a diminuicdo da fluorescéncia em cerca de 23%.
243

Trp
Na MalE de Xac estes residuos estdo alinhados com os residuos Trp™ e Trp353,
respectivamente (Figura 24). Na presenca dos ligantes vdrios residuos de Trp sdo
escondidos quando ocorre o fechamento da proteina para a captacdo do acucar. Estes

modelos explicam os resultados obtidos nos ensaios anteriores.
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Figura 27 — Representacio dos modelos da MalE na forma de superficie mostrando as
posicdes dos residuos de triptofanos. (A) MalE de Xac sem ligante (aberta); (B)
MalE de Xac ligada a maltose e (C) MalE de Xac ligada a trealose. Alguns dos
residuos de triptofanos estdo representados em vermelho, em verde a maltose e
em amarelo os N- e C- terminais.

4.9.6 - Analise dos dominios trans-membrana do operon mal (LacF e
LacG)

A estrutura do transportador de maltose foi resolvida recentemente por Oldham e
colaboradores (2008). O transportador encontra-se em um estado intermediario, com a MalE
complexada as proteinas de membrana e com a maltose dentro dos dominios trans-membrana,
no poro. Dado que as proteinas periplasmdticas apresentaram grande conservacao estrutural,

perguntamos se esta conservacdo poderia ser também estendida ao transportador como um
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todo. A andlise dos componentes do transportador de maltose de E. coli revelou algumas
peculiaridades interessantes como a presenga na proteina de membrana de um dominio extra
que entra em contato com a proteina periplasmatica. Neste caso, seria interessante verificar se
os respectivos ortélogos dos transportadores de maltose também apresentavam esta al¢ca ou
outras peculiaridades. O transportador de maltose de Xac é constituido pela MalE e pelas
proteinas trans-membrana LacF e LacG, como descrito anteriormente. A ATPase ndo foi
identificada no operon, mas identificamos uma proteina, UgpC, codificada pelo gene ugpC
em outra regido no genoma, que apresenta 49% de identidade com a proteina ligadora de
nucleotideo MalK de E. coli (Tabela 9).

Para a comparacdo e construcao de um modelo do operon em Xac, o primeiro passo
foi identificar as proteinas de membrana de cada transportador e as proteinas citoplasmaticas,
ou ATPases, para em seguida, realizarmos o alinhamento de seqiiéncias. A andlise das
proteinas de membrana (MalF e MalG nos ortélogos e LacF e LacG em Xac) ndo mostra
grandes similaridades. Dos sete residuos da MalF de E. coli que interagem com a maltose na
estrutura cristalografica, somente a Tyr390 (Tyr173 na LacF de Xac) sdo conservados nos
ortdlogos (Figura 28). Verificamos também que estes residuos sdo altamente conservados nos
ortélogos de LacF de outras espécies de Xanthomonas como: X. orizae, X. campestris, X.
vesicatoria e também, Xylella fastidiosa (dados ndo mostrados). Os ortélogos da MalF de A.
acidocaldarius e T. thermophilus, que possuem 33% e 27% de identidade com a MalF de E.
coli, mantém trés residuos importantes para a interacdo com o agucar (Asp383, Asp Ble Asp
440y

Notamos também que apesar da baixa identidade de sequéncia da proteina MalF de T.
maritima com os demais ort6logos, esta proteina € a tinica que possui inser¢des na sua regiao
N-terminal (170 residuos adicionais ) semelhantes as de MalF de E. coli. Também ¢é
encontrada uma regido entre os residuos Glu'™' e Leu®® (Val® a Asp248 na MalF de E. coli)
que € equivalente aos 3 dominios extras formados por trés hélices trans-membrana
encontrados no ortélogo de E. coli (Oldham et al.., 2007) (Figura 30). Apesar da baixa
identidade de sequéncia entre os ortélogos de MalG, que varia entre 10% a 32%, os residuos
desta proteina que interagem com a MalK sdo bastante conservados nos ort6logos analisados
(Figura 28B). Somente o ortélogo de 7. maritima se destaca, apresentando uma regio extra
que nao é encontrada nas outras proteinas estudadas (dados nao mostrados).

Como era esperado, as proteinas ligadoras de nucleotideo sao altamente conservadas
em todos os ort6logos analisados, com identidades de 46% para MalK de A. acidocaldarius X

MalK de E. coli, 99% para a MalK de T. litoralis X MalK de E. coli) e 49% para a UgpC de
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Xac X MalK de E. coli. Todos os motivos e assinaturas tipicos de um transportador ABC sao
conservados: Walker A e B e 0 Q loop. O alinhamento das ATPases revela que os residuos
que interagem com as proteinas de membrana em E. coli também sdo altamente conservados
nos 5 ort6logos analisados (Figura 28C).

Com o objetivo de construirmos um modelo estrutural das proteinas LacFG, as
coordenadas estruturais do transportador de E. coli (c6digo do PDB 2R6G), foram usadas para
a modelagem molecular (Figura 30). Os modelos das permeases foram validados com o
programa Procheck, bem como os gréficos de Ramachandran (Figura 29A e 29B). A proteina
LacF apresenta 27% de identidade em relacao a MalF de E. coli e o modelo mostra que a al¢a
citoplasmadtica e as trés hélices na regido trans-membrana sao ausentes na LacF. J4 a proteina
LacG de Xac possui 32% de identidade quando comparada com a MalG de E. coli (296
residuos e 301 residuos, respectivamente), e a modelagem desta proteina revela um ortélogo
com estrutura semelhante a descrita para MalG. Desta forma, as proteinas trans-membrana do
possivel transportador de maltose de Xac seriam mais parecidas com as proteinas dos
transportadores de molibdato (Hollenstein et al.., 2007), metal (Pinkett et al.., 2007) e
metionina (Kadaba et al.., 2008).
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A
Pfu PWALPLL 123 IEVWLAYFFM 178 TWRLREVVLPVVGKP IAFATI LTSAASFQYF 244
Acy PWAVPNL 137 xlvwnsFP 192 VFRYVTMPSVWRISLPLLIPlFSYIFNIF 249
Tth SWALPGV 256 LWLGFD@M 310 TP TLEBLEKPMLPILLSAFAFENEF 367
Tma AFITTTV 612 FAYLTNI 692 TREQSFYKMIIPEARPILTVVFLLVFIGTENEY 756
T1i PWAVPTI 128 ADVWKTTPLM 182 SMEERFKS TLPI%KPVLIVALILRTIDALRVF 239
Xac PVVTTLV 120 FAVWKNEGHN 174 SRWKQF VHRTVPMLGVLMVVGVITISGYFQLFA 231
Eco PEnvPfF 330 VlTWLGYPIﬂ 391 GrrvrrrlTLPlL kP LTPLMIArarrlr 441
B

Eco TIDSS 1 rwiiAFRIJLL 211

Tth SISPS RW@VFTKIL 353

Acy SVPKE VI TIFIH'T 215

T1i QLPK TS RIKTLTTIIL 191

Pfu SISP L SYLPTIRYLL 329

Xac SIPDERI IBBESEMRIFFQIVL) 193

Tma SIPPE I RFRRF VHITF] 482

C Walker A

Acy --MARVLLEHIYKTYPGQTEPTVKDFNLDIQDKEFTVFVGPSGCGKTTT LEMIBGEEDIT 58

Tth --MAEKVRLEHVWKRFG--KVVAVEDFNLETEDGEFVVEVGPSGCGKTTTLRMIBGEBEEIS 56
Pfu --MAGVRLVDVWRKVFG--EVTAVRELSLEVKDGEFMILLGPSGCGKTTT LRMIBGEEEPS 56
Tli  --MAGVRLVDVWKVFG--EVTAVREMSLEVKDGEFMILLGPSGCGKTTT LRMIBGHEEPS 56
Tma MRMAQVVLENVTEVYEN-KVVAVENANLYVVEDKEFVVLLGPSGCGKTTT LRMIBGEBEEIT 59
Xac -—-MAKVQLEGVREKVYDN-GQVAVQGASFEVADGELMVLVGPSGCGRKSTLLRMIAGEEDIS 57
Eco -—MASVOLONVTEAWG--EVVVSEDINLDIHEGEFVVEVGPSGCGKSTLLRMIBGEBETIT 56

Q loop

Acy EGNLYIGDRRVNDVP-————— KDRDI QNY TVIQN LEBRKVPRKAELI 112
Tth EGNIYIGDRLVNDVP-—-——— KDRDI QNY VYEN LEBRRYPKDEI 110
pfu RGQIYIGDRLVADPEKGIFVPEKDRDI QSY| TVYDNIARP LEERKVPRQET 116

521 i B RGQIYIGDKLVADPEKGIFVPEKDRDI QSY TVYDNIAEP LEERKVPRQEI 116
tma  DGKIYIDGKVVNDVE-—---- ONY TVYEN s LBBRKYPKDEI 113
xac AGTLEKIGERVVNDVA-————- QSY TVAENL LEBRGCHPROVI 111
eco SGDLFIGEKRMNDTP-————~— ] QSY LSVAENMSEG L GAKKEVI 110

Assinatura Walker B

Acy DRRVOQEAAKILDIAHLLDRKPRALSGGORORVALGRAI VREPQVFLMDEPLSNLDAKLRY 172
Tth  DRRVKEAARILKIEHLLNRKPRELSGGQRORVAMGRAIVREPKVFLMDEPLSNLDAKLRV 170
pfu  DQRVREVAELLGLTELLNRKPRELSGGQEQRVALGRAIVRKPQVFLMDEPLSNLDAKLRV 176
tli DORVREVAELLGLTELLNRKPRELSGGORORVALGRAI VREPQVFLMDEPLSNLDAKLRY 176
tma DRRVREAAKILGIENLLDRKPRQLSGGORORVAVGRAI VRNPRKVFLFDEPLSNLDAKLRY 173
Xac AERVNNAAELLGLTPMLDELPRAMSGGORORVALGRAMVRESSVFLLDEPLSNLDAKLRE 171
eco  NQRVNQVAEVLOLAHLLDRKPKALSGGQRORVAIGRTLVAEPSVFLLDEPLSNLDAALRV 170

Figura 28 - Alinhamento das seqiiéncias dos ort6logos de MalF, MalG e MalK do
transportador de maltose de E. coli. Somente as regides de maior interesse

sdo mostradas. (A) MalF de E. coli e ort6logos (incluindo LacF de Xac).

Os

residuos coloridos em vermelho e azul escuro sdo aqueles que interagem com
MalK e maltose, respectivamente, no transportador de E. coli e que sdo
conservados. (B) MalG de E. coli e ortélogos (incluindo a LacG de Xac);
(C) MalK e ortélogos (UgpC de Xac). Os residuos nos ortélogos da MalK em
verde fazem pontes salinas com MalF e MalG, os roxos formam intera¢des
Van der Waals com MalF e MalG e os em azul formam ligagdes de
hidrogéncio com MalF e MalG ou somente com uma das proteinas de

membrana.
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As duas cadeias das proteinas ligadoras de nucleotideos de Xac (UgpC) foram
modeladas tendo por base as cadeias da MalK presente na estrutura do transportador de
maltose (codigo do PDB 2R6G). A identidade destes ortdlogos é de 49% (Tabela 9),
sendo a maior entre os componentes do operon. Os modelos gerados foram validados
quanto a sua qualidade esteroquimica utilizando-se os programas Verify 3D e Procheck
(figura 29). Apds a obtencdao dos modelos estes foram sobrepostos com a estrutura do
transportador de maltose utilizando-se o programa Coot (Emsley e Cowtan, 2004), a fim

de podermos obter o r.m.s.d. e a porcentagem de residuos alinhados (Tabela 14).

Tabela 14 — Comparacdo estrutural dos modelos gerados para o operon malElacFG de
Xac com a estrutura do transportador de maltose de E. coli resolvida por
Oldham e colaboradores (2008), (c6digo do PDB 2R6G).

Proteina Niimero de Identidade de Alinhamento
Residuos Segiiéncia Estrutural dos Ca
Alinhados (%) r.s.m.d.* (A)
MalE_Xac 456 100 -
MalE_Eco 337 19 2,7
LacF_Xac 294 100 -
MalF_Eco 248 27 1,7
LacG_Xac 278 100 -
MalG_Eco 235 26 1,0
UgpC_Xac 362 100 -
MalK_Eco (cadeia A) 323 89 3,7
MalK_Eco (cadeia B) 323 89 3,3

*r.m.s.d = desvio quadrado médio para os carbonos alfa
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Figura 29 — Graificos ramachandran mostram a qualidade estereoquimica dos modelos
gerados para os componentes do operon mal em Xac. (A) modelo da LaCF de
Xac produzido com a coordenadas da estrutura da MalF (cadeia F) de E.coli
presente na estrutura do transportador de maltose (c6digo do PDB 2R6G); (B)
modelo da LacG de Xac produzido com a coordenadas da estrutura da MalG
(cadeia G) de E. coli presente na estrutura do transportador de maltose (cédigo
do PDB 2R6G); (C) modelo da UgpC de Xac (cadeia A) produzido com a
coordenadas da estrutura da MalK (cadeia A) de E.coli presente na estrutura
do transportador de maltose (c6digo do PDB 2R6G); (D)modelo da UgpC de
Xac (cadeia B) produzido com a coordenadas da estrutura da MalK (cadeia B)

de E.coli presente na estrutura do transportador de maltose (c6digo do PDB
2R6G).
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A B

Figure 30 — Representacdo em forma de cartoon do operon malElacFG de Xac
construido por modelagem molecular baseada na estrutura do operon
de E. coli (c6digo do PDB 2RG6). A - Modelo do operon de Xac
com a protefna periplasmdtica MalE em verde, as proteinas de
membrana LacF (rosa) e LacG (azul claro) e a proteina
citoplasmatica UgpC (laranja e azul marinho, para as duas cadeias A
e B, respectivamente). B - Sobreposicao do modelo do transportador
malElacFG de Xac com o transportador de maltose de E. coli
mostrado inteiramente em cinza. Note a presenca na MalF, das trés
hélices transmembrana e da alca periplasmética em contato com a
MalE.

4.10 Deteccao da proteina MalE em extratos protéicos totais de

Xanthomonas por ‘“Western blot”

Anticorpos contra a proteina MalE de Xac foram obtidos apds a inoculagdo da proteina
pura desnaturada em camundongos. Os anticorpos obtidos de amostras de soro dos animais
imunizados foram capazes de identificar a proteina nos extratos periplasmaticos de Xac,
linhagem 306. Da mesma forma, a presenca de bandas na mesma altura da MalE presente em
Xac foram identificadas, em menor quantidade, na linhagem 381 de Xac e nos extratos
periplasmaticos de X. bromi e X. codiae (linhas 4 e 5 da figura 27) (Figura 31). Nas amostras
de X. melonis, X. sacchari, X. teichola e X. vesicatoria nao foi possivel a identificacdo de

nenhuma banda correspondente a proteina de interesse.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figura 31 - Deteccdo por “Western blot” da MalE de Xac e de ortélogos presentes em
extratos periplasmdticos de diferentes espécies de Xanthomonas usando-se
anticorpos policlonais especificos produzidos em camundongo. 1 — Proteina
recombinante purificada MalE de Xac; 2 —Extrato periplasmatico de Xac (306);
3 — Xac 381; 4 X. bromi; 5- X. cadiaei; 6 — X. melonis; X. sacchari; 8 - X.
teichola; 9, X. vesicatoria . As setas indicam o peso molecular de 50 kDa, e as
linhagens onde foram detectadas a proteina MalE de Xac.
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Discussdo

5 DISCUSSAO

A proteina MalE de Xac foi expressa e purificada na forma soltivel o que permitiu
analisd-la quanto ao contetido de estrutura secunddria, influéncia de ligantes sobre a
proteina, estabilidade em diferentes temperaturas e pH. Ensaios de cristalizagdo foram
realizados de forma satisfatéria uma vez que a proteina foi cristalizada em diferentes
condi¢des, em periodo curto de tempo, e com formas bipiramidais de bom tamanho. Por
outro lado, apesar dos vdrios cristais, somente um originou dados de difracdo que puderam
ser tratados e analisados com relacdo aos parametros estruturais (Souza et al., 2009). Ainda
assim, a resolucdo da estrutura cristalografica por substituicdo molecular ndo foi possivel,
bem como a obteng¢do de cristais derivados com atomos pesados.

A auséncia de resultados cristalograficos nos levou a procurar a caracterizacido da
MalE por métodos bioquimicos, de andlises de sequéncias e métodos de modelagem
molecular. A MalE de E. coli é uma proteina extensivamente estudada tanto do ponto de
vista funcional como estrutural e uma série de dados estdo disponiveis. Em virtude de sua
alta solubilidade e aplicabilidade biotecnoldgica (é usada como proteina de fusdo para
purificacdo por afinidade), alguns ortélogos de microrganismos extremofilos também tem
sido caracterizados e comparados em suas habilidades bioquimicas. Contudo, apesar do
grande nimero de informacdes sobre estas proteinas, ndo existem dados sobre proteinas
ligadoras de agicares de bactérias fitopatogénicas.

O gene malE de Xac codifica um peptideo precursor de 456 aminodcidos dos quais
os 19 primeiros correspondem ao peptideo sinal, como estimado pela aplicacdo dos
programas  “SignalP” e  “DAS”  (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/ e
http://www.sbc.su.se/~miklos/DAS/). A proteina MalE recombinante foi expressa em E.
coli como uma proteina intracelular solivel sem o peptideo sinal e geneticamente fusionada
a uma cauda His6 na extremidade N-terminal. A estratégia de expressar a proteina no
citoplasma da célula e ndo no meio periplasmatico onde ela é normalmente encontrada foi
determinada apds tentativas frustradas de expressdo de outras proteinas ligadoras de Xac
em E. coli. Na verdade, a andlise comparativa das sequéncias sinal de algumas destas
proteinas de Xac com os ort6logos de E. coli mostraram grande diferencas nos residuos,
incluindo os sitios de clivagem da peptidase (dados ndo mostrados), sugerindo que o
sistema de secrecdo de E. coli ndo reconhece eficientemente as seqiiéncias sinal de Xac. A

melhor condicdo de expressdo desta proteina em E. coli foi em temperatura ambiente e sem
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agitacdo. As condi¢des de aeracdo e a temperatura Otima de crescimento da E. coli
produziam grandes quantidades de proteina, na verdade cerca de duas vezes mais proteina
recombinante do que em temperatura ambiente, mas quase que totalmente em corpusculos
de inclusd@o. Assim, a incubacdo das células portadoras do plasmideo de interesse em
condi¢des ndo tdo favordveis, permitiu um crescimento mais lento, menor producdo de
proteina recombinante e em solubilidade favorecida.

Foi possivel obter a proteina recombinante MalE de Xac por meio de purificagdo por
cromatografia de afinidade ao niquel, seguindo-se tanto o protocolo de purificacdo em
bancada como o automatizado (FPLC). Ao final dos ensaios obteve-se quantidade de
proteina suficiente para os ensaios cristalograficos e espectroscopicos, apesar das perdas que
ocorrem nos processos de purificacdo, didlise, concentragdo, principalmente na concentragao,
pois ao aumentarmos a quantidade de proteina, esta apresentava uma propensao a agregar e
precipitar, ao tentarmos recuperar a por¢ao precipitada, ndo obtivemos sucesso, ao contrario
do ortélogo de E. coli, em que o renovelamento foi obtido com sucesso (Ganesh et al., 2001).

Ensaios preliminares de Dicroismo Circular da proteina MalE de Xac mostraram que a
proteina preservou sua estrutura secundaria que € tipica de uma proteina do tipo alfa-beta
(Figura 10), com sinal em 222 nm e 208 nm. A estimativa de estrutura secunddria prevista foi
de 36% de a-hélice, 17 % de folhas B, enquanto al¢as representam outros 40%. No ensaio de
Dicroismo Circular (CD) na auséncia e presenga de diferentes acgucares e em diferentes pHs
(Figura 11), verificamos que hd uma alteracdo no espectro de CD ao adicionarmos alguns dos
acucares, em especial, maltose no pH 5.0. Alteracdes no conteudo de estrutura secunddria de
proteinas em ensaios de dicroismo circular podem ser associadas a alguns fatores como
variacdes de concentracdo protéica, alteracdes de tampdo e pH que vao influenciar na forca
10nica, bem como interagdes com possiveis moléculas ligantes. Nos nossos ensaios, 0s
primeiros dois fatores foram eliminados j4 que ndo houve alteracdo dos tampdes e cada
triplicata de experimentos foi realizada com a mesma amostra. Ainda assim, em dias
diferentes, novas amostras foram usadas para fazer as novas triplicatas. Neste caso, as
alteracoes observadas somente na presenca de maltose e trealose, sugerem que ambos
acucares interagem de alguma forma com esta proteina de maneira a alterar sua conformacao.
A posicdo e a forma de interacdo contudo, ndo pode ser determinada neste tipo de
experimento. E reconhecido e descrito por vérios autores, que em proteinas periplasmaticas, a

presenca de ligantes dentro da fenda induz o fechamento dos dominios, aumentando as dreas

de contato e as interacdes. Tais interacOes muitas vezes induzem pequenas alteracoes
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Martineau, 1990, Telmer, 2003). As variacdes no conteido de estrutura secunddéria
encontradas nos nossos experimentos mostram que ocorre ganho de hélices alfa em presenca
de maltose. De outra forma, também analisamos o comportamento da proteina em variagdo de
pH e na presenca de ligantes, de forma que pudemos observar a influéncia da protonizacio
dos residuos na estrutura e interagdo com os acgucares. A MalE perde conteiddo de hélices alfa
(37% para 29%) e ganha folhas (de 31% para 41%) em pH 3.6. Uma possivel explicagdo para
este resultado seria que a protonagdo da proteina levaria a movimentagdes de residuos de
forma que as hélices tendenciosamente seriam desorganizadas aumentando as estruturas
desenoveladas a0 mesmo tempo que aumentaria a exposi¢ao das folhas beta, que tenderiam a
agregacdo. Nos outros pHs, a proteina mantém-se estdvel e com o conteido de estrutura
secundaria semelhante (38% de hélices, 16% de folhas, 40% de alcas). O conteido de
estrutura secunddria em outras MalEs ndo varia significativamente, ocorrendo diferencas
somente na posi¢do e orientacdo de muitos elementos individuais de estruturas secundarias
(Schafer et al., 2001). O ortélogo de E.coli se mostrou mais tolerante ao pH acido do que a
MalE de Xac, ja que € estavel numa faixa de pH de 4.0 a 10.5 (Ganesh, 1997).

A termo-estabilidade da proteina MalE foi analisada através do monitoramento do
sinal de CD a 222 nm, durante o aumento consecutivo da temperatura de 0°C até 100°C. Os
ensaios foram realizados com a proteina (5 pM) e na presenca dos ligantes maltose, lactose,
beta-ciclodextrina e trealose (1:2). Notamos que a proteina desenovela em duas etapas,
caracterizadas pela presenca de um pequeno ombro no espectro. O desenovelamento inicia-se
a 43°C e finaliza a 46°C. A MalE de Xac foi muito sensivel ao aumento de temperatura, com
tendéncia a agregacdo causada pela interacdo de folhas beta que se associaram apds a
exposicdo das mesmas, e ndo apresentou alteracdes significativas na presenca dos agticares
analisados, incluindo maltose. Este resultado foi bastante frustrante uma vez que quando
interagindo com ligantes, as proteinas periplasmdticas demonstram aumento na estabilidade
térmica decorrente da maior compactacdo da proteina e do maior nimero de interacdes que
devem ser quebradas para o desenovelamento (Balan et al.., 2006). Por outro lado, as
interacOes entre os ortdlogos e seus respectivos ligantes mostram que muitas destes contatos
sdo ligacoes de H de longas distincias (3.0 A) com moléculas de dgua e pontes salinas, o que
de certa forma sdo interagdes mais fracas. Foi visto que o conteido de aminodcidos
especificos como prolina é ligeiramente maior em ort6logos de organismos extremdofilos,
como Acy_MBP (6,7%) sendo este, associado a termoestabilidade. Contudo, embora a MalE
de Xac apresente 6,4% de prolinas, conteido maior que o ortdlogo de E. coli (5,7% de

residuos) este Gltimo é muito mais estdvel suportanto temperaturas de 50°C. Provavelmente,
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outros fatores como maior compactacdo da proteina devido ao menor nimero de cavidades
intramoleculares da proteina e diferencas na composi¢do de aminodcidos sdo responsaveis por
esta estabilidade. A MalE de Xac ndo € termodinamicamente reversivel visto que ao ser
aquecida, perde a estrutura e ndo € possivel reenovela-la.

Através de experimentos de deslocamento térmico, muito usados para a identificacao
de drogas que interagem com proteinas alvo, foi possivel observar uma pequena variacao da
temperatura de desenovelamento da MalE quando em presenca de maltose (Figural3) que ndo
foi observada com os demais agticares (aumento de 41°C para 43°C). Estes ensaios sdo bem
mais sensiveis as variagdes de desenovelamento e podem sugerir que de alguma forma a
maltose interfere com a estabilidade da proteina. Ainda assim, mais uma vez, nao fica claro
que esta estabilidade estaria relacionada a presenca do ligante no bolsdo de interacdo e da
formacgdo de contatos com a proteina. Poderia ser que a presenga do actcar tenha um efeito
estabilizador geral, como no caso de sacarose em alguns ensaios de enovelamento de
proteinas. Por outro tal efeito, contraditoriamente, ndo foi observado o mesmo efeito com
nenhum outro agucar.

Outro fator particular na caracterizagdo da MalE de Xac e de seus ortdlogos
encontrados em outros fitopatégenos, € a presenca de uma extremidade C-terminal com 40
aminodcidos adicionais do que os ortélogos com estrutura resolvida. Estudos com a proteina
de E. coli revelaram que esta parte da proteina € importante na determinagdo do ligante ou
mesmo na sua funcionalidade, uma vez que a delecio de hélices terminais impossibilita que a
proteina ligue maltose, enquanto que a substituicdo de seis residuos por 11 no C-terminal
altera o modo de ligacdo da proteina (ndo liga maltodextrinas) e prejudica sua quimiotaxia
(Spurlino et al., 1991).

A proteina MalE possui 13 triptofanos cujos comportamentos foram analisados em
ensaios de fluorescéncia. Sabemos que o espectro observado na fluorescéncia € uma
somatoéria do espectro de cada triptofano, o que torna possivel avaliar termos apenas uma
média do comportamento de todos os triptofanos. O aumento de fluorescéncia € normalmente
dependente de mudancas conformacionais das proteinas, mas medidas estiticas da
fluorescéncia sdo limitadas em suas habilidades em prover informacgdes sobre aminodcidos
especificos e movimentos espaciais envolvidos. A diminui¢do da fluorescéncia da MalE de
Xac foi associada ao aumento da concentracdo de maltose em diferentes faixas (05 uM — 500
uM e 0,1 mM - 20 mM). O “quenching” dos triptofanos ocorreu nas concentragdes de 10 uM

e 20 uM de maltose. Infelizmente ndo foi possivel determinar o K4 da proteina por esse
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ensaio, provavelmente devido ao grande nimero de residuos de triptofano presentes na
molécula.

Para eliminar o efeito de alteracdes decorrentes da concentracdo de ligante, a MalE de
Xac foi saturada com maltose e trealose e analisada quanto ao espectro de fluorescéncia em
diferentes pH. Tanto na auséncia ou presenca dos aguicares, o aumento de pH direciona os
triptofanos para um ambiente mais polar, mas com efeitos de apagamento de fluorescéncia,
sugerindo que os triptofanos podem ser escondidos pelo fechamento da molécula apds a
possivel interagdo. Os efeitos da concentragdo dos agucares nos resultados s@o excluidos por
subtracdo dos dados gerados com amostras de tampdo e agucar sobre as amostras com
proteinas. De acordo com o modelo estrutural da MalE de Xac, os doze triptofanos estdo
espalhados em diferentes regides da proteina. Posicdes relevantes sdo apresentadas pelos
residuos de Trp que estdo na entrada da fenda: (Trp227, Trp243, Trp353, Trp69, Trp11 e Trp116). 0)

residuo Tlrp353

pertence a hélice que provavelmente deve sofrer grande movimentagdo durante
o processo de abertura e fechamento para captacdo do agicar. De acordo com Martineau
(1990), os residuos Trp230/232 e Trp340 estdo envolvidos na diminui¢do da fluorescéncia em

23% na MalE de E. coli. Para a MalE de Xac, esses residuos estdo alinhados com o Trp243

(localizado dentro do bolsdo) e Trp™>"

, respectivamente, sendo responsaveis pela diminui¢ao
da fluorescéncia na proteina de Xac. As andlises dos modelos e dos ortélogos nos mostraram
que o residuo de Trp69 estd na regido de interacdo com o ligante e é conservado em todos os
ortélogos analisados.

A MalE revelou-se uma proteina de facil cristalizacdo, uma vez que foram obtidos
cristais em 15 diferentes condi¢des, de tamanhos variados e em periodo de tempo de uma a
duas semanas (em geral 10 dias). Corroborando os ensaios de CD e fluorescéncia que
mostraram maior estabilidade da MalE em pH 5.0 a 8.0, esta faixa de pH também foi a mais
adequada para o crescimento dos cristais. Ainda, € interessante ressaltar que tais cristais
cresceram somente na presenca de maltose, mais uma vez corroborando os dados
espectroscopicos que sugerem a interacao da proteina com este acticar. De fato, a presenca de
ligantes € comum em muitas das proteinas periplasmaticas com estrutura resolvida ja que
estes estabilizam os dominios na forma fechada e evitam movimentacdes dos mesmos que
desestabilizariam as condi¢des de equilibrio e saturacdo da gota de cristalizacdo. Apesar da
facilidade em obtencdo dos cristais, 0s mesmos ndo apresentaram boa resolucdo apds a
irradiacdo. Um dos fatores que podem ser apontados pela baixa resolugdo seria a presenca de
grande quantidade de dgua na unidade assimétrica, conforme analisado pela obtencdo do

coeficiente de Mattheus (3,29). Outro indicativo da fragilidade dos cristais foi a auséncia de
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resposta aos testes de anelamento, onde fluxo de nitrogénio no gonididmetro, antes da
irradiacdo do cristal, é bloqueado por alguns segundos, levando a uma variacdo de
temperatura brusca e momentanea, frequentemente descrita como fator de compactagdo de um
cristal. A presenca de dgua nos canais da proteina facilita interacdes de dtomos da proteina
com a dgua e ndo com os pares na estrutura. A melhor condi¢ao de difracdo foi obtida apés o
aumento da concentracdo de sal nas amostras de proteina, do pH que passou de 7.5 a 8.0
(proteina com carga mais negativa) e da alteracdo no método de cristalizacdo. Este dltimo, foi
importante porque durante a formacdo dos cristais, a fina pelicula de proteina que era formada
sob a gota de cristalizacdo, dificultou a manipulacido e obten¢do dos mesmos. O excesso de
manipulacdo dos cristais pode levar a sua desestruturacdo. O método de gota pendente
facilitou a captura dos cristais j4 que os mesmos nio depositavam com facilidade e eram
encontrados livres na gota. Outras tentativas de obtengdo de cristais de melhor qualidade
foram o uso de temperaturas de cristalizacdo diferentes (18°C e 4°C) e de acicares. A
temperatura pode alterar a velocidade de crescimento do cristal e estabilizar a proteina.
Cristais que crescem mais lentamente poderiam contem interagdes e ligacdes mais compactas
e estdveis do que os que crescem rapidamente, embora esse fendmeno também seja
relacionado as caracteristicas de cada proteina. Outra tentativa de melhorar a qualidade dos
cristais foi a retirada da cauda de histidina da proteina recombinante, a qual poderia estar
promovendo interagdes que alterassem a estrutura da propria proteina, como se estivesse
desenovelada, levar a agregacdo e instabilidade protéica. Contrario as nossas expectativas, 0s
ensaios de CD mostraram que a auséncia da cauda, torna a MalE mais instavel e susceptivel a
agregacao.

Conforme os padrdes de difracdo dos cristais que mostravam pontos muito préximos
uns dos outros, o processamento dos dados de cristalizacdo revelou que as células unitérias de
todos os cristais analisados eram muito grandes. A proximidade dos pontos foi um dos fatores
que mais prejudicou o processamento e obtencdo de um conjunto de dados com definicao de
parametros de célula unitdria e outros dados estruturais que pudessem ser usados para a
resolucdo da estrutura tri-dimensional da proteina. Os dados de processamento obtidos ao
final, com a condi¢@o 3,5 M de formato de sédio e 0,1 M de Tris pH 8.0 , também nao foram
suficientes para a obtencdo da estrutura, apesar de serem de 6tima qualidade. Neste caso,
acreditamos que o principal fator foi a baixa identidade de sequéncia de aminoéacidos da MalE
com os respectivos ortélogos com estrutura resolvida. O método de substituicio molecular
baseia-se exatamente no quao similares as proteinas seriam estruturalmente, de forma que as

coordenadas estruturais de uma podem servir como molde para a outra. Segundo a identidade,
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menor que 30%, sabiamos que o método poderia ndo servir, mas baseados nos dados de
literatura e nos nossos alinhamentos estruturais de todas as proteinas resolvidas, também
sabiamos que todas as proteinas ligadoras de agucares, em especial, maltose, maltotriose e
trealose apresentavam estrutura extremamente conservada. Nosso modelo ndo fugiu a esta
expectativa. A impossibilidade da utilizacdo deste método para a determinacdo da estrutura
tercidaria da MalE sugere que esta proteina pode apresentar fatores estruturais distintos em
comparacao com as demais o suficiente para tornd-la um grupo a parte. A propria presenca de
uma regido C-terminal muito maior ja € prova disto.

Outra frustracdo foram os dados obtidos nos ensaios de calorimetria para a obtencao
de K, (constante de dissociagc@o), os quais seriam a prova/evidéncia direta da interacdo da
MalE com actcar(es). Nestes ensaios , a interacdo da proteina com os agucares deveria
promover uma reagcdo exotérmica com liberacdo de calor, mensurado no experimento. A
titulacdo do ligante associada a parada na liberagdo de calor seria uma forma de observar a
saturacao ou estado em que a proteina atingiria o equilibrio e que todas as moléculas estariam
ligadas. Em nenhum dos experimentos houve troca de calor entre a MalE e os acucares
(Figura 17), incluindo maltose, denotando a falta de interacdo. Alteracdes nas condicoes
metodoldgicas foram testadas principalmente basedas nos ensaios obtidos com ortélogos, sem
contudo, resultados satisfatérios. Dado que a MalE de Xac deve apresentar diferengas em
relacdo as demais estruturas, ainda que ela conserve caracteristicas importantes de proteinas
ligadoras de acucares, estes ensaios ainda podem ser melhor otimizados. Contudo, baseado
nestes experimentos a MalE ndo liga nenhum dos agtcares testados. Um fator importante no
caso destes ensaios foi a qualidade das amostras. Em altas concentragdes, como as utilizadas
nos ensaios (mais de 14 mg/ml de proteina) a MalE apresentou a tendéncia a agregacdo e
formagcdo de complexos (amostras ndo monodispersas) € ndo apenas mondmeros, como
evidenciado em ensaios de DLS e experimentos de SAXS (dados ndo mostrados).

A modelagem molecular da MalE de Xac foi uma alternativa para a auséncia de dados
cristalograficos. Através dos modelos obtidos pudemos avaliar vérios dos resultados
experimentais de forma mais precisa. A constru¢do de um bom modelo depende da estrutura
cristalografica que serd usada como molde e do alinhamento trabalhado manualmente. Ha
uma variedade de maneiras de se construir um modelo. Um dos métodos é o de modelagem
através da montagem de um corpo rigido. Outra metodologia € por meio de segmentos
correspondentes, onde se aproximam posi¢oes de dtomos conservados no modelo com os da
proteina de interesse. E o terceiro grupo é o de modelo através da satisfacdo de restri¢des

espaciais, cuja metodologia € utilizada pelo programa Modeller e baseia-se na técnica de
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resolucdo de estruturas por ressonancia magnética nuclear. As restricoes sdo obtidas ao
assumirmos que as distancias e angulos correspondentes no alinhamento do modelo e da
estrutura alvo sdo similares, esses conjuntos de critérios geométricos geram uma funcio de
probabilidade densidade para a localizacdo de cada dtomo na proteina. A homologia que €
derivada destas restricdes € suplementada por restricdes estéreo quimicas no comprimento e
angulos das ligacdes, contatos de dtomo-atomo nao ligados. O Modeller utiliza as restri¢cdes
de distancia e angulos da seqiiéncia alvo derivada de um alinhamento com o molde da
estrutura tridimensional. A constru¢do de modelos pela satisfagdo de restricdes pode ser feita
utilizando-se tipos diferentes de informacdo sobre a seqiiéncia alvo, o que torna a técnica
utilizada pelo Modeller promissora em relacdo as outras técnicas (Marti-Renom, 2000). No
caso do modelo da MalE de Xac e dos outros componentes do éperon, os alinhamentos para a
constru¢do dos modelos foram bastante satisfatdrios, especialmente por ndo apresentarem
"gaps" entre as sequéncias de MalE de Xac e as de E. coli, T. litoralis e T. maritima. Apesar
da baixa identidade de aminodcidos (15% a 22%), A MalE de Xac apresentou alta
conservagdo estrutural (rmsd de 0,5 a 2,8 A), conforme descrito para outras proteinas
periplasmaticas, incluindo algumas proteinas ligadoras de arabinose (BPA), sulfato (SBP), D-
galactose/D-glicose (GGBP), Leucina/Isoleucina/Valina (LIVBP) e leucina (LBP) (Spurlino,
1991 e Quiocho, 1997). Ainda assim, ndo podemos deixar de mencionar que como modelo, a
conformacdo tri-dimensional adquirida segue o molde utilizado, o que de certa forma for¢a a
estrutura as coordenadas estruturais do molde. Por outro lado, através das andlises de
modelagem na presenca do ligante, foi possivel verificar que a proteina de Xac apresenta o
bolsdo de interacdo também muito caracteristico de proteinas ligadoras de acucar, incluindo
condi¢des estruturais importantes para a interacdo tanto com maltose como com trealose.
Estes dados, apesar de apenas suportados por andlises de modelagem molecular e docking,
revelam importantes caracteristicas em comum em todos os ort6logos, bem como diferengas
significativas que podem refletir suas especificidades e afinidades por diferentes ligantes. A
maioria dos residuos que interagem diretamente com o0s aglcares nas estruturas sdao polares
carregados, como os encontrados nas estruturas de proteinas ligadoras de monossacarideos
como as ligadoras de arabinose, ribose e glicose (Quiocho et al., 1997). As proteinas/enzimas
que ligam carboidrato t€ém sido divididas, ou classificadas, em dois grupos com base na
localizagdo do seu sitio ligador. Os sitios em proteinas pertencentes ao grupo I (hexoquinase,
proteinas periplasmadticas ligadoras de monossacarideos, sitio ativo da fosforilase, membros
da familia dos repressores Lacl, etc) estdo escondidos e aptos a seqiiestrar os carboidratos,

enquanto que os sitios do grupo II (sitio de estocagem da fosforilase, lectinas,
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N

imunoglobulinas, amilases) estdo localizados mais préximos a superficie da molécula
(Quiocho et al., 1997). Como as unidades de glicose da maltose e trealose ficam ocultas no
modelo da MalE de Xac, constatamos que a proteina exibe caracteristicas das proteinas
pertencentes ao grupo L.

As regides I, III, IV e V da figura 24 concentram residuos envolvidos com a intera¢io
dos acicares e também mostram certa conservacdo, especialmente entre os ortélogos de T.
thermophilus, T. maritima, E. coli, P. furiosus e A. acidocaldarius. Nestas proteinas a
conservacgdo dos triptofanos e acido aspdértico na regido III € evidente. O importante residuo
TI‘p62 da MalE de E.coli, cuja perda reflete um aumento de 10 vezes no Ky se encontra nesta
regido. Em outras MBPs esse residuo é conservado mas nao alinhado na seqiiéncia da MalE
de Xac. O acido glutdmico na regido IV e aminodcidos carregados, tirosina e fenilalanina,
formam o “bolsdo” na regido V. A MalE de Xac e de T. litoralis conservam uma tirosina
alinhada que também estd envolvida com a interacdo com trealose. A regido VIII ¢é
caracterizada pela presenca de residuos de triptofanos localizados na regido que interage com
o ligante. Excecao é observada para a MalE de T. litoralis, onde esse residuo € substituido por
uma tirosina. As regides II, VI e X revelaram mais propriamente os residuos envolvidos na
formacdo do bolsdo ligador, mas € interessante notar que na regido X, embora os residuos de
metioninas e triptofanos nao estejam alinhados, eles s@o conservados. Na MalE de E. coli, a
troca do Trp3 40 por uma alanina resulta na perda da capacidade de ligar maltose (Martineau et
al., 1990). Esse residuo € conservado, mas ndo estd alinhado nas outras estruturas ortélogas
(Figura 20). Muitos contatos Van der Waals sdo formados, nesses contatos hd uma extensa
participacdo das cadeias laterais dos residuos aromadticos incluindo Trp62, Tyrlss, TI‘p23O e

it . . , ~
340 (Quiocho, 1991). Verificamos que esses residuos sdo conservados em todos os

Trp
ortélogos, exceto Tyr155 que ndo esta presente somente na MalE de Xac.

O residuo Gly13 da MalE de E. coli ligada e ndo ligada a maltose estd sempre em
contato com o residuo Pro”® da MalG (Daus et al., 2007). Verificamos que esse residuo é
conservado, mas nao alinhado, nos ortélogos 7. termophilus, A. acidocaldarius, e Xac. Em T.
litoralis este residuo € conservado e alinhado e em P. furiosus esse residuo € semi-
conservado, ja que foi substituido por uma metionina, também de cardter apolar. A presenca e
conservacdo deste residuo pode indicar sua importincia para a interacdo da proteina
periplasmdtica com a proteina de membrana MalG em quatro dos ortélogos que possuem a
estrutura tri-dimensional resolvida e no nosso modelo. De qualquer forma, o importante

nestes dados quando analisados conjuntamente € o fato de que embora ndo tenha sido

demonstrada de forma direta a interacdo da MalE de Xac com a maltose ou qualquer outro
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aclcar, esta proteina apresenta as principais caracteristicas de proteinas ligadoras destes
componentes. As caracteristicas do bolsao, como tamanho, residuos e polaridade mostram que
a MalE de Xac poderia se adaptar para a interacao com alguns dos agucares testados.

A presenca de um ortélogo em sua forma aberta, ou seja, sem ligante, também
permitiu verificarmos que a abertura da MalE de Xac expondo a fenda deve-se essencialmente
a movimentacdo do dominio II, o que estd de acordo com o que vem sendo descrito na
literatura (Locher, 2002). De fato, o dominio I tem sido considerado em algumas estruturas
como o dominio receptor, que promove as primeiras interagdes com o ligante, o qual em
seguida, associa-se a0 dominio II aproximado por afinidade. Estas movimentagdes observadas
poderiam explicar alguns dos dados de CD (Figurall) onde ocorre ganho de estrutura
secunddria e nos experimentos de fluorescéncia (Figura 16, tabela 5), como discutido
anteriormente.

A construcdo de um modelo do possivel transportador em sua forma completa também
nos ajudou a fundamentar alguns dados obtidos em relacio a MalE. Por exemplo, ao
sobrepormos os modelos das permeases LacG e LacF com as estruturas do transportador de E.
coli, notamos que o poro formado por LacF e LacG € essencialmente apolar, como em E. coli.
LacF e LacG sao formadas por 11 a-hélices que organizam-se do mesmo modo do encontrado
nos transportadores de molibdato (Hollenstein et al.., 2007) e metionina (Kadaba et al..,
2008). Notamos também que a proteina LacF ndo possui as trés hélices e o dominio externo
encontrado na MalF de E.coli (P2-loop), o qual exerce uma importante funcdo na
comunicacdo entre as subunidades da membrana e do periplasma, principalmente sendo
responsavel pela manutencdo da MalE em contato muito estreito com o transportador (Daus et
al.,, 2009; Jacso et al., 2009). Entre os ortlogos analisados, somente 7. maritima e T.
thermophilus possuem na seqiiéncia de aminodcidos das MalFs uma regido correspondente a
este dominio de E. coli (P2-loop), mas estes ortdlogos ndo conservam os residuos Thr'” e
Ser’® utilizados para experimentos de “cross-linking” por Daus e colaboradores (2009). A
auséncia deste dominio extra nos outros ort6logos e em Xac nos leva a ponderar que a forma
de sinalizacao das proteinas periplasméticas com as de membrana nestes ort6logos ocorre de
maneira diferenciada.

O sistema transportador de maltose de E. coli é um sistema de transporte de
maltodextrinas otimizado para a utilizacdo de maltose e maltodextrinas curtas, isso €
evidenciado pela presenca da maltoporina (LamB) e a presenca de enzimas responsdveis pela

degradacdo em E. coli (Boos e Shumam, 1998). Xac e os outros fitopatdgenos nao possuem
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esta maltoporina, mas apresentam a proteina Tar que pode estar envolvida na quimiotaxia
para maltose.

Acreditamos que em Xac como em outras bactérias, o transporte ativo de acucares
como fonte de energia seja fundamental. Como o habitat natural deste fitopatégeno é uma
planta onde h4 disponibilidade de amido, a bactéria deve dispor de mecanismos para degradar
e utilizar esta fonte de energia. Xac apresenta alguns genes para o metabolismo de agicar
como para a degradacdo de maltose (4-alfa-glucanotransferase, Xac0428 e alfa-glucosidase,
Xac2599), trealose (threhalase, Xac0608), glicogénio em dextrinas (alfa-amilases, Xac798),
UDP-glicose em D-glicose (trealose-6-fosfato sintase, XAC3211; trealose-6-fosfato fosfatase,
Xac3209; e threhalase (Xac0-0604) e finalmente, a enzima para conversdo da maltose em
alfa-alfa-trealose (e vice-versa) (trealose sintase, Xac0155). A MalE, juntamente com os
outros componentes do operon como a LacF e LacG de Xac, seriam importantes por
transportarem acucar para dentro da bactéria e assim permitir que esta o utilize como fonte de

energia.
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6 CONCLUSOES

v A proteina recombinante MalE de Xac foi expressa na forma soliivel pela linhagem
D_MalEl transformada com o plasmidio SMol2 e purificada somente apds as

cromatografias de afinidade ao niquel e a purificacao pelo método de gel filtracdo;

v Ensaios de dicroismo circular mostraram que a proteina € estdvel em pH &4cido, neutro
e bésico, e que a adi¢do de maltose e trealose promove alteracdes no conteudo de

estrutura secunddria, sugerindo a interacdo destes com a MalE;

v Os ensaios de fluorimetria associados aos dados estruturais obtidos com os modelos,
sugerem a importancia dos residuos de triptofano 69, 243 e 353, conservados e

presentes na fenda e entrada da proteina;

v A titulagdo da maltose no ensaio de fluorescéncia gerou um “quenching” dos
triptofanos, mas nao foi possivel obter-se o K4 por este método, ja que a fluorescéncia

nao parou de diminuir;

v A proteina recombinante MalE de Xac cristalizou em diversas condicdes (36), numa
faixa de pH entre 6.0 e 8.0, tendo o reagente polietilenogliol (PEG) como principal

agente precipitante;

v A maioria dos cristais apresentou uma difracdo ruim com baixa resolugdo; dados
preliminares de coleta e processamento mostram que a baixa qualidade dos cristais
pode estar relacionada ao fato da célula unitdria ser muito grande e presenca de grande

quantidade de dgua;
v A condi¢do de cristalizagdo 3,5 M de Formato de sédio e 0,1 M de Tris pH 8.0

produziu cristais de boa qualidade, cujo processamento de dados revelou simetria e

auséncias sistemdticas do grupo espacial ortorrombico P6122;
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v Tentativas de resolver a estrutura da proteina MalE de Xac com estes dados pelo
método de substituicdo molecular ndo foram bem sucedidas, provavelmente devido a

baixa identidade de sequéncia entre entre os ortdlogos com estrutura resolvida;

v Alinhamentos de sequéncia de aminodcidos mostraram que os ortélogos da MalE de
Xac em outras fitopatdgenos compartilham uma alta identidade, de forma que os dados

obtidos podem ser extrapolados para estas proteinas;

v Foi possivel construir modelos da proteina MalE de Xac utilizando-se as coordenadas
atdmicas dos ort6logos com estrutura resolvida de 7. litoralis ligada a trealose(c6digo
do PDB 1EUS) e E. coli ligada a maltose (codigo do PDB 1ANF) que apresentaram
caracteristicas estruturais conservadas, evidenciando um pocket com afinidade por

acucares como maltose, trealose, e maltotriose;

v Como observado entre os ortdlogos de MBP, a MalE de Xac conserva a organizacdo
estrutural destas proteinas, sendo formadas por dois lobos ligados por uma regido
denominada de dobradica, no meio destes lobos encontra-se a fenda ligadora de

substrato;

v Andlises de modelagem molecular de interagdes da proteina com maltose e trealose,
mostraram que a MalE de Xac apresenta maior nimero de residuos conservados e
interacdes com maltose do que trealose, apesar de sua sequéncia ser mais proxima

filogeneticamente da proteina de 7. litoralis;

v Através da modelagem dos componentes de membrana do operon malElacFG de Xac,
ficou evidenciado que a proteina de membrana LacF é bem diferente de seu ortélogo
por ndo apresentar a alca periplasmatica que faz contato com a MalE e as trés hélices

transmembrana laterais, e que a proteina MalG € essencialmente muito conservada;

v Em sua estrutura geral, o transportador de Xac mais similaridades com os

transportadores de molibdato e metionina, do que ao de maltose;

v A alta conservacdo de sequéncia de aminodcidos da MalE com os ort6logos de

bactérias fitopatogénicas e a conservacdo estrutural apresentada entre os ortélogos
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com estrutura resolvida, mostram residuos importantes para a funcdo de ligagdo,
interacdo com o transportador e movimentagdo dos dominios, de forma que os dados
obtidos neste trabalho podem ser usados para estudos posteriores e constru¢do de

mutantes que caracterizem as funcdes in vivo desta proteina.
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Crystallization, data collection and data processing
of maltose-binding protein (MalkE) from the
phytopathogen Xanthomonas axonopodis pv. citri

Maltose-binding protein is the periplasmic component of the ABC transporter
responsible for the uptake of maltose/maltodextrins. The Xanthomonas axono-
podis pv. citri maltose-binding protein MalE has been crystallized at 293 K using
the hanging-drop vapour-diffusion method. The crystal belonged to the primitive

hexagonal space group P6122, with unit-cell parameters a = 123.59,
b =123.59, ¢ =304.20 A, and contained two molecules in the asymetric unit. It
diffracted to 2.24 A resolution.

1. Introduction

Maltose- or maltodextrin-binding proteins (MBPs) are located in the
periplasm of Gram-negative bacterial species, where they interact
with substrates such as the disaccharide maltose, longer linear
maltodextrins and even larger and more complex cyclodextrin
molecules before uptake to the interior of the cell (Boos & Shuman,
1998; Tam & Saier, 1993). In Escherichia coli K12, the active
transport of maltose and maltodextrins requires MBP and an ATP-
dependent membrane-associated transport system made up of two
integral membrane proteins (MalF and MalG) and two copies of an
ATP-hydrolyzing subunit (MalK) (Hall, Ganesan et al.., 1997; Hall,
Gehring et al.., 1997; Hall, Thorgeirsson et al.., 1997). Similar to
other ABC-type transport binding components, MBP or MalE
typically consists of two nearly symmetrical lobes separated by a
hinge region in which the substrate-binding site lies (Spurlino et al..,
1991). After binding, the protein undergoes a conformational change
as a direct result of bending and twisting movements of the lobes
towards each other, leading to substrate enclosure (Quiocho et al..,
1997; Saul et al.., 2003; Millet et al.., 2003; Telmer & Shilton,
2003). MBPs have also been characterized as chemoreceptors for
maltose taxis after interaction of the bound complex with the
periplasmic portion of the Tar protein (Zhang et al.., 1999).

Much of the existing knowledge about microbial ABC transporters has

been gleaned from studies of the high-affinity maltose-transport system
in E. coli. Indeed, E. coli MBP (Eco_MBP) has been subjected to a
battery of genetic, biochemical and biophysical studies that have
produced a wealth of information about the structure and ligand-binding
properties of Eco_MBP (Martineau et al.., 1990; Spurlino et al.., 1991;
Sharff et al.., 1992). However, it is unclear to what degree these
observations can be generalized to other bacteria: that is, what are the
structural similarities and differences between Eco_MBP and MBPs
from distant relatives such as bacteria living in different habitats or host
organisms? The crystal structures of six bacterial MBPs have been
reported from Pyrococcus furiosus (PDB code lelj; Evdokimov et al..,
2001), Thermococcus litoralis (leu8; Diez et al.., 2001),
Alicyclobacillus acidocaldarius (1urg; Schafer et al.., 2004),
E. coli (1anf; Spurlino et al.., 1991), Thermus thermophilus (2gh9; M.
J. Cuneo, A. Changela, L. S. Beese & H. W. Hellinga, unpublished work)
and Thermotoga maritima (2fnc; M. J. Cuneo & A. Changela,
unpublished work) and they all share a similar structural organization
irrespective of the relatively low amino-acid sequence conservation.

The crystal structures of MBPs in the closed and open states reveal a
cleft between two lobes in which the oligosaccharide substrate binds
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Table 1
Crystallization conditions and resolution obtained for the Xac_MalE crystals.

Nd, no diffraction.

C Additive Cry¢ tectant Ligand Resolution (A)
4% PEG 8000 — 20% glycerol Maltose Nd
25% PEG MME 2000 — 15% glycerol Maltose Nd
0.1 M Na MES pH 6.5, 0.6 M sodium chloride, 20% PEG 4000 — 20% glycerol Maltose Nd
0.1 M Na MES pH 6.5, 12% PEG 20 000 — — Maltose 10.0
0.1 M Na HEPES pH 7.5, 12% PEG 20 000 — — Maltose 7.0
0.1 M Na HEPES pH 7.5, 0.2 M sodium acetate, 20% PEG 3000 30% dioxane 15% glycerol Maltose 3.7
0.1 M Na HEPES pH 7.5, 0.2 M sodium acetate, 20% PEG 3000 — — Maltose 34
0.1 M Na HEPES pH 7.5, 0.2 M sodium acetate, 20% PEG 3000 0.1 M trimethylamine-HCl — Maltose 34
0.1 M Tris—HCI pH 8.5, 0.2 M lithium sulfate, 17% PEG 4000 — 20% glycerol Maltose 3.2
1.2 M sodium tartrate, 0.1 M bis-Tris propane pH 7.0 — 25% glycerol Maltose 2.8
3.5 M sodium formate, 0.1 M Tris—HCI pH 8.0 — — Maltose 2.24

and is completely engulfed by rotation of the lobes. While delivering
the substrate to the transmembrane subunits, the binding protein
seems to stimulate ATP hydrolysis. The observation that MBP is
trapped in a complex with MalFGKj in the presence of a transition-
state analogue (Mg, ADP, vanadate) suggests that the binding of
MBP induces conformational changes in the transporter and thereby
triggers ATP hydrolysis (Oldham et al.., 2007).

However, maltose/maltodextrin-binding proteins from plant-associated
bacteria have not been functionally or structurally characterized. The
genus Xanthomonas comprises a diverse and economically important
group of bacterial phytopathogens that belong to the s-subdivision of the
proteobacteria. Xanthomonas axonopodis pv. citri is the causative
agent of citrus canker, a disease that affects several citrus cultivars
around the world and that results in significant economic losses
worldwide (Brunings & Gabriel, 2003). Definition of the complete
genome sequence of X. axonopodis pv. citri revealed that approximately
4% of the genomic content encoding structural genes is dedicated to the
synthesis of ATP-dependent transport systems, represented mainly by
ABC transpor-ters (da Silva et al.., 2002). Most of the maltose-uptake
system is present in a single operon encompassing three cistrons
(malElacFG) that encode the periplasmic binding protein MalE and two
trans-membrane proteins LacF and LacG. The nucleotide-binding
domain corresponding to the MalK protein was identified in another
region of the genome (the ugpC gene, which shares 50% sequence
identity to E. coli malK). The periplasmic protein contains 456 amino
acids, including a putative 19-amino-acid signal peptide, and should
drive both the specificity and affinity of the maltose/maltodextrin-
transport system in this plant pathogen. Previous evidence has suggested
that recombinant X. axonopodis pv. citri MalE (Xac_MalE) binds
maltose (Balan et al.., 2005), but the functionality of this operon in X.
axonopodis pv. citri is still unclear. In order to determinate the three-
dimensional structure of this protein in the presence of maltose, we report
the crystallization, data collection and initial structural analysis of
recombinant Xac_MalE expressed in E. coli. The X-ray crystal structure
of the present protein is expected to reveal structural features that may be
common to MBPs from other phytopathogenic microorganisms, since the
amino-acid sequences of MalE and of the other components of the
transporter share more than 80% identity.

2. Crystallization

The nucleotide sequence encoding mature MalE (without the initial 19-
amino-acid signal peptide) was amplified by PCR from X. axono-podis

pv. citri var. 306 and cloned into a pET28a vector (Novagen) for
production of a cytoplasmic protein with a Hisg tag genetically fused at
the N-terminal end. The recombinant protein was purified from

soluble extracts by immobilized nickel-affinity chromatography (1 ml
HisTrap HP from Amersham Biosciences; Balan et al.., 2005). Samples
dialyzed against 20 mM Tris—HCl pH 8.0, 50 mM NaCl were kept at 277
K at a final concentration of 40 mg ml* . Samples of recombinant
Xac_MalE protein (10 mg ml*') in the absence and the presence of
various sugars including maltose, trehalose, lactose, s-cyclodextrin and 3-
cyclodextrin (the protein:sugar ratio was 1:2) were submitted to
crystallization trials using both the sitting-drop and hanging-drop vapour-
diffusion methods. Screenings were performed using Crystal Screens 1
and 2, Index Screen, SaltRX and PEG/lon Screen (all from Hampton
Research), JBScreen 1-5 (Jena Bioscience) and Wizard I and II (Emerald
Biostructure) according to the instructions of the manufacturers. Drops
were prepared by mixing equal volumes (2 ml) of protein and reservoir
solution and were equilibrated against 400 ml reservoir solution at 294 K.
Refinement of the crystallization condi-tions was carried out by varying
the precipitant and salt concentra-tions as well as the pH and by the
incorporation of additives.

3. Data collection and processing

The final crystallographic data were collected on protein crystallo-
graphy beamline 9-2 of the Stanford Synchrotron Radiation
Laboratory (Menlo Park, California, USA), a national user facility
operated by Stanford University on behalf of the US Department of
Energy, Office of Basic Energy Sciences and Biological and Envir-

onmental Research. The wavelength was 0.82 A and a MarMosaic

crystals obtained in 3.5 WW and 'l M

Figure




Tris pH 8.0; the crystals diffracted to 2.24 A resolution.

Table 2
Data-collection and processing statistics of X. axonopodis pv. citri MalE crystal.

Values in parentheses are for the last resolution shell.

Space group ) P6122
“““““ 3=90.00, 3 =90.00, 3 = 120.00
Mosaicity () 0.24
Temperature (K) 100
E)‘étlillation ®) 6.25
Crystal-to-detector distance (mm) 325.0
No. of frames B 360
|/3(|) after merging 231 “(4.5)
Completeness (%) 99.9 (99.8)
Hlultiplicity 109 (11.1)
merge 0.07 (0.45)

726568 (105326)
66688 (9508)

No. of reflections
No. of unique reflections

325 CCD detector was used to record the oscillation data with 5 =
0.25° Crystals were cooled in a stream of nitrogen gas at 100 K in
order to minimize radiation damage. The data sets were integrated
using MOSFLM v.6.2.6 (Leslie, 1999) and scaled with SCALA
v.3.2.19 (Evans, 1993). The Matthews coefficient was calculated
using the CCP4 package (Collaborative Computational Project,
Number 4, 1994).

4. Results and discussion

The single-step purification by affinity chromatography was sufficient to
produce crystallization-quality protein (Balan et al.., 2005). Crystal
growth usually occurred in 6 d, leading to bipyramidal crystals with
dimensions ranging from 100 to 500 mm. Crystals were obtained in more
than 15 different crystallization conditions containing poly-ethylene
glycol (PEG), MES or HEPES in the pH range 6.5-7.5, but were only
obtained in the presence of maltose. However, none of these crystals
were capable of generating diffraction patterns with resolution better
than 7 A. Cryoprotection with 15-20% glycerol or PEG 400 and
annealing (1-15 s) were tested in order to increase the resolution,
with no success. Refinement of all crystallization condi-tions
revealed that crystals grown in 0.1 M HEPES pH 7.5 or 0.1 M Tris
pH 8.0 with lithium sulfate, sodium acetate or sodium formate

showed an increase in the resolution limit to around 3.2-3.4 A (Table
1). All crystallization trials with sugars other than maltose were
unsuccessful.

In order to further improve the quality of the crystals, the salt
concentration in the samples was increased from 20 to 50 mM Tris—
HCl and the pH was increased to 8.0. Finally, good diffraction data

were obtained to a maximum resolution of 2.24 A on increasing the pH
from 7.0 to 8.0 in 0.1 M Tris—=HCI and 3.5 M sodium formate (Fig. 1).
Crystals showed the symmetry and systematic absences of the primitive
hexagonal space group P6122. The data-collection statistics are
summarized in Table 2. The Matthews coefficient (Matthews,

o
3 sl
1968) was calculated to be 3.35 A Da

63.4% assuming the presence of two molecules in the asymmetric
unit.

and the solvent content was.

Ongoing experiments will elucidate the structural organization of
Xac_MalE, which will shed light on the mechanism of sugar transport in
Xanthomonas species as well as in other phytopathogenic bacteria.
Elucidation of the crystal structure of Xac_MalE will also reveal possible
conserved structural and functional features that are shared with other
substrate-binding proteins of maltose ABC transporters reported from
other bacterial and archaeal species.
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St'ncrotron (ABTLuS) and the US Department of Energy. We would
like to thank Andreia N. Meza and Camila Calderon for their
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Abstract

The uptake of maltose and maltodextrins in gram-negative bacteria is mediated by an ATP-dependent transport complex com-
posed of a periplasmic maltose-binding protein (MBP) and membrane-associated proteins responsible for the formation of a mem-
brane pore and generation of energy to drive the translocation process. In this work, we report the purification and in vitro functional
analysis of MBP, encoded by the malE gene, of the plant pathogen Xanthomonas citri, responsible for the canker disease affecting
citrus plants throughout the world. The X. citri MBP is composed of 456 amino acids, displaying a low amino acid identity (16%
throughout the sequence) compared to the Escherichia coli K12 ortholog. The X. citri malE gene was cloned into a pET28a vector,
and the encoded protein was expressed and purified by affinity chromatography as a His-tag N-terminal fusion peptide pro-duced by
the E. coli BL21 strain. Enhanced levels of soluble protein were achieved with static cultures kept overnight at 23 LC. Abil-ity to bind
immobilized amylose, the emission of intrinsic fluorescence and circular dichroism spectra indicated that the purified recombinant
protein preserved both conformation and biological activity of the native protein. The availability of the recombinant MBP will
contribute to the functional and structural analysis of the maltose and maltodextrin uptake system of the plant pathogen
X. citri.

32005 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: Maltose-binding protein; MPB; malE; Xanthomonas citri

N . 1
Maltose- or maltodextrin-binding proteins (MBP) are and MalG) and two copies of an ATP-hydrolyzing

produced by and accumulated in the periplasm of several sub-unit (MalK) [3]. Similar to other ABC-type
gram-negative bacterial species, where they inter-act with transport binding components, MBP or MalE typically
high affinity to substrates such as the disaccha-ride contains two nearly symmetrical lobes separated by a
maltose, as well as with longer linear maltodextrins or even hinge re-gion where the substrate-binding site lies
cyclodextrins, before uptake to the cell interior [1,2]. In [4]. After bind-ing, the protein undergoes a
Escherichia coli K12, the active transport of maltose and conformational change as a direct result of the lobes
maltodextrins depends upon MBP and an ATP-dependent bending and twisting toward each other leading to
membrane-associated transport system comprised of two substrate enclosure [4-7]. MBPs also participate in
integral membrane proteins (MalF maltose taxis after interaction of the bound complex

with the periplasmic portion of the Tar protein [8].

Corresponding author. Fax: +55 11 30917354. E-mail MBP orth0|OgS from different gram-negative and
. . T+ . E- " . .
address: Iosf@usp.br (L.C. de Souza Ferreira). gram-positive bacteria, such as the hyperthermophile

1 Abbreviations used: MBP, maltose-binding protein; CD, circular Pyrococcus furiosus and Themococcus litoralis, have
dichroism. been cloned and expressed in E. coli K12 aiming to

1046-5928/$ - see front matter s 2005 Elsevier Inc. All rights
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define the three-dimensional structures and physiologi-
cal features [9-11]. However, no ortholog derived from
plant-associated bacteria has been reported so far. In
such cases, identification, expression, and purification of
components pertaining to the uptake transport sys-tem
followed by functional and structural analyses rep-resent
essential steps toward defining the physiological and
functional role of the uptake system in regard to the
nutritional strategies of the bacterial pathogen.

The genus Xanthomonas comprises a diverse group
of bacterial phytopathogens, belonging to the c-subdivi-
sion of the proteobacteria. X. citri is the causative agent
of the citrus canker, which affects most commercial cit-
rus cultivars, resulting in significant economic losses
worldwide [12]. The definition of the complete genome
sequences of X. citri revealed that approximately 4% of
the structural genes are devoted to the synthesis of
ATP-dependent transport system components, includ-
ing ABC-transporters  [13]. Ability to use sugars and
polysaccharides represents an important feature of bac-
terial species living in close association with plant hosts.
Nonetheless, no previous attempts to identify and char-
acterize ABC-transporters dedicated to the transport of
maltose and maltodextrins in X. citri have been re-
ported. In this work, we report the identification and
purification of the X. citri MBP ortholog. The recombi-
nant protein was expressed in E. coli BL21(DE3) and its
functionality evaluated under in vitro conditions.

Materials and methods
Strains and plasmids

All strains and plasmids used in this work are listed
in Table 1.

Cloning of the malE X. citri gene

The nucleotide sequence encoding the mature X. citri
MBP (without the first 57 base pair encoding the 19 ami-
no acid long signal peptide) was amplified by PCR (for-
ward primer, 50 GCAGGTCATATGGGATGCGA 3

Table 1
Strains and plasmids used in this work

Reference or gene ID

Strains
E. coli DH5a Laboratory stock
E. coli BL21(DE3) Invitrogen
X. citri 306 1156381
Plasmids
pGEM T-easy Promega
pGEMMalkE This work
pET28a Novagen
pETMalE This work

and reverse primer, 50 CCGGAAGCTTTCATCGTGC
37) using Platinum high fidelity Taq polymerase (Invitro-
gen) using standard amplification conditions: an initial
step of 5 min at 95 LC, 1 min at 95 LC; followed by 25
cycles of 1 min at 49.4 LC, 2 min at 72 LC; and followed
by a final extension at 72 LC for 10 min. The forward
primer included a Ndel site, and the reverse primer a
Hindlll site (underlined). The resulting amplified frag-
ment, with a total length of 1311 nucleotides, was first
cloned into the vector pGEM T-Easy (Promega) using
standard cloning conditions. After transformation of E.
coli DH5a cells and screening of recombinant colo-nies,
a recombinant plasmid, named pGEMMalE, was
selected, amplified, and cleaved with Ndel and Hindlll
enzymes (Invitrogen) to release the 1311 kbp fragment,
which was purified from agarose gels and subsequently
cloned into the expression vector pET28a (Novagen),
previously treated with Ndel/Hindlll. Transformation
efficiencies of approximately 10" c.f.u./lg DNA were
routinely achieved with chemically competent E. coli
DH5a cells. One recombinant colony, selected out of 10
chosen colonies, was subjected to restriction analysis
and nucleotide sequencing. The recombinant plasmid,
named pETMalE, was further purified in larger quanti-
ties and transformed into the E. coli BL21(DE3) strain
(Novagen). One recombinant clone chosen at random
among a lawn of recombinant colonies was selected for
further analysis of protein expression and purifica-tion.
The recombinant X. citri MBP was expressed as a
cytoplasmic protein with a Hisg-tag genetically fused at
the N-terminal end (HT-MBP).

Computational analysis

The nucleotide and corresponding amino acid se-
quences of the X. citri malE gene (gene ID 1156381) were
made available by the Xanthomonas project (
http://genoma4.iq.usp.br/xanthomonas) and retrieved from
the GenBank (Accession No. AE011868). Search of MBP
ortholog sequences was first carried out using the KEGG2
program of the Bioinformatics Center Institute for Chemical
Research Kyoto University ( www.genome.jp). The
alignments of MBP amino acid sequences were carried out
using the BLASTP, available at the National Center of
Biotechnology Information server (
http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST) and Clu-stalW  (
www.ebi.ac.uk/clustalw/). Prediction of signal peptide and
transmembrane sequences was determined with SignalP
and DAS  programs, respectively  ( http://
www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/, and http://www.sbc.
su.se/~miklos/DAS/). Protein parameters of the X. citri MBP
were calculated with application of programs available at
the Expasy Molecular Biology Server (
http://www.au.expasy.org/).  Definiton  of conserved
structural domains was carried out with the Conserved
Domain Search program available at NCBI ( http://
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www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi), as
previously reported by Marchler-Bauer and Bryant [14].
The MBP sequences reported in  Fig. 1 are those de-
rived from X. campestris, Xylella fastidiosa, Salmonella
typhimurium, Shigella flexneri, Yersinia pestis, Erwinia
carotovora, E. coli, Pyrococcus furiosus, Thermococcus
litoralis, and Alicyclobacillus acidocaldarius.

A
_l X cimi 100% l_ 456 aa
—1 X campaseris 0% I'— 448 s
— X fasnidiosa 2% — 40
— 5. owhinriun 12% f——— 3%
—— 5 flomeni 9% f——  396m
— ¥ pestis 11% F— wrs
_.I E. camtoma 2% I— 410 aa
— [ Eeoli 10% — 395a
—{ P fiviowss 15% —— 4340
— T litovalis 20% }— 450
— Aacidocaldariuns 16% ——427m
B
t 100 200 300 o 4%
#
| SBP  (glICDDR5777) 943% |
| UgB  (gCDDI11364) 958% |
| MdE  (gCDDi118%0) 90,0% |

| PotD  (gUCDDI0556) 733%

Fig. 1. Computational analysis of X. citi MBP comprising sequence
alignments and definition of functional and structural domains. (A)
Amino acid identity shared by different bacterial MBPs in relation to the
X. citri protein. The open boxes indicate the amino acid identity values
(expressed as percent of the total amino acid sequence of X. citri MBP)
of MBP orthologs expressed by different bacterial species. The total
numbers of amino acids of the MBPs expressed by the different
bacterial species are indicated in the left side of the figure. Boxes in
gray represent MBPs with solved structure available at the Protein Data
Bank. (B) Analysis of conserved structural and functional domains of X.
citri MBP based on comparison with other periplasmic binding proteins,
as determined with the Conserved Domain Search program. The bar
and numbers on the top of the figure (signal peptide in gray, mature
sequence in black) refer to the size in amino acids of the X. citri MBP.
The open boxes indicate the classes of binding proteins sharing
conserved functional and structural domains with X. citri MBP, as
indicated: SBP, bacterial extracellular solute-binding proteins; UgpB,
sugar-binding proteins; MBP, maltose-binding pro-teins; and PotD,
spermine/putrescine-binding proteins. The accession numbers of each
protein class sharing similarity with X. citri MBP are indicated, as well as
the calculated similarity values, expressed as percentages of X. citri
MBP amino acid sequence used in the analysis (SBP, 330 residues;
UgpB, 403 residues; MalE, 420 residues; and PotD, 363 residues).

Protein expression and purification

Cultures of the recombinant E. coli BL21(DE3) strain
carrying pETMalE were grown aerobically in Erlenmeyer
flasks containing LB or M9 medium with 50 1g/mL
kanamycin until mid-log phase (ODggg 0.5- 0.6) before
inducer adding (0.1 mM IPTG). The cul-tures were
induced aerobically (200 rpm) either for 2 or 4 h or
statically overnight at different temperatures (23, 28, and
37 LC). Optimal expression levels as well as higher
solubility levels were defined after evaluat-ing different
induction parameters including growth media, aeration,
and temperature during the induc-tion period. Cells were
collected by centrifugation

d stored at
and stored &t 20 Lc for approximately 16 h before

1L cultures were suspended in 10 mL Buffer 1
(10 mM Tris-Cl, pH 8.0, 100 MM NaCl, 0.5 mM
PMSF, and 3 mM imidazole) and incubated with
lysozyme (final concentration of 1001g/mL) for 1h
in an ice bath. Cells were maintained in ice and son-
ically disrupted after 4 pulses of 20 s. in a Branson
Digital Sonifier (Model 450), with 30% amplitude,
followed by centrifugation at 18,000 rpm for 20 min to
obtain the soluble and non-soluble cellular frac-tions.
The HT-MBP was purified from soluble protein
extracts after addition of a nickel-charged Sepharose
(ProBond, Invitrogen) slurry (1 mL of resin for 15 mg
of total protein) previously washed with two volumes
of water and one volume of Buffer 1, and incubated
for 1 h under mild agitation. The charged resin was
transferred to a plastic column and washed with 10
volumes with Buffer 1 followed by washing with three
volumes of Buffer 2 (Buffer 1 plus 20 mM imidazole).
The bound HT-MBP was serially eluted with buffers
with increasing imidazole concen-

trations (Buffer 3, 50 mM; Buffer 4, 100 mM; Buffer
5, 200 mM; and Buffer 6, 500 mM). Eluted HT-

MBP-containing fractions were dialyzed with 50 mM
Tris—Cl and 100 mM NaCl. Samples were concen-
trated with Ultrafree MWCO 10,000 centrifugal filters
(Amicon Millipore) to a final concentration of 10 mg/
mL. The eluted protein fractions were analyzed by
SDS-PAGE using 12% acrylamide gels. Amylose-
binding experiments were performed with purified HT-
MBP in Buffer A (Tris 20 mM, pH 8.2, NaCl 50 mM,
and 10 mM maltose) and amylose resin (Eng-land
Biolabs). The protein was mixed with the resin at a
ratio of 1 mL resin:3 mg protein and incubated for 1 h
at room temperature. After two washes with Buffer A,
the bound HT-MBP was eluted with Buffer A, which
contained 150 mM maltose. All samples were
analyzed by SDS-PAGE using 12.5% acrylamide
gels stained with Coomassie blue. Protein concentra-
tion was determined spectrophotometrically using
the Edelhoch method [15].
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Circular dichroism

Experiments were performed with 10 IM MBP and
20 IM maltose in buffer Tris 20 mM, pH 8.2, NaCl 50
mM. Circular dichroism (CD) spectra were recorded
using a JASCO J-820 spectropolarimeter equipped
with a thermoelectric sample temperature controller
(Peltier system). The data were recorded from 260 to
200 nm at 21 LC using a quartz cell (Helma) with a
path length of 1.0 mm. To improve the signal-to-noise
ratio, a total of 20 accumulations were taken for each
spectrum with a speed of 20 nm/min at a resolution of
0.5 nm, re-sponses of 1 s and bandwidth of 1.0 nm.
Secondary structures were assigned using the
DICROPROT pro-gram [16].

Fluorescence measurements

All  fluorescence experiments were performed in
20 mM Tris—ClI, pH 8.2, 100 mM NacCl at 21 LC. Protein
samples (1 IM) were incubated with maltose concentra-
tions ranging from 1 to 9 IM before monitoring the
emitted fluorescence on a Bowman Series 2 spectrofluo-
rometer (AMINCO) set at an excitation wavelength of
295 nm. The fluorescence emission was recorded in
wavelengths ranging from of 300 to 450 nm with spec-
tral bandwidths of 2 nm. The fluorescence integer was
calculated using the Origin software (Microcal), and the
emission fluorescence center of mass (CM) was cal-
culated with the following equation:

X
CM Y4 Fi d1P
where m; is the wavelength and F; is the intensity at m;
[17].

mix Fi= X

Results

Identification of the X. citri malE gene and
sequence similarity analysis with orthologs

The search of X. citri malE orthologs led to the iden-
tification of one open reading frame (GI1:21108556, 1368
base pair) and another one in the closely related phyto-
pathogen X. campestris (G1:998803, 1344 base pair).
Both genes were annotated as malE and would be
responsible for the codification of MBP in these bacte-
rial species [14]. The X. citri malE gene encodes a
puta-tive protein with 456 amino acids, with a predicted
signal peptide of 19 amino acids, while the X. campestris
malE gene encodes a putative protein of 448 amino
acids. Alignment of the X. citri MBP with different
orthologs showed that the proteins expressed by two
phytopathogens, X. campestris and X. fastidiosa, dis-
played the highest amino acid identity values, corre-
sponding to 90 and 72% over the complete X. citri

MBP amino acid sequence, respectively ( Fig. 1A).
Other MBP orthologs found in genomes of different
bacterial species displayed significantly reduced identity
values ranging from 20%, in E. carotovora to 9% in S.
flexneri ( Fig. 1A). Further computational analysis based
on the presence of conserved structural and functional
domains [14] revealed that the X. citri MBP shares high
similarity values over most of the mature protein length
with other periplasmic substrate binding proteins such
as: SBP, a group of bacterial extracellular solute-binding
proteins; UgpB, a group of proteins represented by the
binding component of ABC-type sugar transport
systems; MalE of MBP, the maltose and maltodextrin-
binding proteins; and and PotD, formed by proteins with
the ability to bind spermidine/putrescine ( Fig. 1B).
Thus, in spite of the low amino acid identity shared with
previously iden-tified orthologs, X. citri MBP preserves
functional and structural domains, which are
characteristic of periplas-mic substrate binding proteins
expressed by diverse gram-negative bacterial species.

Expression and purification of recombinant X. citri MBP

The recombinant MBP of X. citri was expressed
and purified from E. coli BL21 as a soluble cytosolic
protein (HT-MBP) genetically fused at the N-terminal
end with a Hisg-tag and an additional sequence (20 aa)
defining thrombin cleavage site. Attempts to express the
recom-binant protein with an intact signal peptide and a
C-ter-minal Hisg-tag failed to promote secretion to the
periplasmic space of the recombinant strain, suggesting
that the X. citri MBP signal peptide was not recognized
by the E. coli membrane protein secretion apparatus
(data not shown). A putative 19 amino acid long MBP
signal peptide was identified with the SignalP program.
Specific primers were thus designed to amplify a 1.3 kbp
fragment containing the X. citri mature MBP se-quence
to be cloned into the pET28a expression vector. The
fragment was cloned in an intermediate vector (pGEM-
T) before subsequent forced cloning into the Ndel and
Hindlll restriction sites of pET28a, which re-sulted in the
pETMalE expression vector. The recombi-nant HT-MBP
was expressed in E. coli BL21 under the control of the
T7 phage promoter resulting in protein vyields of
approximately 100-150 mg/L, which corre-sponded to
levels up to 40% of the total cell protein ( Fig. 2). There
is no evidence of growth impairment of bacterial colonies
transformed with pETMalE under non-inducing
conditions. However, a clear growth arrest was detected
after addition of the inducer to the growth medium (data
not shown). Different induction protocols based on
variation of incubation temperature, aeration, culture
media, and induction time were tested to opti-mize the
expression yields of both total and soluble re-combinant
protein ( Table 2). Under the tested conditions, maximal
yields of the soluble protein were
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Fig. 2. Expression of recombinant HT-MBP in E. coli BL21(DE3).
Whole-cell extracts or soluble fractions were loaded on polyacrylamide
gels after IPTG induction in LB medium at 23 LC (lanes 2—4) or 37 LC
(lanes 5-7). Lane 1, prestained molecular weight markers (Invitrogen);
lanes 2 and 5, whole-cell extracts of non-induced cultures after
overnight growth; lanes 3 and 6, whole-cell extracts of cultures kept
overnight at the inducing conditions; and lanes 4 and 7, soluble
fractions of cultures kept overnight at the inducing conditions. Similar
protein amounts were loaded in each well (30 ng/well) and sorted in
12.5% polyacrylamide gels stained with Coomassie brilliant blue. The
arrow indicates the position of the 50 kDa marker.

achieved in cultures prepared with LB medium kept
overnight at 23 LC with low aeration levels, which re-
sulted in an almost exclusively soluble protein at a con-
centration of 150 mg/ml ( Table 2). Other tested
conditions resulted in soluble recombinant protein at
yields ranging from 91.5 to 26.6% of the total protein ex-
pressed ( Table 2). For all conditions, the lack of aera-
tion was an important factor for the observed increase in
the solubility of the recombinant protein, particularly
when the HT-MBP was induced at 28 LC. Similar high
HT-MBP vyields were obtained in cultures induced at 37
LC for 2 or 4 h when compared to samples incubated at
lower temperatures for 16 h, but the solubility levels of
the recombinant protein were clearly enhanced in

cultures kept at 23 LC. Taken together, these data indi-
cated that both aeration and induction temperature af-
fect the expression of the recombinant protein, whereas
conditions favoring reduced growth rates tended to
enhance the solubility of the recombinant protein.

The protein was purified in a single step after elution
of bound protein from loaded resin with imidazole-con-
taining buffer at concentrations ranging from 50 to

(see Fig. 3A). Based on the elution
150 mM carried
out with 50 mM imidazole and cultures induced at
23 LC for 16 h in LB medium, the total recombinant pro-
tein yield ranged from 0.120 to 0.150 g/L. The purified
protein remained completely soluble at high concentra-
tions (15—-30 mg/mL) even after prolonged storage at 4
or 320 LC. To evaluate the integrity and biological activity
of the purified protein, the sugar-binding prop-erty of the
recombinant HT-MBP was evaluated in binding assays
carried out with an amylose-containing

50 »

Fig. 3. Purification of HT-MBP and evaluation of amylose-binding
property of the recombinant protein. (A) Purification of HT-MBP by
affinity chromatography and elution with buffers containing different
imidazole concentrations. Lane 1, flowthrough; 2, pre-stained molec-
ular weight markers (Invitrogen); lanes 3-6, fractions eluted with buffers
containing 50, 100, 200, and 500 mM imidazole, respectively.

(B) Ligation of HT-MBP to amylose resin. The purified protein was
mixed with the amylose resin at a 3:1 ratio and samples of the
protein were analyzed by SDS-PAGE. Lane 1, purified MBP (1 1g);
lane 2, amylose resin; lane 3, amylose + MBP; lane 4; flowthrough;
and lane 5, MBP eluted with 150 mM maltose.

Table 2
Experimental conditions affecting recovery yields of both total and soluble recombinant HT-MBP
Induction a Aeration” Culture Inductign Total R Solubl % Soluble
temperature” (LC) media period = (h) protein” (g/L) protein (g/L) protein
37 + LB 2 0.120 0.052 43.4
37 LB 4 0.110 0.064 58.2
37 f M9 2 0.097 0.042 43.2
28 + LB 2 0.126 0.073 58.0
28 LB 4 0.129 0.090 69.8
28 +3 M9 2 0.120 0.032 26.6
28 M9 16 0.102 0.064 62.7
2 3 LB 16 0.150 0.150 100.0
2 8 M9 16 0.142 0.130 91.5

3

a Incubation temperature following addition of inducer to the bacterial culture, as described in the text.

Cultures kept in flasks within an orbital shaker set at 200 rpm (+) or kept statically (s) during the induction period.

C LB, Luria broth, M9, M9 minimal salt medium.

Cultures were kept under inducing conditions for 2 h, 4 h or overnight (16 h).

¢ Total protein yields as obtained with 1 L cultures kept in 3.6 L Fernbach flasks.
f Amount of soluble HT-protein recovered after affinity purification with nickel-charged resin and elution with imidazole-containing buffer.

g
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resin. As shown in Fig. 3B, the purified MBP remained in the absence of maltose ( Fig. 4A and Table 3). HT-

fully capable of binding the amylose resin, from which MBP has 14 Trp residues and emission fluorescence
the protein was eluted with buffer containing 150 mM spectroscopy was used to observe the environment of
maltose. Such experimental evidence indicated that the these residues ( Fig. 4B). Since the observed fluorescence
purified HT-MBP remained biologically active, an indi- spectrum is a sum of each Trp fluorescence spectrum, only
cation of preserved conformation as compared with the an average evaluation of the Trps environment is possible.
native protein expressed by X. citri. The maximum intensity wavelength (kmax) of fluorescence

was 341 nm and the emission fluorescence center of mass
Maltose-binding studies of the purified was 354 nm ( Table 3) indicating that, on average, the Trps

recombinant X. citri MBP were partially exposed to the sol-vent. There was also a

detectable change in the HT-MBP emission fluorescence

Further evidence that the recombinant HT-MBP pre- spectrum, which decreased in the presence of maltose as
served the structure and biological function of the native detected by the integer of the spectra ( Table 3). However,
X. citri MBP was obtained by determination of CD ( Fig. this change was almost negligible inside the error.

4A) and intrinsic emission fluorescence ( Fig. 4B)
spectra of the recombinant protein at unbound and
maltose-bound states. The CD spectrum of HT-MBP (

Fig. 4A) is characteristic of an a-helical protein with Discussion
minima at 208 and 222 nm. The predicted secondary
structure of the recombinant protein, carried out with the Plant bacterial pathogens, such as the Xanthomonas
DICRO-PROT program, indicated an overall structure of species, rely on the ability to promote the active trans-port
the maltose-bound form of 36% a-helices and 17% b- of essential nutrients from infected tissues to thrive and
strands, while turns and random coils represented 40% proliferate, leading to disease symptoms in suscepti-ble
of the predicted secondary structure. These percentages hosts. Maltose and maltodextrins (oligosaccharides up to 7
are similar to that described for E. coli maltose-bound or 8 a-1,4-linked glucose units) are major poly-saccharides
MBP (40% a-helices and 16% b-strand) [18]. The far- available for bacteria in plant tissues, and represent
UV CD recorded spectra indicated that in the presence important sources of carbon and energy. The uptake of
of maltose HT-MBP has a higher a-helical content than maltose/maltodextrin in E. coli requires a
B
4000 ——MmMBP - 25 ——MBP
¢+« -MBP + maltose - . * = = « - MBP + maltose
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—~ c
< 3
E o g
1]
& =
o F-]
g 2000 5
o [T
i <4000 g
:
-33 2000 e g
i LR 2
8000 - e L." uw
200 210 220 230 240 250 260

Wavelength (nm)

Fig. 4. CD and intrinsic fluorescence emission spectra of unbound and maltose-bound HT-MBP. (A) CD spectra of HT-MBP. The continuous
line shows the spectrum acquired without adding ligand; the interrupted line represents the spectrum acquired in the presence of 20IM
maltose. The spectrum of HT-MBP is characteristic of an a-helical protein. (B) Intrinsic emission fluorescence of the recombinant protein in the
presence or absence of maltose. The solid line represents the emitted fluorescence of unbound HT-MBP while the interrupted line represents
the emitted fluorescence of the protein in the presence of 9 IM maltose.

Table 3

HT-MBP spectroscopic parameters

Protein CD at 222 nm (deg cm” dmol*') Fluorescence kmax(nm)  Fluorescence center of mass (nm)  Fluorescence integer
MBP 44700 341 354 43

MBP + maltose 38300 341 354 41
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membrane-bound ABC-type transporter comprising two
hydrophobic permeases (MalF and MalG), two copies of
the ATPase subunit (MalK), and one binding protein
(MBP or MalE), that confer specificity and affin-ity
toward the transported solutes [1,19]. In spite of the
obvious relevance of polysaccharide uptake systems in
regard to understanding the nutritional strategies of plant
pathogens, there has been no previous attempt to
identify and characterize such proteins among Xan-
thomonas species. In this work, we describe the identifi-
cation of the X. citri MBP-encoding gene and some of
the properties of a recombinant protein while showing
that both functional and conformational features of the
protein are preserved.

Genes involved in maltose uptake have been identi-
fied in the annotated genomes of the plant pathogens
X. citri and X. campestris [13]. In contrast to E. coli and
other bacterial species, the genes encoding the bind-ing
component and the ATPase subunit of X. citri are not
physically linked to those encoding the hydrophobic
components, suggesting alternative regulatory pathways
controlling the balanced expression of the transport sys-
tem components. Moreover, comparison of the amino
acid sequence of the X. citri maltose-binding component
indicated that the protein, as well as those proteins de-
rived from other plant pathogens (X. campestris and X.
fastidiosa), has been engaged in a different phyloge-
netic branch. Despite the low similarity shared with
orthologs expressed by other bacterial species, X. citri
MBP possesses typical structural and functional do-
mains of bacterial binding proteins involved in the active
uptake of sugar and other nutrients, as demonstrated by
the CD-Search program. The CD-Search multiple align-
ment tool supplies information on the presence of con-
served conformational domains shared by groups of
proteins displaying similar conformation and biological
functions [14]. Taken together, these evidences
suggest that X. citri MBP evolved distinctly from other
ortho-logs yet preserving structural and functional
features characteristic of ABC transporter ligand-binding
components.

Attempts to express the X. citri MBP in recombinant
E. coli strains have failed to promote secretion of the
protein into the periplasmic space. Moreover, most of
the expressed recombinant protein accumulated intra-
cellularly as inclusion bodies. The X. citri MBP encom-
passes a mature polypeptide of 437 residues, including
47% non-polar, 28.8% uncharged polar, 12% acidic, and
12.2% basic amino acids, and a putative 19 amino acid
long signal peptide. The failure to secrete the re-
combinant protein suggests that the secretion apparatus
of E. coli does not efficiently recognize the signal se-
quence of X. citri MBP, an observation that could dic-
tate further attempts to express X. citri secreted proteins.
Nonetheless, successful expression of soluble MBP was
achieved after removing the signal peptide

and fusion of the Hisg-tag to the N-terminal region.
Using such approach, we could routinely attain high
recovery yields of completely soluble X. citri MBP, which
allowed purification of the recombinant protein at a
nearly homogeneous state. The same strategy has been
used to express other ABC transporter ligand-binding
components and represents an experimental alternative
to the expression of X. citri proteins to be purified by
metal-affinity chromatography (unpublished
observations).

The high solubility of HT-MBP and preserved ability to
bind amylose suggest that X. citri MBP also repre-sents
a proper vehicle for the expression of target heter-
ologous proteins in bacteria and eukaryotic systems.
Previous comparison of different bacterial MBPs as fu-
sion partners has indicated that proteins distantly re-
lated to the E. coli ortholog, such as those of P. furiosus
and T. litoralis, can improve the solubility of re-
combinant heterologous proteins [20]. The successful
expression of completely soluble MBP and the ability to
purify protein through dual affinity chromatography point
that further testing of X. citri MBP as a vehicle for
expression of fused protein is worth pursuing.

The X-ray structures of E. coli maltose-free and malt-
ose-bound MBP revealed that each monomer has two
distinct globular domains separated by a groove wherein
lies the ligand [4,21]. Upon maltose binding, a hinge
bends repeatedly between the two globular domains,
affecting the aromatic residues lining the binding cleft
without significantly affecting the structure of the indi-
vidual globular domains [4,21,22]. The aromatic resi-
dues involved in the hydrophobic interactions with the
bound maltose are compressed against the sides of the
binding cleft of the protein, restricting tryptophan, and
tyrosine side chain mobilities, thus, reducing the static
fluorescence emission of the protein [22].
Measurements of CD in the presence and absence of
maltose confirmed that binding of maltose resulted in a
large conforma-tional change of the protein, most
probably reflecting the movement of the two lateral
domains toward the substrate buried inside the cleft.
These data also con-firmed that the purified recombinant
protein preserved structural and functional features of
the native protein expressed by X. citri.

Fluorescence enhancement appeared is usually
dependent on conformational changes of proteins but
static fluorescence measurements are limited in their
ability to provide information on the specific amino acids
and spatial movements involved. Sharff et al.. [21], and
Telmer and Shilton [7] showed that in E. coli the
residues trp62, trp230, and trp340 are involved in
hydrophobic stacking interactions with the bound malt-
ose. The W230A mutation caused an increase in malt-
ose-induced quenching to 30%, whereas the W158A
mutation resulted in a complete loss of maltose-induced
quenching [7]. In X. citri MBP, the trp230 and trp340

127



residues are conserved but the specific roles of
such res-idues on the emitted fluorescence of
the protein and li-gand binding properties are
still unknown. Further elucidation of MBP tri-
dimensional structure will help in the general
understanding of protein—ligand interac-tions
and in the specific understanding of the putative
roles of MBP on the physiology and
pathogenicity of

X. citri.
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