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Resumo

As aminoacil tRNA sintetases (AaRSs) sdo enzimas essenciais na sintese de
proteinas assegurando a correta relacao entre os aminoacidos e seus tRNA cognatos.
O genoma mitocondrial dos tripanossomatideos perdeu os genes codificantes dos
tRNAs, assim os tRNA mitocondriais sdo codificados no nucleo e importados do
citoplasma. O codigo genético do kinetoplasto desvia do cédigo genético pela
utilizacao do codon de terminacdo UGA para a decodificagdo do codon do triptofano.
Um tnico gene codificando o tRNATrp(CCA) observado no genoma de Leismania ¢
responsavel pela incorporagcdo do aminoacido triptofano durante a sintese proteica na
mitocondria. Para decodificar os dois cddons do Trp (UGA e UGG) a base na
posi¢ao 34 do tRNATrp(CCA) passa por um evento de editoracdo, convertendo o
ribunuclotideo C34 em U34, produzindo o tRNA™(UCA) capaz de decodificar o
codon UGA. Nesse trabalho foram caracterizadas duas triptofanil tRNA sintetases de
Leishmania major. De acordo com experimentos de “western blotting” e andlises “in
silico” das seqliéncias de aminoacidos, uma enzima tem localizagdo citoplasmatica
(LmTrpRS1) enquanto a outra mitocondrial (LmTrpRS2). Os mRNAs dos dois genes
foram definidos por experimentos de 5° e 3° RT-PCR. As duas enzimas foram
clonadas em diversos vetores de expressdo procariotos e eucariotos. A LmTrpRSI
foi obtida somente na fracao insoluvel, ja a LmTrpRS2 foi obtida na fracao soluvel
quando clonada no vetor de expressdo pET28a. Esta porém mostrou-se instavel
precipitando rapidamente apds sua purificacdo. Os ensaios enzimaticos realizados
com a mesma mostraram que ela é capaz de reconhecer os tRNAs'™ editado e ndo
editado. Modelagem molecular por homologia com as duas proteinas foi realizada
usando a proteina citoplasmatica humana como molde, para estudar a interagdo entre
a proteina e o tRNA'™.

Xylella fastidiosa ¢ um bactéria gram negativa limitada ao xilema,
responsavel por um grande nimero de doengas economicamente importantes, como a
doenca de Pierces em videiras, Clorose variegata do Citrus (CVC) e a doenca da
requeima das folhas em outras plantas incluindo, amendoeira, ameixeira, louro,
amoreira e café. Em todos os casos a X. fastidiosa afeta o xylema da planta causando
redu¢do na producdo de frutos. Nesse trabalho ndés mostramos a estrutura da
Xylellaina, uma cisteino protease desse patogeno. A estrutura foi resolvida por
dispersdo andmala a um tnico comprimento de onda, utilizando cristais de xylellaina
selenometionina substituidos.

A estrutura da Xylellaina foi refinada até 1,65 A de resolugdo, mostrando
enovelamento similar as proteinas da familia da papaina, porém algumas
caracteristicas interessantes como uma regido N-terminal composta por 38
aminoacidos cobrindo o sulco ativo da enzima, um intrigante ribonucleotideo
encontrado fora do sitio ativo da enzima e um “loop” semelhante ao “loop” de
oclusdo presente na catepsina B.



Abstract

The aminoacyl tRNA synthetases (aaRSs) are essential enzymes in protein
synthesis that ensure the correct match between amino acids and their cognate
tRNAs. The mitochondrial (kinetoplast) genome of trypanossomatids lacks tRNA
genes, and therefore nucleus-encoded tRNAs are imported from the cytoplasm, the
kinetoplast genetic code deviates from the universal code in that UGA instead of
UGG encodes for tryptophan. A single nucleus-encoded tRNA™(CCA) is
responsible for Trp insertion during organellar protein synthesis. To decode both Trp
codons (UGA and UGG), tRNATrp(CCA) undergoes a single C to U editing event at
position 34 of the anticodon yielding to versions of the tRNA in the mitochondria
with anticodon CCA and UCA, permitting UGA decoding. This work have
characterized two Leishmania major tryptophanyl-tRNA synthetase, acording
western blotting experiments and “in silico” sequence analisis one of cytoplasmatic
localization (LmTrpRS1) and another from mitochondria localization (LmTrpRS2).
The mature mRNA transcripts for both genes were defined by 5° and 3° RT-PCR.
Both enzymes were cloned into several expressions vectors. LmTrpRs1 was obtained
as an insoluble protein and LmTrpRs2 expressed into the soluble fraction in pET28a
expression system. LmTrpRS2 protein, however, is unstable precipitating shortly
after purification. The enzymatic assay showed that this enzyme is able to recognize
both tRNA™™. Molecular modeling for LmTrpRS1 and LmTrpRS2 were constructed
using the cytoplasmatic human tryptophanyl tRNA synthetase as a model, to study
the interaction between proteins and tRNA™™,

Xylella fastidiosa is a xylem-limited, gram-negative bacteria responsible for a
large number of economically important plant diseases, such as Pierces disease in
grapevines, citrus variegated chlorosis (CVC) in sweet oranges and leaf scorch
diseases in other plants, including almond, plum, oleander, mulberry and coffee. In
all cases, X. fastidiosa infects the plant xylem and impairs fruit production. Here, we
report the crystal structure of xylellain, a cystein protease from X. fastidiosa. The
structure was solved by single-wavelength anomalous dispersion (SAD) using
seleno-methionine containing xylellain crystals.

The final structure of Xylellaina was refined against the best native data set
(1.65 A) showing R/Rfree= 17/21. Xylellain shares fold similar to Papain like
Family, but contains some interesting features, like a 38 N-terminal tail covering the
active site cleft; one intriguing ribonucleotide found outside the active site and one
loop that resemble the ocluding loop from cathepsin B.



Parte 1

Caracterizacao molecular e estrutural de duas enzimas

triptofanil tRNA sintetases de Leishmania major.
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Capitulo 1

Introducao

Nesse capitulo ¢ feita uma descrigdo geral sobre as
Leishmanioses; epidemiologia da doenca, ciclo de vida do
parasita e combate a doenga. Posteriormente ¢ realizada uma
introducdo sobre sistema de editoracio de tRNAs
mitocondriais, para contextualizar a importancia da editoragdo
C34~>Uss do anticodon tRNATP(CCA) na decodificagio do
codon de terminagdo UGA em Kinetoplastidas, e as enzimas
tRNA sintetases, em especial a triptofanil tRNA sintetase
interesse particular dessa tese.

Leishmaniose.

Leishmanioses sdo um conjunto de doengas causadas por pelo menos 24
espécies de protozoarios do género Leishmania, transmitidos por aproximadamente
30 espécies de insetos vetores pertencentes aos géneros Phlebotomus e Lutzomya
(Herwaldt, 1999; Desjeux, 2001; Desjeux, 2004), ficando apenas atras da malaria em
nimero de mortes causadas por doengas parasitarias. Mesmo com diferentes formas
de expressdao nos tecidos animais infectados, trés caracteristicas comuns podem ser
encontradas nas infecgdes causadas por esses protozoarios: 1) parasitismo de
macroéfagos do hospedeiro, 2) resposta imuno-inflamatéria do hospedeiro regulando
o desenvolvimento da doenca e 3) infec¢do persistente do tecido infectado (figura I-
1.1) (Murray, 2005).

A maioria das espécies de Leishmania causa sérias doengas cronicas,
manifestando-se por lesdes cutdneas ou viscerais (figura I-1.2). A cada ano, de 1,5 a
2 milhoes de criancas e adultos desenvolvem doenca sintomatica, sendo o niimero de
mortos estimado em 70.000 por ano (Desjeux, 2004). Aproximadamente 90% das
infecgdes cutidneas ocorrem no Afeganistdo, Paquistdo, Siria, Arabia Saudita,
Argélia, Ird, Brasil e Peru, enquanto que as infec¢des viscerais ocorrem na sua

grande maioria na India, Suddo, Nepal, Bangladesh e Brasil (Murray, 2005). Devido
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a distribuicdo geografica e ao baixo potencial econdmico associado a essa doenca os
estudos com as leishmanioses permaneceram por muito tempo negligenciados pelos
paises ditos desenvolvidos (Yamey, 2002). Entretanto, o aparecimento da doenga em
veteranos da guerra do golfo (Maggil et al., 1993), pacientes imunodeprimidos
(Alvar et al., 1997; Davidson, 1997; Desjeux, 1998), o estudo da leishmaniose como
sistema modelo de resposta celular imune contra patogenos intracelulares (Reed e
Scott, 1993; Berman, 1997), e ainda a liberagdo dos genomas de Leishmania major
(El-Sayed et al., 2005; Ives et al., 2005) e do inseto vetor Lutzomyia longipalpis
(Dillon ef al., 2005) aumentaram o interesse sobre os estudos com leishmaniose nos
ultimos anos, principalmente no que se refere ao diagnoéstico, controle do inseto vetor

e na busca de terapias eficazes contra a doencga (Murray, 2005).

Figura I-1.1: Microscopia ética e de varredura de macréfagos e parasitas do género
Leishmania. A) Ingestio de duas formas promastigotas de Leishmania donovani por um
macrofago humano. B e C) Microscopia eletronica de varredura colorida artificialmente
mostrando detalhe de L. major (verde), e uma célula de L. major sendo fagocitada por um
macrofago (amarelo). D) Amostra de tecido peritoneal de camundongo, mostrando replicacdo
intracelular de formas amastigotas (Figura adaptada de Murray, 2005 e www.icp.ucl.ac.be).

A leishmaniose cutanea (LC) manifesta-se por lesdes ulcerativas da derme
com feridas comumente na face, bracos e pernas (figura [-1.2 A e B). A
disseminagdo dos parasitas via corrente sangiiinea ou linfatica pode resultar em
ulceragdes nos tecidos cartilaginosos (leishmaniose muco cutanea - LMC),
principalmente boca e nariz, produzindo lesdes mutilantes (figura I-1.2 C). Dentro do
continente americano essas duas manifestagdes sdo agrupadas em uma Unica doenca
denominada leishmaniose tegumentar americana (LTA), também conhecida como
ulcera de Bauru, ferida brava, entre outras denominagdes regionais (Herwaldt, 1999;
Davies et al., 2003).

A forma visceral da doenga (leishmaniose visceral - LV), também conhecida

como Calazar (figura I-1.2 D), acomete o sistema reticulo-endotelial, causando perda
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de peso, anemia e inchaco do bago e figado podendo levar a morte dentro de 2 a 3

anos. (Herwaldt, 1999; Davies et al., 2003; Murray, 2005).

Figura I-1.2: Algumas manifestacdes clinicas das leishmanioses. A e B) Lesdo ulcerativa
causada por leishmaniose cutinea (Ird, 2002). C) Aspecto clinico de lesdo avangada da mucosa
nasal (Etiopia, 2003). D) Menino sofrendo de leishmaniose visceral, apresenta esplenomegalia,
abdomen distendido e atrofia muscular (Sudéo, 1997). Fotos: WHO/TDR.

O ciclo de vida do parasita no hospedeiro vertebrado (figura I-1.3) inicia-se
com a liberagdo das formas flageladas promastigotas dos parasitas no sangue do
hospedeiro vertebrado através da picada de flebotomineos fémeas dos géneros
Phlebotomus (velho mundo) ou Lutzomyia (novo mundo). Dentro do hospedeiro
vertebrado as formas promastigotas ligam-se aos receptores especificos CR3 e CR1
dos macrofagos sendo entdo fagocitadas, formando uma estrutura de vacuolos
parasitéforos ou fagossomos (Handman e Bullen, 2002). Dentro dos fagossomos
ocorre a mudanca da forma promastigota para amastigota. Evidéncias apontam que a
mudanca de pH esta associada com a conversdo de uma forma em outra (Antoine et
al., 1998; Burchmore e Barrett, 2001). O macréfago infectado deixa de funcionar
como célula apresentadora de antigeno e passa a hospedar o parasita, fornecendo
protecdo contra o sistema imune. As formas amastigotas do parasita multiplicam-se
por divisdo binaria dentro dos macréfagos, destruindo a célula hospedeira. Essas
formas sdo entdo liberadas para o sangue ou linfa aonde infectam novos macrofagos.
O ciclo no hospedeiro invertebrado comega com a ingestdo de macréfagos

contaminados com as formas amastigotas, essas transformam-se em formas
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promastigotas e multiplicam-se no intestino do inseto, migrando posteriormente para

as proboscides (aparelho picador-sugador dos insetos).

Hospedeiro invertebrado Hospedeiro vertebrado
o Fizada dao inseto wetor Promastigotas =30
injeg3o de promastigotas fagocitadas pelos

macréfagos

Diviz30 binaria e
o migracio para ﬂ
probdscide

Promastigotas s30

transformadas em

arnastigotas dentro
dos macrdfagos

Transformgio de amastigotas
o ern promasti gotas

Arnastigotas multiplicam-se
dertro de macrdfagos de

9 Ingestio de células

'n varios tecidos
parasitadas e liberagio

de amastigotas 9 Ficada do inseto wetor A = Estagio de infecq3o

ingestio de macrofagos & = Estagio de diagndstica
contaminada

Figura I-1.3: Ciclo de vida dos parasitas do género Leishmania. (Figura adaptada de
www.dpd.cdc.gov).

O diagnostico parasitologico ¢ a metodologia mais simples e barata, baseia-se
na observagdo das formas amastigotas utilizando-se esfregacos de medula 6ssea ou
aspirados de linfonodos corados pelo Giemsa. A dificuldade na obtenc¢do dos tecidos
faz com que o diagndstico imunoldgico seja o mais indicado. Entretanto, variacdo
entre as amostras, alto custo dos antigenos comercialmente disponiveis e a
persisténcia de anticorpos apds a cura sdo fatores limitantes a essa técnica. O método
mais sensivel e especifico ¢ a amplificagdo e deteccdo do DNA de Leishmania
(PCR), este possibilita a identificacdo dos parasitas a partir de grande variedade de
amostras (Davies et al., 2003).

O tratamento da leishmaniose tem empregado desde a década de 40 os
derivados de antimonios pentavalentes como medicamentos de primeira escolha
(Croft e Yardley, 2002; Croft e Coombs, 2003; Croft et al., 2005). Atualmente duas
formulacdes de antimoniais pentavalentes sdo disponiveis no mercado: o
estibogluconato de sédio (Pentostam - GlaxoSmithKline) e o antimoniato-N-metil

glucamina (Glucantime - Aventis), sendo o ultimo distribuido gratuitamente no
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Brasil pelo Ministério da Saude. Altas doses diarias, durante longos periodos (20 a
40 dias), sdo necessarias em virtude da curta meia-vida do composto na corrente
sangiiinea, apenas 2 horas. Nos ultimos anos, doses progressivamente maiores dos
antimoniais tém sido recomendadas devido ao aparecimento de resisténcia do
parasita (Croft, 2001). O mecanismo de acdo desses farmacos ainda ndo estd
totalmente elucidado, mas sabe-se que ele atua nas formas amastigotas do parasita
inibindo sua atividade glicolitica e a via oxidativa de 4cidos graxos. Diversas reacoes
de toxicidade como a trombose e a hipersensibilidade sdo verificadas, podendo
chegar até ao choque anafilatico (Geary et al., 1989). A Pentamidina (Pentacarinat -
Rhodia Farma) tem sido utilizada como segunda escolha contra leishmaniose desde
1952, pois apresenta maior toxicidade ao paciente, periodos mais longos de
tratamento e sérios efeitos colaterais, tais como: hipoglicemia, diabetes, taquicardia,
entre outros (Croft e Coombs, 2003). Dentro da atual geracdo de medicamentos
leishmanicidas, a Anfotericina B (Fungisone - Bristol Meyers Squibb) ¢ o mais
eficaz, atuando nas formas promastigotas e amastigotas do parasita através da ligagao
preferencial aos ésteres (ergosterol ou episterol) presentes na membrana plasmatica
do parasita. A administracdo do medicamento ¢ feita lentamente via intravenosa por
periodos de até 4 horas. Diversos efeitos colaterais da afotericina B sdo observados,
principalmente o sitema Renal, todos com estrita relacio com a dose terapéutica
administrada. acometendo (Croft e Coombs, 2003; Croft et al., 2005). Novas
formulagdes da Anfotericina B associadas a lipossomas, AmBisome (NeXstar
Pharmaceuticals) e a dispersdo coloidal Amphocil (AstraZeneca), tornaram-se
disponiveis comercialmente apresentando uma menor toxicidade e maior meia vida
plasmatica, permanecendo mais tempo no organismo do paciente. Entretanto, o custo
elevado impossibilita 0 uso destes novos compostos na rotina do servico de saude
publica (Ministério da Saude 2003; Croft e Coombs, 2003; Croft et al., 2005).

No que se refere a prevencgdo da leishmaniose, os métodos mais comuns sao:
a desinsetizacdo das areas de risco para a erradicacdo dos insetos vetores, o uso de
mosquiteiros impregnados de inseticidas e a aplicacdo de repelentes sobre a pele.
Sacrificio de caes infectados também faz parte do controle da doenca, uma vez que
esses sdo reservatorios da doenca. Além disso, surge com grande esperanca o
desenvolvimento de vacinas (Pinheiro, 2004), utilizando proteinas recombinantes,

parasitas vivos atenuados e ainda as vacinas de DNA. Atualmente existe uma vacina,
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denominada Leishvacin (Biobras), produzida somente para a realizagdo de ensaios
clinicos. Estima-se que a producdo em escala comercial da Leishvacin se iniciara

apo6s o ano 2020 (Toledo et al., 2001).

Editoracao dos RNA transportadores mitocondriais (kinetoplastos).

A importacdo de tRNAs codificados no nucleo ocorre em diferentes
microorganismos eucariotos (protozoarios, fungos, algas) e em algumas plantas e
animais pertencentes aos filos Cnidaria ¢ Mollusca (Yasuhira ¢ Simpson, 1997,
Kapushoc et al., 2000; Simpson et al., 2000; Schneider, 2001).

Os tripanosomatideos Leishmania tarentolae e Trypanosoma brucei nao
possuem no genoma mitocondrial genes codificando para tRNAs, de forma que todos
os tRNAs para a tradugdo mitocondrial sdo importados para a organela do citoplasma
(Yasuhira e Simpson, 1997). Em nenhum caso estudado até o presente momento o
mecanismo de importagdo de tRNAs citoplasmaticos pela mitocondria estad
plenamente compreendido. As evidéncias indicam um mecanismo diferente em cada
organismo estudado (Lima e Simpson, 1996; Simpson et al., 2000; Schneider, 2001).

Varios tipos de editoragao de tRNAs ja foram descritos (Janke e Paabo, 1993;
Antes et al., 1998; Price e Gray, 1998). Editoragdo por substitui¢do e/ou modificagdo
de nucleotideos de tRNAs mitocondriais, que restauram o pareamento de bases em
sitios conservados no braco aceptor ocorre em espécies de amebas do género
Acanthamoeba, alguns fungos da familia dos critidiomicetos e alguns animais. Em
marsupiais, uma unica modificacdo de um nucleotideo na segunda posicdo do
anticodon restaura a capacidade decodificadora do tRNA™P mitocondrial. Em
Physarum polycephalum, varios tRNAs mitocondriais apresentam editoragdo por
inser¢des de citosinas e uridinas (Hatfield, et al., 1982). Além desses exemplos, a
deaminagdo especifica de adenosina para inosina ocorre em tRNAs de
Saccharomyces cerevisiae (Auxilien et al., 1996).

O genoma mitocondrial de protozodrios tripanosomatideos consiste de 20 a
50 moléculas de maxicirculos. Esses maxicirculos codificam dois RNAs ribossomais
e 18 genes codificantes para proteinas. Aproximadamente 12 desses genes,
dependendo da espécie, representam criptogenes; genes cujos transcritos sdo
editorados em diferentes extensdes pelo mecanismo de adicdo e dele¢do de uridinas.

Em adicdo aos maxicirculos, o genoma mitocondrial contém entre 10.000 e 20.000
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moléculas de minicirculos (Simpson e Thiemann, 1995; Estevez e Simpson, 1999).
Estes codificam RNAs guia (guide RNAs - gRNAs) envolvidos na mediacdo do
processo de editoragdo. Os maxicirculos e minicirculos se organizam em uma rede
concatenada compacta denominada de DNA do kinetoplasto (kDNA). Nenhum gene
de tRNA codificado tanto nos maxicirculos como nos minicirculos foi identificado,
apesar da seqiiéncia desse genoma ter sido completamente determinada. As
evidéncias tanto de experimentos in vivo como in vitro indicam que os tRNAs
necessarios ao processo de traducdo sdo importados do citoplasma (figura I-1.4)
(Simpson e Thiemann, 1995; Lima e Simpson, 1996, Yasuhira e Simpson, 1997,
Estevez e Simpson, 1999).

Nucleo
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CCA Citosol
/ Exportacao
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tRNA
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decodificacdo decodificagdo
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Figura 1I-1.4: Esquema do mecanismo de importagdo, exportacio e editoracio de tRNAS
mitocondriais em Kinetoplastidas. (Figura cedida pelo prof. Dr. Juan D. Alfonso — Ohio State
University)

Como no caso da maioria dos eucariotos o codigo genético mitocondrial
(Kinetoplasto) de Leishmania se desvia do cddigo universal onde o codon UGA de
termina¢do ¢ usado como um codon para triptofano (Estevez e Simpson, 1999;

Simpson e Thiemann, 1995). Entretanto, em L. tarentolae um unico tRNA™
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codificado no nucleo foi identificado, possuindo o anticodon CCA. Esse tRNA'™
pode decodificar o cédon candnico UGG para triptofano, mas ndo o codon UGA do
kinetoplasto. Foi identificado recentemente um novo mecanismo de editoracdo em
kinetoplasto de L. farentolae pela modificagdo de uma citosina para uridina na
posi¢do 1 do anticodon do tRNA™ (CCA) (Alfonzo et al., 1996). Até o presente
momento duas enzimas, Tad2p/Tad3p, parecem estar envolvidas nesse mecanismo
(Rubio, et al., 2007). Este evento de editoracio leva a formagio do tRNA™ (UCA)
que decodifica o cddon mitocondrial UGA para triptofano (figura I-1.4). Em outros
organismos, decodificagio do cédon UGA mitocondrial pelo tRNA™ (CCA) ¢
decorréncia de mutacdes fora do anticodon que permitem o pareamento do tipo “ndo
Watson-Crick” (pareamento C-A) entre a primeira posi¢ao do anticédon e a terceira
posicdo do codon ou pela modificagdo especifica da citosina (para lisidina, por
exemplo) que permite pareamento C-A.

No caso do tRNA™ em Leishmania, a editoracdo do ribonuclotideo Cs4 para
Us4 no anticédon € a inica modificagdo de seqiiéncia observada. A presenga de um
tRNA"P(UCA) mitocondrial que nio possui outra modificacdo capaz de alterar sua
estrutura candnica, levou a conclusio que a editoragdo no tRNA™™ ¢ essencial para o

apropriado funcionamento da tradu¢ao mitocondrial (Alfonzo et al., 1996).

Aminoacil-tRNA sintetases

As aminoacil-tRNA sintetases (aaRSs) sdo uma familia de enzimas que
asseguram a correta ligagdo entre um aminodcido e seu tRNA correspondente
gerando um conjunto de tRNAs aminoacilados essenciais para o processo de sintese
protéica (Ibba e Soll, 2000; Lenhinger et al. 2000).

As aaRSs realizam a reacdo de aminoacilagdo em duas etapas: Primeiro ATP
reage com o aminodcido formando aminoacil-adenilato e difosfato. Em uma segunda
rea¢do o aminoacido ativado ¢ transferido para o tRNA para formar o aminoacil-
tRNA e AMP (figura I-1.5). As aaRSs sdo classificadas em dois grupos (Classe I e
II) segundo a reacdo de aminoacilacdo (figura I-1.5) e a suas caracteristicas
estruturais (figura I-1.6) (Ibba e Soll, 2000; Lenhinger et al. 2000).

Nestas reagcdes o aminoacido ¢ ligado ao tRNA por uma ligagdo de alta

energia e assim ¢ denominado “ativado”.
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Figura I-1.5: Mecanismo de reacio das AARSs. A reagdo de aminoacilagio do tRNA ¢
realizada em duas etapas: A) Reagdo de ativagdo do aminoacido. B) Reagdo de aminoacilagéo.
Nas AARSs de classe I o aminoacido ¢ transferido inicialmente para a hidroxila 2’ e
posteriormente, por uma reagdo de trans-esterificagdo passa a hidroxila 3. Ja nas AARSs de
classe I a aminoacilacdo ocorre diretamente na hidroxila 3’. (Figura adaptada de Lehninger

Principles of Biochemistry 3™ Ed. 2000)

Cada aaRSs possui cavidades precisas para o ATP e o seu aminoacido

especifico. A discriminagdo do correto tRNA ¢ realizada em grande parte pela

presenga de elementos determinantes de identidade na estrutura dos tRNA, presentes

principalemente nas regido do “braco do aminoacido do tRNA” e no anticodon.

Intensa interacdo ocorre entre o tRNAs e as aaRSs (figura I-1.6) de maneira a
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posicionar os elementos de identidade proximos as sitios de reconhecimento.
Estruturas cristalograficas de aaRSs em complexo com tRNAs mostram que o
reconhecimento ¢ diferenciado nas classes I e II, o que pode explicar em parte a
diferenca de interagdo do aminodcido com o grupo hidroxila da adenina do brago
aceptor do tRNA (Fig. I-1.5) (Ibba e Soll, 2000; Lenhinger et al. 2000). Outras
fungdes tém sido atribuidas as aaRSs como: fidelidade celular, processamento de
tRNA, splicing de tRNAs, transporte de tRNAs, apoptose e regulagdo transcricional
e traducional. (Martinis et al., 1999)

A utilizagdo das aaRSs como alvo para inibidores seletivos de agentes
infecciosos ja esta bem documentada indicando o potencial futuro deste projeto no
caminho da busca de inibidores especificos contra leishmanioses (Tao e Shimmel,
2000; Schimmel ¢ Tao, 1998; Brown et al., 2002; Kim et a./, 2003; Ochsner et al.,
2007).

Figura 1-1.6: Representacdo de superficie de aminoacil-tRNA sintetases ligadas aos tRNA
cognatos. A) ArgRS de Saccharomyces cerevisiae (codigo PDB 1F7U), enzima monomérica da
classe I. B) PheRS de Thermus thermophilus (c6digo PDB 1EIY) enzima dimérica de classe II.

Triptofanil-tRNA sintetase.

O reconhecimento da maioria das enzimas enderegadas a importagdo
mitocondrial ¢ mediado por seqiiéncias amino-terminais de 20 a 60 residuos de
aminoacidos As aminoacil-tRNA sintetases mitocondriais sdo codificadas pelo

genoma nuclear e transportadas para a matriz mitocondrial (Neupert, 1997; Ibba e

10
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Soll, 2000; Woese et al., 2000). Essas seqiiéncias sdo clivadas apds a correta
localizag¢ao da enzima (Neupert, 1997).

As triptofanil-tRNA sintetases (TrpRS) pertencem a classe I das aaRSs na
forma de dimeros o, €, ao contrario das outras aaRSs, ndo formam complexos de alto
massa molecular, sendo as menores aaRSs identificadas. Os membros dessa classe
apresentam duas seqiiéncias consenso caracteristicas, a primeira composta pelo
motivo “OHOGH” (@ denota aminoacido hidrofobico) e a segunda pelo motivo
“KMSKS”, esse dois formam o sitio de ligagdo do ATP e do aminoacido triptofano.
Estruturas cristalograficas recentes apontam claramente a evolucdo destas seqiiéncias
consenso para a discrimina¢do entre os aminoacidos de cadeia aromadtica (Yang et al.,
2003), em especial a estrutura de um fragmento catalitico da TrpRS humana
complexado com substrato ndo hidrolizavel mostra o papel desses aminoacidos no
reconhecimento e ativacdo do aminodcido triptofano (Yu et al, 2004). Outra
caracteristica comum a essa classe de aaRSs ¢ o dominio de ligacdo a nucleotideos
conhecido como “Rossman Fold” (Branden e Tooze, 1999). As seqiiéncias consenso
sdo trazidas proximas uma da outra por uma pronunciada curvatura de quatro fitas 3
paralelas, formando o sitio de ligacdo do nucleotideo de adenina (Ibba e Soll, 2000;
Woese et al., 2000).

Dados estruturais e bioquimicos mostram que além do mecanismo de
reconhecimento e carregamento do tRNA as TrpRS estdo envolvidas em outros
processos biologicos como: atividade angiostatica (TrpRS citoplasmatica humana)
(Kise et al., 2004), e na formacdo de complexos com a enzima 6xido nitro sintetase
em resposta ao dano do DNA (Buddha et al., 2004; Buddha et al., 2005a; Buddha e
Crane, 2005).

Até o presente momento 264 estruturas tridimensionais de aaRSs encontram-
se depositadas no “Protein Data Bank™ (http://www.rcsb.org/pdb/). Dentre essas, 11
pertencem as TrpRS de bactérias. Recentemente duas estruturas de triptofanil tRNA
sintetase citoplasmatica humana complexadas com tRNA'™ foram depositadas sob as
coordenadas de acesso, 2AZX (Yang et al., 2006), 2AKE e 2DR2 (Shen et al., 2006),
mostrando algumas caracteristicas interessantes com relagdo ao modo de ligagdo ao
tRNA.

O mecanismo de reconhecimento especifico dos tRNAs™ editorado e ndo

editorado pelas TrpRSs ¢ ainda desconhecido. Recente trabalho com TrpRS de

11
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Trypanosoma brucei (Charriére et al., 2005) mostra que a discriminagdo dos dois
tRNA'™ ¢ realizada pela enzima citoplasmatica através de elementos presentes nas
proximidades do anticodon do tRNA'™. Estudos estruturais devem ainda ser
realizados e s3o de extrema importancia para elucidar completamente esse

mecanismo discriminatorio.

Triptofanil-tRNA sintetases em L. major.

Dois genes codificantes para Triptofanil-tRNA sintetase encontram-se
depositados no GeneDB, sob os niimeros de acesso LmjF29.0060 e LmjF23.0300.
Inicialmente a andlise seqiiencial e a predicdo de regides sinalizadoras apontavam
que ambas as enzimas eram destinadas a exportacdo mitocondrial, apds
caracterizagdo das regides ndo traduzidas foi observado que a janela de leitura
depositada do gene LmjF29.0060 estava errada. A nova janela de leitura ndo mostrou
seqiiéncia de sinalizacdo mitocondrial, caracterizando essa proteina como
citoplasmatica. Seguindo a notacdo amplamente utilizada para proteinas que
possuem formas distintas para mitocondrial e citoplasmatica a forma citoplasmatica
foi entdo denominada LmTrpRS1 ( Lm de L. major, TrpRS de enzima tRNA
sintetase que reconhece o aminoacido triptofano e o nimero 1 denota enzima
citoplasmatica) e a forma mitocondrial foi denominada LmTrpRS2 (nimero 2 denota

enzima mitocondrial).
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Capitulo 2

Objetivos

O objetivo principal desse trabalho foi a caracterizagdo bioquimica e

estrutural de duas enzima triptofanil tRNA sintetases do parasita L. major.
Objetivos especificos:

» (Caracterizagdo das seqiiéncias nucleotidicas dos genes LmTrpRSI e
LmTrpRS2.

* Clonar os genes codificantes das proteinas LmTrpRS1 e LmTrpRS2 em
vetores de expressdo apropriados para producao de proteina em larga escala.

= Desenvolver protocolos de expressio e purificacdio das proteinas
recombinantes obtidas.

» Localizagdo celular das enzimas no parasita.

= (Caracterizagdo estrutural das proteinas
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Capitulo 3

Metodologia

Nesse capitulo ¢ feita uma descricdo geral sobre os
procedimentos realizados desde a caracterizagdo das regides
ndo traduzidas até as comparagdes estruturais das enzimas em
estudo com outras TrpRSs. Resumidamente a caracterizagdo
molecular dos genes envolveu clonagem dos genes em estudo,
determinag@o das regides ndo traduzidas (UTRs) e do niimero
de copias no genoma de L. major. As proteinas em estudo
foram sub-clonadas em vetores de expressdo especificos. A
proteina LmTrpRS2 obtida na fragdo soluvel foi purificada em
cromatografia de afinidade, sendo entdo realizados os ensaios
enzimaticos. Modelos estruturais das duas enzimas foram
construidos a partir de modelagem molecular por homologia e
comparados com estruturas de outras TrpRSs, em especial a
proteina humana complexada com tRNA.

Caracterizacdo molecular dos genes LmTrpRSI e
LmTrpRS2

Caracterizacdo das regioes 5° e 3’ nao traduzidas (UTR) dos genes
LmTrpRS 1 e LmTrpRS?2

Entender os mecanismos bésicos de crescimento, diferenciacdo e resposta
celular aos estimulos ambientais, ou seja, compreender a organizacdo espacial e
temporal dos eventos moleculares vem sendo um desafio para a biologia molecular.
Na verdade, embora muitos dos elementos regulatorios situem-se em regides nao
codificadoras do genoma, os dados disponiveis de seqiliéncias nucleotidicas sdo
referentes, na sua grande maioria, as seqii€ncias expressas correspondentes as
porcdes génicas codificadoras de proteinas. Dentre as por¢des nao codificadoras, as

regides 5’ e 3’ ndo traduzidas dos mRNAs, 5’UTR e 3’UTR, tém se mostrado
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interessantes por conter elementos de regulacdo da expressdo génica (Pesole et al.,
2002).

A caracterizagdo das regides nao traduzidas foi realizada através da técnica de
RT-PCR (Sambrook e Russel, 2000) adaptada para a caracterizagdo de mRNA de
Leishmania (Thiemann et al., 1994). Esta consiste na sintese de um cDNA apartir de
mRNA (transcrigdo reversa - RT) seguida de amplificacdo do cDNA especifico por
reacdo em cadeia de polimerase (PCR). Oligonucleotideos especificos foram
desenhados para as regides que flanqueiam as extremidades dos genes de interesse
(figura I-3.1 e tabela AI-1.1 no apéndice I, pag. 77). Para amplificacdo da regido
5’UTR foi utilizado um oligonucleotideo iniciador complementar a regido
conservada do “Spliced Leader” (SL) (Boothroyd e Cross, 1982; Maden e Hughes,
1997), ja para regido 3’UTR dos genes, foram empregados o oligonucleotideos
complementares a regido poli-A (figura I-3.1 e tabela AI-1.1 no apéndice I).

1 4 5

—
e emao}— ook ,

2 3

6 <+
o
Figura I-3.1: Estratégia adotada para a caracterizacdo das regides ndo traduzidas dos
genes LmTrpRsl e LmTrpRs2. As setas indicam os oligonucleotideos utilizados nas reagdes,
cujas seqiiéncias encontram-se descritos na tabela AI-1.1 do apéndice I (pag. 77).

A extragao do RNA total foi realizada a partir de cultura celular de formas
promastigotas de L. major crescidas em meio de cultura M199 a 26° C (Kapler et al.,
1990), utilizando-se o reagente “Trizol®” (Invitrogen), segundo orientagdes do
fabricante. As reagdes de RT-PCR foram realizadas utilizando-se o conjunto
“OneStep RT-PCR Kit®” (Qiagen), segundo condi¢des descritas na tabela 1-3.1 e o
ciclo de RT-PCR mostrado na figura 1-3.2, em termociclador PTC-100™
Programable Thermal Controller (MJ Research Inc.). A fim de restringir a sele¢do
dos genes, os produtos das reagdes de RT-PCR obtidos foram submetidos a novos
ciclos de PCR utilizando-se oligonucleotideos mais externos aos genes (figura [-3.1 e
tabela AI-1.1 no apéndice I). Os fragmentos de DNA obtidos nesta reagdo de PCR
foram separados por eletroforese em gel de agarose, purificados com conjunto
“Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System” (Promega). Esses foram entdo
submetidos a adicdo de dATP (deoxi-adenosina), segundo a reagdo descrita na tabela
I-3.2, por 30 minutos a 70° C e ligados ao vetor de clonagem pGEM-T® (Promega),

conforme especificagdes do fabricante.
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Células competentes de Escherichia coli DH5o foram transformadas, por
choque térmico (Sambrook e Russel, 2000), com os plasmideos provenientes das
reagoes de ligacdo. As coldnias cresceram em placas contendo ampicilina (100
ug/mL), IPTG (0,5 mM) e X-Gal (80 pg/mL). A confirmagdo dos plasmideos
recombinantes foi realizada pela técnica de PCR de colonia utilizando-se os primers
de seqiienciamento de vetor pGEM-T® (T73G e SP6). Os plasmideos recombinantes
foram extraidos pelo protocolo de lise alcalina (Sambrook e Russel, 2000) e
submetidos ao seqiienciamento de DNA, pelo método de terminagdo de cadeia por
di-deoxinucleotideos (Sanger et al. 1977). As seqiiéncias nucleotidicas obtidas foram
analisadas e submetidas a comparagdo com as seqiliéncias depositadas no banco de

dados NCBI, através do programa “BLAST Sequences” (BLASTn).

Tabela 1-3.1: Reagentes usados na reacio de RT-PCR para amplificacio das regides
3’UTR e S’UTR

Mistura da reacdo de RT-PCR Volume (uL)  Concentracio final
Tampdo RT-PCR [5X] 10,0 1X
dNTPs 10 mM (A, G,C, T) 2,0 0,4 mM cada
Oligonucleotideos 100 pmol/ul 0,5 cada 1 uM cada
RNA molde 1,0 nug
Enzima MIX (Reverse Transcriptase+ Hot Start Taq 2,0
DNA Polymerase)
RNAse out (40U/uL) 0,25 10U
H,0 milli-Q autoclavada q.s.p. 50,0

4°C

Figura 1-3.2: Ciclo da reacio de RT-PCR utilizado para amplificacio das regioes 3°UTR e
5°UTR do gene LmTrpRS1 e LmTrpRS2. Em azul a reacdo de transcri¢ao reversa, em preto o
ciclo de PCR.

Tabela 1-3.2: Reagentes utilizados na reac¢iio de adi¢iio de deoxiadenosina (A)

Reagentes para a reacio de adicio de deoxiadenosina. Volume (uL)
DNA purificado 7,3
Tag DNA polimerase recombinante (Invitrogen) (1U) 1,0
dATP 5 mM 0,4
Tampédo PCR Tag DNA polimerase recombinante [10x] (Invitrogen) 1,0
MgCl, 50 mM 0,3
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Caracterizacao do numero de copias dos genes LmTrpRS1 e LmTrpRS2

Com o objetivo de caracterizar os genes LmTrpRSI e LmTrpRS2 em relagao
ao numero de copias presentes no organismo do parasita L. major, foi utilizada a
analise com endonucleases de restricdo seguida de “southern blotting” (Southern,
1975).

Amostras de aproximadamente 1,0 pg de DNA gendmico de L. major,
extraido de culturas celulares pelo protocolo de fenol/cloroférmio (Sambrook e
Russel, 2000), foram submetidos a digestdo com as endonucleases de restricao: Ndel,
Notl, Xbal, Xhol, Bgll, Bam HI, Hind 111, Pstl ¢ Eco Rl (New England Biolabs).
Essas amostras foram separadas de acordo com o tamanho, por eletroforese em gel
de agarose 0,8%, seguida de desnaturacdo do DNA e transferéncia por capilaridade
para uma membrana de nitrocelulose Hybond™ N (GE healthcare) (Sambrook e
Russel, 2000). O DNA foi fixado na membrana através de exposicao a radiagdo UV
“Cross-linking” em Stratalinker” UV Crosslinker 1800 (stratagene).

Uma sonda radioativa foi utilizada para os experimentos de hibridizacdo, esta
sonda consistiu no produto de amplificacdo dos genes de interesse através da técnica
de “Random Priming”, utilizando-se a-dAT**P (Feinberg e Vogelstein, 1983) e o
conjunto “Megaprime™ DNA Labeling System” (GE Healthcare). Os procedimentos
de hibridizacdo e lavagens foram realizados de acordo com protocolo padrdo
(Sambrook e Russel, 2000) e manual de instru¢des da membrana.

A visualizacdo das hibridiza¢des foi realizada com exposicdo da membrana
em filme radiografico (Kodak Biomax®), que foi incubado em cassete adequado a -
80° C por 2 horas para intensificacdo da exposicao. Os filmes foram revelados com

solucdo reveladora e fixador (Kodak Biomax® developer).

Clonagem dos genes LmTrpRS1 e LmTrpRS2

A amplificacdo dos genes LmTrpRSI e LmTrpRS2 de L. major foi realizada
pelo método de PCR, utilizando como molde DNA total de L. major e
oligonucleotideos especificos as extremidades dos genes de interesse (tabela Al-1.2
no apéndice I). Os oligonucleotideos foram construidos considerando-se: 1) As

seqiiéncias codificantes das proteinas LmTrpRS1 e LmTrpRS2 depositadas no banco
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de dados do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov); 2) A predicdo das regides
destinadas a exportacdo celular destas enzimas, realizada pelo programa MitoProt 11
(Claros e Vincens, 1996); 3) Os sitios de restricdo adequados a inser¢ao dos genes
nos vetores de expressdo utilizados. Duas formas da enzima mitocondrial
(LmTrpRS2) foram clonadas, uma com a seqiiéncia N-terminal de sinalizagdo
mitocondrial e outra com a remog¢ao dessa regido predita pelo programa MitoProt II.
As reacoes de PCR foram realizadas segundo condi¢des descritas na tabela I-
3.3 e programa de PCR mostrado na figura I-3.3 (oligonucleotideos - tabela AI-1.2
no apéndice I), com pequenas adaptagdes entre os ciclos de PCR para adapté-lo as
diversas constru¢des realizadas. Durante todas as amplificacdes foi utilizada a
enzima DNA polimerase (Invitrogen, Promega ou Eppendorf) com atividade

corretiva para evitar a inser¢ao de mutagoes.

Tabela I-3.3: Reagentes usados nas reacdes de PCR para amplificacio e sub-clonagens dos
genes LmTrpRS1 e LmTrpRS2.

Mistura da rea¢ao de amplificacio Volume (uL) Concentragdo final
Tampao PCR [10X] sem Mg 5,0 1X
dNTPs 10 mM ( A, G, C, T) 1,0 0,2 mM cada

MgSO, 50 mM 1,0 2,0 mM

Oligonucleotideo sense 100 pmol/ul 1,0 2 uM

Oligonucleotideo antisense 100 pmol/ul 1,0 2 uM
DNA molde 1,0 100 ng
Platinum 7ag DNA polimerase (5 U/uL) 2,0 10U
H,0 milli-Q autoclavada 38,0
94°C  94°C
3 : 30°
: 68°C 63°C
I 2 5
I
" 55°C :
! 30° l 4C
1
: 25X l

Figura I-3.3: Esquema do programa de PCR utilizado para amplificacdo e sub-clonagens
dos genes LmTrpRS1 e LmTrpRS?2.

Os genes obtidos nesta reagdo foram inseridos no vetor de clonagem pGEM-
T® (Promega). Os produtos de ligagio foram inseridos em bactérias E. coli

competentes, ¢ a presenga do inserto foi confirmada por extracdo plasmidial das
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colonias recombinantes selecionadas, seguida de andlise de digestdo com
endonucleases de restricdo compativeis com os oligonucleotideos construidos, ou
entdo reagdo de PCR com oligonucleotideos especificos aos vetores utilizados (tabela
Al-1.2 no apéndice I). A reacdo geral de digestdo (tabela I-3.4), foi realizada por 4

horas, seguindo condi¢des de reacao sugeridas pelo fabricante.

Tabela 1-3.4: Reagentes usados na reacio de digestio de DNA com endonucleases de
restricio.

Reagentes para a reaciio de digestao para cada vetor Volume (ul)
DNA - 300 ng/ul 20
Enzima 1 (5 U/ul) - compativel com extremidade sense do oligonucleotideo 1,5
Enzima 2 (5 U/ul) - compativel com extremidade anti-sense do oligonucleotideo 1,5
Tampao compativel com enzimas utilizadas 3
Agua milli-Q 4

As seqiiéncias nucleotidicas dos genes de interesse foram confirmadas pelo
seqiienciamento do DNA dos plasmideos recombinantes, seguido de analise com as

seqiiéncias depositadas no banco de dados NCBI, através do programa BLASTn.

Sub-clonagem dos genes LmTrpRS1 e LmTrpRS2 em vetores de expressao
e ensaios de expressiao protéica

Diversas construgdes envolvendo os genes de interesse, tanto em vetores de
expressdo procarioticos quanto eucaridticos foram realizadas para contornar os
problemas de solubilidade das proteinas em estudo. Para tanto, oligonucleotideos
especificos para essas constru¢des foram construidos, levando-se em consideragdo os
sitios de restrigdo adequados aos vetores empregados e a correta janela de leitura
(tabela AI-1.3 no apéndice I). As reagdes e os ciclos de PCR foram realizadas como
mostrado na tabela 1-3.3 e figura [-3.3 respectivamente, utilizando os genes
LmTrpRSI e LmTrpRS2 clonados no vetor pGEM-T, com pequenas alteragdes para
observar as temperaturas de anelamento e extensdo adequadas a cada
oligonucleotideo. Os fragmentos com tamanhos esperados aos genes LmTrpRSI ¢
LmTrpRS2 foram separados em gel de agarose 1% e purificados como descrito
anteriormente.

Para a inser¢do dos genes de interesse nos plasmideos especificos, os

produtos de PCR purificado ¢ oDNA plasmidial (vetores de expressao) foram
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digeridos por 4 horas em condi¢cdes de reacdo sugeridas pelo fabricante das
endonucleases de restri¢do, reacdo geral sumarizada na tabela 1-3.4. Apos digestao,
as amostras foram separadas em gel de agarose 1% e purificadas. Os produtos de
digestdo purificados foram inseridos nos plasmideos de interesse através de reacao de
ligagdo utilizando a enzima T4 DNA ligase (Sambrook e Russel, 2000), segundo
rea¢do mostrada na tabela I-3.5. Esta foi realizada a 4° C por 12 horas.

Os produtos de ligacdo foram inseridos em bactérias E. coli competentes. As
bactérias recombinantes foram selecionadas em meio de cultura so6lido com
antibiotico adequado. As coldnias recombinantes tiveram o DNA plasmidial
extraido, e a conferéncia da incorpora¢do do inserto foi realizada por analise de
restricdo ou PCR. Apds seqilienciamento, os clones sem mutagdes foram inseridos em

cepas de E. coli competentes para o inicio dos ensaios de expressao.

Tabela I-3.5: Reagentes usados na reaciio de ligacio dos genes nos vetores de expressio.

Reagentes para a reaciio de ligaciio para cada vetor Volume (uL)
Produto de PCR digerido com as enzimas de restri¢ao (100 ng/uL) 6
Plasmidio digerido com as enzimas de restri¢do (100 ng/uL) 2
Buffer T4 DNA ligase (Promega) 1
T4 DNA ligase (Promega) (1 U/ul) 1

Ensaios de expressdo protéica foram realizados em meios de cultura
bacterianos (LB, 2XYT, meio minimo) (Sambrook e Russel, 2000), variando-se as
condi¢cdes de inducdo a fim de aperfeigoar a expressao soluvel da proteina. Apos lise
celular realizada por ultra-som, as fragdes soluveis e insoluveis foram separadas por
centrifugagdo e analisadas em eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida a

15% (Laemmli, 1970).

Producio de anticorpos policlonais contra as proteinas LmTrpRS1 e
LmTrpRS2

A producdo de anticorpos policlonais contra as proteinas LmTrpRS1 e
LmTrpRS2 foi realizada através da inoculagdo das proteinas de interesse em
camundongos (Frederick et al., 1997; Sambrook e Russel, 2000), em colaboragdo
com laboratorio da Prof?. Dra. Heloisa Selistre Aratjo - UFSCar. As proteinas de
interesse, expressas na forma de corpos de inclusdo no vetor pET29a, foram

separadas por eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida e as bandas
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correspondentes as proteinas de interesse foram recortadas do gel de poliacrilamida e
maceradas em tampao “PBS” (Sambrook e Russel, 2000). Ap6s dosagem protéica
(Bradford, 1976) 300 pul de proteina a 100 pg/mL foram aplicadas em cada
camundongo, processo repetido apds 45 dias da injecdo inicial. Dez dias apds a
segunda injecdo os animais foram sacrificados e os soros contendo os anticorpos
foram removidos. A producgdo de anticorpos foi conferida pela técnica de “western

blotting” (Burnette, 1981; Sambrook e Russel, 2000).

Localizac¢ao celular das proteinas LmTrpRS1 e LmTrpRS2.

A localizagdo celular foi realizada através do fracionamento do conteudo
celular de células de L. tarentolae, seguido de “western botting” com os anticorpos
policlonais produzidos. O fracionamento celular foi realizado em colaboracao com
Prof. Dr. Juan D. Alfonzo - Ohio State University. Para o fracionamento, culturas de
células foram crescidas em meio M199 até fase logaritmica, 10° células/mL, essas
foram ressuspendidas em tampao DTE (1 mM Tris-HC1, 1 mM EDTA, pH 7.9)
gelado até a concentracdo de 5x10° células/mL. Apés 10 minutos, as células sdo
passadas através de uma agulha 0,26mm a 110lbs/in®, aonde sio lisadas e o
kinetoplasto permanece integro. Esse lisado foi transferido para uma solugdo de
sacarose a 60%, centrifugado por 15 minutos a 9000 rpm. A fragdo precipitada foi
ressuspendida em tampao STM (20 mM Tris-HCI1, pH 7.9, 2 mM EDTA ou 2 mM
MgCl,) e DNAse, na propor¢ao de 1 mL pra cada 6 mL de lisado. Este foi incubado
1 hora em gelo. Apds esse tempo adicionou-se o mesmo volume de tampao STE (250
mM sacarose, 10 mM g Tris, 2 mM EDTA, pH 7,9) e a amostra foi centrifugada a
9000 rotagdes por minuto (rpm) por 15 minutos. A fracdo precipitada foi utilizada
para os gradientes de Percoll (Sigma-Aldrich). A amostra foi centrifugada a 24000
rpm por uma hora. A banda contendo a fragdo mitocondrial foi entdo centrifugada
em excesso de STE por 15 minutos a 11500 rpm e foi lavada duas vezes. (Simpson et
al., 1993; Simpson et al., 1996).

Os extratos mitocondrial e citoplasmatico obtidos apés lise e fracionamento
celular, foram separados por eletroforese em gel de poliacrilamida, sendo entdo
prontamente transferido para uma membrana de nitrocelulose. Os anticorpos
policlonais anti-LmTrpRSs foram incubados com a membrana por 2 horas. A

membrana foi lavada com solucdo de TBS, e um anticorpo secundario anti-igG de
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camundongo conjugado com peroxidase foi colocado em contato com a membrana.
Apoés a incubagdo a membrana foi revelada com solu¢do contendo um composto
quimio luminescente (Amersham ECL™ Advance Western Blotting Detection Kit -
Ge Healthcare), essa membrana foi exposta a um filme fotografico por 15 minutos
(KODAK BioMax® - Kodak) e depois revelada. Os controles positivos da reagio

foram amostras das proteinas expressas em E. coli.

Expressao e Purificacdo da proteina LmTrpRS2.

A expressdao da enzima LmTrpRS2 foi realizada em bactéria E. coli BL21
(DE3) contendo o plasmideo recombinante LmTrpRS2/pET28a (proteina LmTrpRS2
sem sinalizacdo mitocondrial, clonada no vetor pET28a- Novagem). A proteina foi
expressa em meio LB liquido, contendo Kanamicina (30 pg/ml), estas culturas foram
crescidas a 37 °C, sob agitacdo constante de 250 rpm, até as culturas atingirem uma
densidade otica a 600nm (D.O.¢00 nm) de aproximadamente 0,8. Neste instante a
expressdo da proteina recombinante foi induzida com IPTG (Isopropil PB-
galactopiranosideo) na concentragdo de 10 uM, por 24 horas a temperatura de 20° C.
Ap6s inducdo, as células foram centrifugadas a 5.000 xg, por 15 minutos, a 4° C. O
precipitado foi ressuspendido em tampao de lise (PBS e 10 pg de lisozima por ml de
células ressuspendidas) durante 30 minutos a 4° C. As células foram lisadas através
de 8 pulsos de ultra-som com duracdo de 15 segundos e intervalos de 30 segundos
entre cada pulso. As amostras lisadas foram centrifugadas a 15.000 x g por 30
minutos, a 4° C, separando a fragdo soluvel da insoluvel.

A proteina foi purificada por cromatografia de afinidade utilizando-se a resina
“Ni-NTA Superflow” (Qiagen). A proteina recombinante foi eluida da coluna com a
aplicagdo de tampao PBS e gradiente de concentragio de imidazol (trés
concentragdes de imidazol, 50, 100 e 150 mM foram aplicadas). As fra¢des eluidas

da coluna de niquel foram analisadas em gel de poliacrilamida a 15% .
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Ensaios de atividade enzimatica da enzima LmTrpRS2 recombinate.

Transcricio in vitro dos tRNAs' ™ editado e nio editado.

As reagdes de transcrigdo in vitro dos tRNA'™ | foram realizadas segundo
Amberg et al., 1996. Os DNAs plasmidiais contendo os genes codificantes para os
tRNA™™ (UCA) e tRNA"(CCA), inseridos no vetor de propagagio pUC19 foram
gentilmente cedidos pelo prof. Dr. Juan D. Alfonso (figura 1-3.4). O plasmidio foi
propagado em E. coli DH5a e apds extragdo plasmidial o mesmo foi digerido com a
enzima de restricdo Bst NI a 60° C por 4 horas, para proporcionar a terminagdo
CCA-3’ encontrada nos tRNAs. A reagao de digestao estd sumarizada na tabela I-3.6.
Ap6s a digestdo, o DNA plasmidial foi precipitado seguindo protocolo de acetato de
amonio (Sambrook e Russel, 2000). O DNA plasmidial foi ressuspendido em agua
livre de RNAse e utilizado como molde para a enzima T7 RNA polimerase. A reagcdo

de transcri¢ao, sumarizada na tabela 1-3.7, foi incubada a 37° C por 24 horas.

vetor pUC19 promotor T7 gene tRNAT®
BstN1
O lee
I 72 mt

tRNAT™® franscrito

Figura I-3.4: Esquema representativo do cassete de transcricio do tRNA™™. Na parte
superior um esquema do vetor pUCI19 com a seqiiéncia do promotor para enzima T7 Rna
polimerase (alaranjado), seguido pelo gene tRNA™™ (azul) e sitio para enzima Bst NI na porgdo
final do cassete (verde). Na parte inferior (azul) um esquema do tRNA™™ transcrito in vitro.

Tabela I-3.6: Reagentes usados nas reacdes de digestio do DNA plasmidial tRNA"™,

Reagentes para a reacdo de digestio Volume (ul)
DNA plasmidial (~250 ng/uL) 20
Enzima Bs/NI (NEB) (10 U/uL) 2,5
NEbuffer 2 5
BSA 10 mg/mL 1
Agua milli-Q 21,5

Tabela 1-3.7: Reagentes usados nas reacdes de transcricao in vitro do tRNAT?,

Reagentes para a reagdo de digestio Volume (ulL)
DNA plasmidial (~200 ng/pL) 30
mix de rNTP (25 mM) 20
Inibidor de RNAse (39,8 U/uL) 1
T7 RNA polimerase (100U/uL) 1
Tampao [10X] (tris-HCI 0,4 M; NaCl 0,05 M; MgCl, 0,22 M; DTT 0,1 M; 10
Espermidina 0,02 M)
H,0 Milli Q livre de RNAse 38
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Purificacao da transcricao in vitro dos tRNAs"™ ¢ protocolo de re-
enovelamento.

Os tRNAs transcritos foram purificados utilizando-se gel desnaturante de
poliacrilamida a 8% em 8 M de uréia (Curnow et al., 1993). As amostras de tRNAs
foram preparadas com tampao desnaturante (20 mM MOPS, pH 7,0, 1 mM EDTA,
6% de formaldeido, 31% formamida, 0,025% azul de bromofenol ¢ 0,025% de xileno
cianol), aquecidas a 70° C por 5 minutos e resfriadas em gelo por 3 minutos. O gel
foi corado em solugdo de brometo de etidio a 1 pug/mL e as bandas com tamanho
molecular semelhante aos tRNAs foram recortadas. Os tRNAs foram eluidos apos
incubacdo com 0,3 M de acetato de sddio durante 12 horas a temperatura ambiente e
precipitados com etanol (Sambrook e Russel, 2000). Para o re-enovelamento os
tRNas foram ressuspendidos em agua livre de RNase e desnaturados a 70° C por 3
minutos, e resfriados lentamente até temperatura ambiente.

Os ensaios de aminoacilagao foram realizados a 37° C em um volume final de
50 ul, com 500 nM da enzima recombinante LmTrpRS2 em um meio de reacdo
contendo: 50 mM Hepes; 10 mM acetato de magnésio; 4 mM DTT; 2 mM ATP;
0,05% de albumina bovina (BSA) e uma mistura de 2 uM de L- [5—3H]—triptofano (32
Ci/mmol - Amersham Life Science) e 38 uM de triptofano frio (Sever et al., 1996;
Charriere et al., 2006). Aliquotas de 10 pul de cada reacdao foram aplicadas em papel
de filtro Watman 3 MM (Watman), pré-equilibrado com 10% de 4cido
tricloroacético (TCA). Os papéis foram lavados duas vezes em 5% TCA por 10
minutos, seguido de lavagem com de etanol por um minuto. Os filtros foram
incubados em estufa a 80° C (para a remogao de agua e etanol) e a radioatividade foi
determinada em um contador de cintilagao liquida (Beckman LS 6500) utilizando-se

2 mL de liquido de cintilagdo (0,02% POP e 0,6% POPOP em tolueno).

Caracterizacao estrutural das proteinas LmTrpRS1 e LmTrpRS2.

Modelagem molecular das proteinas LmTrpRS1 e LmTrpRS2.

A selecdo das estruturas homologas as proteinas LmTrpRS1 e LmTrpRS2

foram realizadas através de alinhamento seqiiencial das proteinas de interesse com as
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seqiiéncias protéicas depositadas no “Protein Data Bank”, PDB, usando a ferramenta
Blastp. As seqiiéncias de aminoacidos das proteinas com maior similaridade foram
analisadas uma a uma com o programa Clustal W (Chenna et al., 2003). A
modelagem molecular por homologia foi realizada utilizando-se o programa
MODELLER 6a (Sali e Blundell, 1993), seguido da validagdo dos modelos com
programas, PROCHECK (Laskowski et al., 1998), WHATIF (Vriend, 1990) e
VERIFY 3D (Luthy et al., 1992).
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Capitulo 4
Resultados e discuss6es*.

Neste capitulo sdo abordados os resultado obtidos com a
caracterizagdo molecular e a modelagem por homologia das
proteinas LmTrpRS1 e LmTrpRS2. Os experimentos de
caracterizagdo das regides ndo traduzidas 3’e 5 mostraram que
o mRNA do gene LmTrpRSI tém 1672 nucleotideos, e que a
janela aberta de leitura depositada no Gene DB (Lm;jF29.0060)
comeca na adenina 253 do cdédon ATG, correspondente a
Metionina 85 da proteina depositada no banco de dados,
enquanto o mMRNA do gene LmTrpRS2 possui 2258
nucleotideos. Os dois genes sdo copias simples como mostrado
nos experimentos de “southern blotting”, localizados nos
cromossomos 29 (LmTrpRSI) ¢ 23 (LmTrpRS2). Ambos os
genes foram clonados através de PCR e subclonados em
vetores de expressdo. Os ensaios de expressao mostraram que a
insolubilidade das proteinas foi uma constante na maioria dos
vetores utilizados. “western blotting” com extratos celulares de
Leishmania confirmaram a localizacdo celular das enzimas.
Uma forma soluvel e estdvel da forma madura da proteina
LmTrpRS2 expressa no vetor pET28a foi purificada por
afinidade, os ensaios de aminoacilagdo mostraram que esta é
capaz de reconhecer os tRNA'™ editado e ndo editado. A
analise estrutural das proteinas foi realizada em modelos
gerados por modelagem molecular por homologia, estes
mostram que os dominios de ligagdo aos substratos sdo
conservados com algumas diferencas no mecanismo de
reconhecimento do tRNA™™ pela enzima LmTrpRS2.

Caracterizacio molecular dos genes LmTrpRS1 e LmTrpRS2.

Caracterizacio das regioes 5° e 3’ nio traduzidas (UTR) dos genes
LmTrpRS1 e LmTrpRS?2.

As reacdes de RT-PCR iniciais que visavam a amplifica¢do da regido 5’UTR
do gene LmTrpRSI, partindo do RNA total de L. major, resultaram na amplificacdo
de uma banda ndo definida, cobrindo as regides de 100 até 500 pb. A re-amplificagdo

dessa regido utilizando-se oligonucleotideos internos ao gene mostrou 3 bandas

. s . . s .
A divis@o dos topicos descritos nessa sessdo nao reflete a ordem pelos quais os mesmos foram executados durante o trabalho
de doutorado. Essa divisdo foi realizada apenas para facilitar a compreensio do trabalho como um todo.
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difusas, com tamanhos aproximados de 90, 190 e 300 pares de base (pb) cada uma,
calculados com programa Kodak Digital Science 1D. Experimentos realizados com
variagoes na reacdo de RT-PCR continuaram mostrando as mesmas bandas, mesmo
quando as concentragcdes de RNA total eram aumentadas. Esses fragmentos foram
recortados de gel de agarose 1%, purificados com conjunto comercial de purificagdo
de DNA. Apo6s reacao a adi¢dao de adeninas nas extremidades dos fragmentos obtidos
(reagdo de adenilacdo), esses foram clonados no vetor pGEM—T® (Promega). As
seqiiéncias nucleotidicas desses fragmentos obtidas apos seqiienciamento do DNA
nao mostraram similaridade com qualquer seqiiéncia gendmica depositada no
GeneDB.

Alinhamento seqiiencial da proteina LmTrpRS1 com outras TrpRSs (figura I-
4.1) mostrou que essa proteina possui uma regido N-terminal, compreendida da
metionina 1 a valina 79, sem alinhamento algum com as outras TrpRSs. A analise
inicial dessa regido mostrou que os 30 aminoacidos iniciais seriam destinados a

sinaliza¢do mitocondrial.

Similaridade (namero de aminoacidos)

<40 4050 80-200 >=200
LmTrpRs1

O 90 130 270 360 450

M1 WIS ADFLEMED PAADEWS

Figura 1-4.1: Diagrama mostrando os 100 melhores alinhamento da proteina LmTrpRS1
com seqiiéncias de outras proteinas depositadas no banco de dados. Alinhamentos multiplos
sdo conectados por uma barra.
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Baseando-se nas regides conservadas dos alinhamentos obtidos,
oligonucleotideos mais internos ao gene LmTrpRSI foram construidos para
caracterizar completamente essa regido.

Utilizando-se esses oligonucleotideos, uma nova reagdo de RT-PCR para a
regido 5’UTR do gene LmTrpRS1 foi realizada. Como resultados foram obtidas trés
bandas difusas, com tamanhos entre 400 ¢ 100 pb (figura [-4.2 A). O produto de RT-
PCR foi utilizado como molde para um novo ciclo de PCR com oligonucleotideos
mais externos ao gene (figura 1-4.1, oligonucleotideo 2 — Tabela Al), a fim de
restringir a reagdo ao gene de interesse. Uma banda unica e bem definida com
aproximadamente 170 pb foi observada ap6s o PCR, (figura 1-4.2 B). Essa banda foi
purificada em gel de agarose, clonada no vetor pGEM-T® ¢ o DNA recombinante
obtido foi submetido ao seqiienciamento.

A reagdo de RT-PCR para amplificar a regido 3’ ndo traduzida (UTR) do
gene LmTrpRsl resultou duas bandas bem definidas, uma fraca proxima a 300 pb e
outra muito intensa, cobrindo as regides de 250 até 70 pb, provavelmente esta ultima
seja devido ao excesso de RNA total utilizado na reacdo (figura [-4.2 C). Essa reagdo
foi re-amplificada, por reagdo de PCR, utilizando-se oligonucleotideos mais externos
ao gene e também um oligonucleotideo complementar ao primeiro oligonucleotideo
utilizado no ciclo de RT-PCR, aumentando assim a seletividade da reacgao (figura I-

4.1, oligonucleotideo 5 e 6 — Tabela Al).

1 2 1 2 1 2 1 2
‘@ °E ‘A "m
= = : e

= = -84 = =

400pb_, - ’ 100pb
200pb s s
e 100pb e
100pb___, - 100pb, —

5’ UTR 3’ UTR

Figura I-4.2: Caracterizacio das regides nio traduzidas do gene LmTrpRS1. Gel de agarose
com amostras das reacdes de RT-PCR (A e C) e a re-amplificagdo dessas regioes por PCR (B e
D). A e B) Reacio 5'UTR, C e D) Reagiio 3'UTR. 1 - 1 Kb plus DNA ladder (Invitrogen®); 2 -
Reacdo de RT-PCR e 2’ - Reagoes de re-amplificagdo dos RT-PCR, utilizando oligonucleotideos
mais internos ao gene. As setas indicam as bandas de amplificago das regides S’UTR e 3’UTR
do gene LmTrpRS1 (Azul e vermelho respectivamente)
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Apos o ciclo de PCR, um fragmento de aproximadamente 450 pb foi obtido
para a regido 3’UTR do gene LmTrpRSI (figura 1-4.2 D), este fragmento foi
purificado em gel de agarose, clonado no vetor pPGEM-T® e 0 DNA recombinante
obtido foi submetido ao seqiienciamento.

Os mRNA de kinetoplastidas sdo traduzidos com longos pré-RNAs
policistronicos, de 60 Kb ou mais, que sdo processados por um mecanismo
conhecido com “Trans Splicing” para a formagao da extremidade 5’UTR (Ullu ef al.,
1993; Lebowitz, et al., 1993). Esse mecanismo de “trans splicing” tipicamente ocorre
pela inser¢do de um pequeno fragmento de RNA com 39 ribonucleotideos,
conhecido com “Spliced Leader”, nas regides intergénicas (Matthews, et al., 1994).
Uma pequena regido “consensus”, rica em ribonucleotideos pirimidinicos que ¢
flanqueada por uma base Guanina, atua como sinalizador da correta localizagdo da
regido de “trans splicing” (Matthews, et al., 1994). A regidao 3’UTR ¢ formada por
uma regido que geralmente costuma ser maior que a regido 5’UTR. Nessa regiao
5’UTR ocorre a inser¢do de uma extremidade formada por varios ribonucleotideos
adenina (cauda poli-A), comumente um ou mais sitios para inser¢ao cauda poli-A
podem ser observados nos mRNA de kinetoplastideos. (Ullu et al., 1993; Lebowitz et
al., 1993)

O mRNA do gene LmTrpRS1 apresenta a organizagdo classica descrita para
os kinetoplastideos (figura 1-4.3). A analise da seqiiéncia 5’UTR mostrou que ela ¢é
composta por 100 ribonucleotideos, idénticos aos dados depositados no genoma de L.
major (GeneDB). Uma curta regido com predominancia de bases pirimidinicas ¢
observada precedendo a regido 5’UTR, seguindo-se a essa regido um ribonucleotideo

guanina sinaliza o local de inser¢do do “spliced leader” (figura 1-4.3).

HIGH KMSKS
L oo, 273ph Sy 534 pb S s 342 pb Poli-A
Ie uTR ” H SUR I

. P : JE 2 e ;
'CCAAGATCGACTGCAGCTCCAC' 'ACTGGCTGCAGTGGCTGGTATGGGATTGTCTGCGTGTCCGCGGGACG
AACCCAATCGAATTCATTGGCG GAGTGAGACGCGCACGCTCGACGATCCCGTGCGACTTTGGTGGGAAG
CACTCCATTTTTTCACCTCGCTG CGACGTAGAGGCGCACAGCTCAAGAATGAGAGGGTTGGCAACAGTCG
TGCTCTCCGTTGGGTGTTGCCG CACACACGCAGGTGCCAGCGCTGTTGCCTTTCTACGCTTTGCCACGCA
ACTTCTTAAGA GTGGGATAGTCACTTTGCGCGGGCCTTCTCTTCCCTCACAGTAGGAAG

GAAGCTCCCCTACCGCGCAGCTACCACGTGAAGGTATGAATTTGGAGA
T*GTCA*"GACGATATACAAC'TAATGTGTCACACTA*CTTCCCCTCCTCTC
TTGTTGGCAA*

Figura 1-4.3: Diagrama mostrando composicio mRNA do gene LmTrpRS1 caracterizado
por RT-PCR. Em azul “spliced leader” (SL), em amarelo a janela aberta de leitura do gene
LmTrpRSI (1191pb), em verde destacando as posi¢des das regides “consensus” conservadas nas
TrpRSs. Em vermelho regido poli-A. As seqiiéncias abaixo destacada mostram os 100
nucleotideos da regido 5’UTR (esquerda), e os 342 nucleotideos da seqiiéncia 3’UTR (direita).
Os asteriscos em vermelho apontam locais de inser¢do da cauda Poli-A do RNA mensageiro.
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Ja a analise da regido 3’UTR mostrou que essa ¢ composta por um maximo
342 ribonucleotideos, com pelo menos 5 sitios para inser¢ao da cauda poli-A, nos 25
clones analisados. Essa regido 3’UTR mostram completa identidade com os dados
depositados no GeneDB (figura [-4.3).

O resultado da caracterizagdo da regido 5’UTR mostra que a janela aberta de
leitura predita do gene LmTrpRSI depositada no GeneDB (figura 1-4.4) ¢ 252
nucleotideos maior do que a caracterizada nesse trabalho. Com isso a proteina
LmTrpRS1 ¢ iniciada na Adenina 253 do cdédon ATG, correspondendo a Metionina
85 da seqiiéncia previamente predita. Essa nova janela aberta de leitura da proteina é
condizente com os alinhamentos de outras TrpRSs (figura 1-4.1) e a predi¢ao de
sinalizacdo molecular dessa nova janela aberta de leitura ndo aponta probabilidade de
sinalizacdo mitocondrial, como outrora mostrada para a proteina depositada no banco

de dados.

5"atgatgtccccecctttecceccececgetgectgtcectatetetetggectgetcacectte
atgttcctactcgctgcecttcacttecttgtgecttacaccaatgaaaacccgggttg
gactgea NN - 5 2202 t Coactgcage
tccacaacccaatcgaattcattggcgcactccattttttcacctecgetgtgectete
cgttgggtgttgccgacttcttaagadATGgagyg. . .3’

Figura I-4.4: Seqiiéncia nucleotidica da porcio 5" do gene LmTrpRS1. Em amarelo mostra a
metionina iniciadora da proteina predita ¢ depositada no banco de dados em decorréncia do
projeto genoma de L. major. Em vermelho sdo mostrados os 100 nucleotideos da regido S’UTR.
Em cinza a regido poli-pirimidinica, que ¢ flanqueada por uma Guanina, em azul. Em italico a
seqiiéncia do gene LmTrpRS1, com a metionina iniciadora correta em verde.

A caracterizagdo do mRNA do gene LmTrpRS?2 foi realizado de maneira idéntica ao
procedimento descrito para o gene LmTrpRSI. O produto da reacdo de RT-PCR da
regido 5’UTR do gene LmTrpRS2, resultou uma banda bem fraca e ndo definida,
cobrindo as regides de 100 até 400 pb (figura [-4.5 A-B). Ja reacdo de RT-PCR da
regido 3’UTR resultou duas bandas, uma ndo definida cobrindo as regides de 100 até
400 pb e outra mais fraca na regido de 700 pb. (figura 1-4.5 C). Apds a re-
amplificacdo desses produtos, por reacdes de PCR, utilizando-se oligonucleotideos
especificos, um fragmento de aproximadamente 190 pb foi obtido para a regido
5’UTR (figura 1-4.5 B) e outro de aproximadamente 630 pb para a regido 3’UTR.
Estes fragmentos foram clonados no vetor de pGEM-T®, seqiienciados e as

seqiiéncias obtidas foram alinhadas com as seqii€ncias nucleotidicas de L. major.
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A andlise da seqiiéncia da regido 5’UTR mostrou que essa ¢ composta por
134 pb, uma ampla regido poli-pirimidinica flanqueada por uma base Guanina, que
sinaliza para a inser¢do “spliced leader” no mRNA pode ser observado (figura 1-4.6).

Ja a seqiiéncia da regido 3’UTR ¢ composta por 612pb.

1 2 1 2 1 2 1 2
A ! B ! C D
— —
; —_—
750pb. ,!
7300 __,
400pb___, 400pb___, GO0pb__, s -
. =
100pb___, 100pb . 100pb. n
5 UTR 3’ UTR

Figura I-4.5: Caracterizacio das regides nio traduzidas do gene LmTrpRS2. Gel de agarose
com amostras das reacdes de RT-PCR (A e C) e a re-amplificagdo dessas regides por PCR (B e
D). A e B) Reagio 5’UTR, C e D) Reagdo 3’UTR. 1 - 1 Kb plus DNA ladder (Invitrogen®); 2 -
Reagdo de RT-PCR e 2’ - Reagdes de re-amplificacdo dos RT-PCR, utilizando oligonucleotideos
mais internos ao gene. As setas indicam as bandas de amplificacdo das regides 5’UTR e 3’'UTR

do gene LmTrpRS2 (Azul e vermelho respectivamente)

gaggtgggaccgtgceccttcecgtggacttgecctgggeccacagecgcageccagcecttcectegecatccatcggeccaccttett
tcctcgcctcagacactccctccaaatccgcagcgcagcgcctctctgcactgcgttct-cgtc. ..3

Figura 1-4.6: Seqiiéncia nucleotidica da porcao 5" do gene LmTrpRS2. Em vermelho sdo
mostrados os 134 nucleotideos da regido S’UTR. Em cinza a regido poli-pirimidinica, que é
flanqueada por uma guanina, em azul. Em italico a seqiiéncia do gene LmTrpRS2, com a

metionina iniciadora em verde.

O mRNA do gene LmTrpRS2 foi definido como uma seqiiéncia de 2333 nucleotideos
(figura 1-4.7).

Sinalizagéo Mitocondrial

HIGH, KMSKS,
SL i3 573 pb b 573 pb — Y 383pb 610 pb Poli - A
sur | | I I 3 UTR

‘GCCGTGTCCCGCGGATGCTGAGGCGGAGGGGGTGGCGGCGAGGTCTGCGTG

'AGGTGGGACCGTGCCTTCGTG
AGGCTTGTAAGCGTGCAGGGAAGTTGCGCGCTTTCTTTTTGCAAGGCATGCCG

GACTTGCCTGGGCCACAGCGC
AGCCAGCTTCTCGCATCCATCG CAGCGCACACTGCCCGGGTCGCCGCTGCAGACGAATGAAGAACGGAGACTTC
GCCACCTTCTTTCCTCGCCTCA GCTAGAGTTGTATCTCTGCGCGTGCGTGTATATGCATGTGTGAAGGTGCTGGT

GACACTCCCTCCAAATCCGCAG GATGGTGGTGAAGTCTGTCAGCGTCTGTGGATGCTGTTCTCCCCCTGTGCCTC
CGCAGCGCCTCTCTGCACTGC GTTCCGCGGCGGCGGCCTGACCAGTGCGCTGATCGGTGCATGCGCTTCTACA
GTTT CGAGCACACACATGTGCGCACGTTGGTGGCGGCGAAGTGAGCAAATATCGGT
GGGGAGGGTCAAGAGTGCGAGAGAGCCGCAGGAGCGTCTGAAGGCGGTAGA
GCTGCGTACCGCCTCAGCAGGCAGAAATGCGAAGGGATCGCAGAATCGAAGA
GGAAACGCAGGGCGAAAAGACAGCAAGACGACGTGCAACGCGAGAGCACGG
CAACGGCAGCACTCTGCTCTGCGCTGCTCTTGCGGGTACAGACGTGTTGCACA
GGCGCACACGTCGCTGAGGCAACGCACTGAGAACTAAGCH

Figura 1-4.7: Diagrama mostrando composicio mRNA do gene LmTrpRS2 caracterizado
por RT-PCR. Em azul “Spliced Leader” (SL), em cinza a janela aberta de leitura do gene
LmTrpRS2 (1509pb), em verde destacando as posicdes das regides “comnsensus” conservadas na
TrpRSs. Em vermelho regido poli-A. As seqiiéncias abaixo destacada mostram os 134
nucleotideos da regido 5’UTR (esquerda), e os 610 nucleotideos da seqiiéncia 3’UTR (direita).
O asterisco em vermelho aponta o local de inser¢do da cauda poli-A dos mRNAs.
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Caracterizacio do numero de copias dos genes LmTrpRS1 e LmTrpRS2.

A analise dos sitios de clivagem dos genes de interesse para as endonucleases
de  restricdo  foi  realizada com o  programa  WebCutter 2.0
(http://rna.lundberg.gu.se/cutter2/). Combina¢des de endonucleases de restrigdo
foram realizadas de maneira que os produtos das digestdes mantivessem os genes
integros ou entdo os clivassem em pelo menos um ponto.

Os experimentos de “southern blotting”, provenientes das digestdes do DNA
genomico de L. major, revelaram que as enzimas de restri¢do que ndo clivam dentro
da seqiiéncia do gene LmTrpRSI, Nde 1, Xba 1, Hind 111 e Bgl 11, (figura 1-4.8 A),
gerando um tunico fragmento de DNA homologo a sonda (seqiiéncia nucleotidica
completa do gene marcado). J4 as enzimas de restricdo Not I, Xho 1, e EcoR 1, que
apresentam sitio de clivagem tnico (figura I-4.8 A) interno a fase aberta de leitura do
gene LmTrpRS1, resultaram no padrdo esperado de duas bandas hibridizadas. A
endonuclease de restricdo Pst I que apresenta dois sitios de clivagem internos a fase
aberta de leitura deveria produzir trés bandas de hibridizacdo, porém somente duas
bandas foram observadas (figura 1-4.8 A). Isso ocorreu provavelmente pelo pequeno
tamanho de um dos fragmentos, 160pb aproximadamente, que produz uma pequena
regido de hibridizagdo, que podem ter sido removidas durante as lavagens de
estringéncia.

A sonda radioativa LmTrpRS1 foi removida da membrana com lavagens em
solugdo SDS 2% a 75° C (Sambrook e Russel, 2000). A mesma membrana foi entdo
hibridizada com a sonda LmTrpRS2 (seqiiéncia nucleotidica completa do gene), esse
experimento revelou que as enzimas de restrigdo Nde I, Not 1, Xho 1, Xba 1, EcoR 1 e
Bgl 1I as quais ndo clivam dentro da seqiiéncia do gene LmTrpRS2, geraram um
unico fragmento de DNA homologo a sonda (figura 1-4.8 B). Ja as enzimas Hind 111
e Pst 1 e, que apresentam sitio de clivagem tnico, interno a fase aberta de leitura do
gene LmTrpRS1, resultaram no padrdo esperado de duas bandas hibridizadas (figura

1-4.8 B).
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Figura 1-4.8: Caracterizacdo do nimero de cépias dos genes LmTrpRSI e LmTrpRS2. A e
B) Analise de “southern blotting” proveniente da digestio do DNA genémico de L. major
Friedlin, com diferentes endonucleases de restrigdo, hibridizadas com as sondas LmTrpRSI (A) e
LmTrpRS2 (B). 1 - DNA Genomico de L. Major ndo digerido. 2 - Nde 1,3 - Not 1,4 - Xba 1, 5 -
Hind 11, 6 - Xho 1, 7 - Bgl 11, 8 - Hind 11l/Xba 1, 9 - Not 1/Bgl, 10 - Hind 111/Nde, 11 - Pst 1, 12 -
Pst 1/Bgl 11, 13 - Eco Rl e 14 - Eco Rl/ Nde 1. C e D) - Diagrama da regido génica codificada no
DNA do parasita L. major para os genes LmTrpRS1 e LmTrpRS2.

Estes resultados mostram que os genes LmTrpRSI e LmTrpRS2 sdo genes de
copia simples no genoma do parasita L .major. Este dado foi confirmado apds a
completa deposi¢do do genoma de L. major. Uma andlise dessa regido génica

codificada no DNA do parasita ¢ mostrada na figura [-4.8 C e D.

Clonagem dos genes LmTrpRS1 e LmTrpRS2.

A janela aberta de leitura do gene LmTrpRS1 depositada no GeneDB, foi
amplificada com sucesso pela técnica de PCR, utilizando-se DNA total extraido de
culturas celulares de L. major, uma banda tinica com 1440 pb foi observada (figura I-

4.9 A), esta banda foi purificada e clonada diretamente no vetor pGEMT®. O DNA
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recombinante das colonias bacterianas transformantes foi seqiienciado, e sua
seqliéncia nucleotidica foi alinhada contra o banco de dados GeneDB, mostrando que
nenhuma mutacdo foi inserida no gene durante o processo de amplificagdo. Esse
clone sem mutagdes, denominado LmTrpRS1-full/pgemT, foi propagado em bactérias
E. coli DH5a.. Apo6s extragao plasmidial o DNA deste clone foi armazenado a -20° C
para os demais procedimentos de sub-clonagem.

A caracterizagdo da regido S’UTR do gene LmTrpRS1 mostrou que a janela
aberta de leitura do gene depositada estava superestimada em 252 nucleotideos,
entdo uma nova reagdo de amplificacdo foi utilizada para a remog¢do dessa regido do
gene LmTrpRS1. Um ciclo de PCR utilizando oligonucleotideo compativel com a
regido caracterizada foi realizado utilizando-se como molde o gene previamente
clonado. Um fragmento de 1191 pb (figura [-4.9 B) foi obtido e apds purificagdo e
clonagem no vetor pGEM®-T, esse fragmento foi seqiienciado mostrando 100% de
identidade com a seqiiéncia nucleotidica depositada no banco de dados. Esse novo
clone sem mutagdes e com a janela aberta de leitura correta foi denominado
LmTrpRS1/pgemT. O mesmo foi propagado em bactérias E. coli DH5a e apds
extracdao plasmidial o seu DNA plasmidial foi armazenado a -20° C para os demais

procedimentos de sub-clonagem.

1 2 1 2
A B
N
S
1650pb___, o 1650pb__,
e — -— ——
1000pb__, 1000pb__,

. e

Figura 1-4.9: Gel em agarose a 1% com resultado da amplificacdo do gene LmTrpRS1. A)
Gene LmTrpRSI com a janela aberta de leitura de leitura depositada no GeneDB,la seta azul
indica a posicdo do gene (1440pb). B — Gene LmTrpRSI com a janela de leitura caracterizada
pelo experimento de 5S’UTR, a seta vermelha indica o gene LmTrpRSI (1191pb). 1 — 1 kb Plus
DNA Ladder, 2 e 2° — Amostras dos genes amplificados.

A anélise tedrica da seqiiéncia de aminoacidos das proteinas LmTrpRS1 e

LmTrpRS2 com o programa Mitoprotll identificou uma regido com caracteristicas de
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sinalizagdo mitocondrial na proteina LmTrpRS2. Essa regido composta por uma
regido N-terminal de 23 aminoacidos, apresentou 93% de probabilidade para
exportacdo mitocondrial, segundo o Mitoprot II (figura [-4.10). Segundo esse

programa o sitio de clivagem esté localizado entre a Asparagina 23 e a Alanina 24.

|
— — —

MRRFTYWPWSLRAGLYACAALRNAAAYSGRT ...

Sinal mitocondrial

Figura 1-4.10: Esquema da regido da regido de sinalizacio mitocondrial da proteina
LmTrpRS2 predita pelo programa Mitoprotll. Seqiiéncia de aminoacidos dos 32
aminoacidos N-terminal da proteina LmTrpRS2, em italico ¢ mostrado o sinal de localizagdo
mitocondrial. Acima da seqiiéncia a predicao de estrutura secundaria assinalada pelo programa
PSIPRED (Jones, 1999), fita-f (amarelo) e hélices-a (verde), a seta em azul mostra o local da
clivagem do N-terminal.

As regides destinadas a localizagdo mitocondrial caracterizam-se em grande
parte por pequenas seqiiéncias amino ou carboxi-terminais com 20 a 60 residuos de
aminoacidos, com grande predominancia de aminodcidos positivos e residuos
hidroxilados, e raros ou inexistentes aminoacidos negativos (Lemire et al., 1989;
Neupert, 1997). Essas seqiiéncias comumente formam hélices-o anfipaticas que sao
elementos importantes para o reconhecimento especifico da maquinaria de
importa¢ao mitocondrial. (Lemire et al., 1989; Von Heijne et al., 1990). Uma vez as
proteinas internalizadas na mitocondria, essas seqii€éncias sdo prontamente removidas
por proteases especificas, assegurando a manutencao da proteina importada na matriz
mitocondrial (Pfanmer e Neupert, 1990; Braun e Schmitz, 1994; Neupert, 1997).
Essas caracteristicas estruturais e seqiienciais podem ser observadas na por¢do N-
terminal da proteina LmTrpRS2, apontando a possivel localizagdo mitocondrial
dessa enzima (figura 1-4.10).

Duas abordagens para clonar o gene Lm7TrpRS2 foram empregadas: clonagem
do gene completo e do gene sem a regido de sinalizagdo. A primeira ¢ justificada
pela importancia que regides de sinalizagdo podem apresentar no direcionamento do
correto enovelamento de certas proteinas (Pfanmer e Neupert, 1990, Neupert, 1997),
j& a segunda ¢ justificada pelo fato de que a proteina madura no interior da

mitocondria ndo necessita desta regido N-terminal para sua completa atividade
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(Neupert, 1997; Felter et al., 1981). Além disso, essa regido poderia também
influenciar nos ensaios de cristalizacdo, uma vez que essas regides sinalizadoras
apresentam uma grande flexibilidade.

As duas construgdes para a proteina LmTrpRS2 foram amplificadas com
sucesso através de PCR (figura 1-4.11), utilizando-se oligonucleotideos especificos
com sitios de restri¢ao para as endonucleases de restricado Ndel e Xhol (para maiores
detalhes consultar a tabela AI-1.2 no apéndice I). Essa estratégia de clonagem
permite que o gene de interesse seja clonado diretamente em um vetor de expressao
através da digestdo do produto de PCR, ou entdo seja subclonado inicialmente em
um vetor de propagagao.

A reagdo de PCR para o gene completo, denominada LmTrpRS2-Full,
produziu um fragmento Unico com tamanho condizente ao esperado para gene
completo. A constru¢do do gene sem a regido de sinalizagdo mitocondrial,
LmTrpRS2-A24 (proteina LmTrpRS2 iniciando no aminoacido Alanina 24) produziu
uma banda unica com tamanho aproximado de 1400 pb. Essas duas bandas foram
separadas em gel de agarose a 1% e purificadas. Apos reacdo de adenilagdo as
construgdes purificadas foram clonadas diretamente no vetor propaga¢io pGEMT®,
gerando os plasmideos LmTrpRS2-Full/pgemT e LmTrpRS1-A24/pgemT. O DNA
recombinante obtido das coldnias bacterianas transformantes foi seqiienciado e
alinhado contra o banco de dados GeneDB. O seqiienciamento mostrou que os
fragmentos clonados para o gene LmTrpRS2-Full e LmTrpRs1-A24 possuiam 1473 e

1404 pb, respectivamente.
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Figura I-4.11: Gel em agarose a 1% com resultado da amplificacdo do gene LmTrpRS2 de
L. major. 1 — 1 kb Plus DNA Ladder, 2 - Gene LmTrpRS2-full (com a regido de sinalizacdo
mitocondrial), a seta azul indica a posi¢do do gene (1473pb). 3 — Gene LmTrpRS2-244 (sem a
regido de sinalizag@o mitocondrial), a seta vermelha indica a posigdo do gene (1191pb).
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O seqiienciamento também mostrou que nenhuma mutagao foi inserida nos
genes durante o processo de amplificagdo. Os clones sem mutagdes foram
propagados em bactérias E. coli DH5a, e apos extracao plasmidial o DNA foi
armazenado a -20° C para posterior utilizagdo nos demais procedimentos de sub-

clonagem e biologia molecular.

Sub-clonagem dos genes LmTrpRS1 e LmTrpRS2 em vetores de expressio
e ensaios de expressdo protéica.

A obtengdo de um sistema de expressdo heterologo que produza grandes
quantidades de proteina na forma soluvel ainda ¢ uma ciéncia bastante empirica
dentro da biologia molecular. Um somatorio de fatores podem ser apontadas como
determinantes para o processo de expressdo protéica, como: tamanho da proteina,
ponto isoelétrico, hidrofobicidade, modificagdes pds-traducionais, necessidade de
outras proteinas para formacao de complexos estaveis etc. Algumas ferramentas
computacionais podem ser utilizadas para prever o perfil bioquimico de uma dada
proteina e tentar adequar o sistema de expressdo mais apropriado para a mesma. O
sistema de expressdo procarioto tem se mostrado bastante eficiente para a expressao
e purificagcdo de varias AaRSs de eucariotos (Chen et al., 1999; Xu et al., 2001).

Inicialmente os dois genes de interesse, codificando as proteinas LmTrpRS1 e
a LmTrpRS2 com e sem a regido de sinalizagdo mitocondrial foram sub-clonados no
vetor de expressdo pET29a (novagem), que tem se mostrado como um sistema
poderoso para a expressao de grande quantidade de proteina recombinate em E. coli.
Os genes de interesse foram clonados de modo que as proteinas recombinantes ndo
possuissem cauda de histidinas C-terminal (pET29a_stop).

A expressao dos genes nestes vetores ¢ regulada pelo promotor reconhecido
pela enzima T7 RNA polimerase. Para a expressao do gene de interesse € necessario
que a célula hospedeira produza a enzima T7 RNA polimerase, o que pode ser obtido
apartir de diversas linhagens de E. coli que codificam esse gene. A expressdao do
gene de interesse ocorre na presenga do indutor Isopropil B-D-tiogalactopiranosideo
(IPTG). A T7 RNA polimerase se liga ao promotor T7, transcrevendo o gene de
interesse (Sambrook e Russel, 2000).

Os ensaios iniciais de expressdo foram realizados a 37° C, variando-se a

concentragdo do indutor IPTG (100 uM, 400 uM e 1 mM). Esses ensaios mostraram
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que ambas a proteinas eram expressas em grandes quantidades na fracao insoluvel,
com nenhuma porg¢ao visivel de proteina recombinate na fracao soluvel.

Objetivando a expressao soluvel das proteinas recombinantes novos ensaios
de expressdo foram realizados. Essas novas tentativas envolveram expressdo em
meios de cultura nutritivos diferenciados (meio minimo, 2XYT, LB), utilizando-se
concentragdes menores de indutor IPTG e também reducdo da temperatura de
inducdo. A diminuicdo nos niveis de expressdo das proteinas, obtidas em condic¢des
de expressdo a temperaturas baixas (22 e 18° C) e com quantidades pequenas de
indutor (menores que 10 M) ndo mostraram melhora significativa na solubilidade
proteica. Uma tentativa sem sucesso também foi realizada utilizando-se a expressao
da proteina sem a presenga de indutor, nesse caso esperava-se que o vazamento do
promotor pudesse expressar a proteina em niveis basais, nos quais maquinaria celular
fosse capaz de enovelar corretamente a proteina.

O emprego de cepas de E. coli portadoras de caracteristicas diferenciadas
como: coédons extras para alguns aminoacidos, BL21(De3)RIL (Stratagene®) e
BL21(De3)RP (Stratagene®); chaperonas (Chang e Cohen, 1978) PT-Groe e Rosetta
(invitrogen®); restricdo do vazamento do promotor, BL21(De3)plysS; bactérias
destinadas a producdo em grande escala de genes toxicos e proteinas de membrana
(Merle et al., 1986), foram testadas mas também nao produziram proteina soltvel.

Uma das metodologias utilizadas para aumentar a solubilidade de proteina ¢ a
fusdo da proteina alvo com proteinas altamente soltiveis tais como: GST (Glutationa
S-trasferase de Schistosoma japonicum), tioredoxina, MBP (Maltose Binding
Protein), NusA (proteina de E. coli), o domineo-Gbl (dominio GB1 da proteina G de
Streptococcus sp.) € o duplo dominio-Z (ZZ — derivado da proteina A de
Staphylococcus aureus), fusionadas geralmente na por¢do N-terminal da proteina
alvo (Hammarstrom et al., 2002).

Na tentativa de contornar as dificuldades técnicas para expressdo e
solubilidade das proteinas, algumas construcdes com plasmideos bacterianos
codificando proteinas de fusdo com Glutationa S-transferase (pGEX2T) e
Tioredoxina (pET32a) foram testadas, bem como a alteracao da posi¢ao da cauda de
histidina ou ainda sua remocgao (figura 1-4.12). No caso da proteina LmTrpRS2
também foram realizadas constru¢des aonde a regiao de sinalizagdo mitocondrial foi

removida, uma vez que esta poderia influenciar o enovelamento protéico.
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Figura 1-4.12: Diagrama das construcdes realizadas com o gene LmTrpRSI e LmTrpRS2.
Os tridangulos representam cauda de histidinas (6-HIS tag), Em rosa a proteinas de fusdo GST,
em vermelho tioredoxina, regido demarcada no inicio do gene LmTrpRS2 representa sinal de
localizagdo mitocondrial.

As sub-clonagens dos genes LmTrpRS1/pET28a, LmTrpRSI1/pET29a,
LmTrpRS1/pET32a e LmTrpRS1/pGEX2T obtidas foram realizadas a partir de PCR
utilizando-se oligonucleotideos especificos (tabela Al-1.3 — Apéndice 1) e o
plasmideo recombinate LmTrpRSI/pgemT como molde. Bactérias E. coli
competentes foram transformadas com o produto da ligacdo. Apds selecdo dos
recombinantes em meio solido contendo antibiotico adequado o DNA plasmidial foi
extraido e a conferéncia da presenga do inserto foi verificada por reacdo de digestao
seguida de gel de agarose a 1% (figura 1-4.13). O seqlienciamento dos clones
recombinantes mostrou que todas as construgdes estavam em fase de leitura e sem

mutacoes.
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Figura 1-4.13: Digestdo com endonucleases de restricio das construcdes realizadas com o
gene Lmwarsl nos vetores bacterianos. Gel de agarose 1% com o resultado da sub-clonagem
do gene pET28a, pET29a, pET32a ¢ pGEX2t A) Construgdoes LmTrpRS1/pET28a (pogo 2) e
LmTrpRS1/pET29a (pogo 3) B) Construgdo LmTrpRS1/pET32a (poco 2). C) LmTrpRS1/pGEX2t
(poco 2). Poco 1, 1kB plus DNA Ladder. As setas azuis indicam o gene Lmwars! e as vermelhas
os plasmideos.

Os ensaios de expressao realizados com as novas construgdes da proteina
LmTrpRS1 tanto no vetor pET28a quanto no pET29a continuam mostrando a
proteina sendo expressa em grande quantidade na sua forma insoluvel, mesmo em
condi¢des de crescimento e expressdo lentas, ou seja, pequenas concentragdes
(menores que 10 uM) de indutor e temperatura de indugdo de 18° C (figura [-4.14).

Os ensaios de expressdo no vetor pET32a mostraram resultado semelhante,
uma grande quantidade de proteina expressa, mas nenhuma proteina soluvel foi
obtida com esse vetor, mesmo apds purificagdo com resina de niquel. O vetor
pGEX2T ndo mostrou expressao da proteina de interesse.

As sub-clonagens da proteina LmTrpRS2 para formar as construgdes
LmTrpRS2F/pET28a, LmTrpRS2F/pET29a, LmTrpRS2F/pET32a,
LmTrpRS2F/pGEX2T, LmTrpRS2-24Astop/pET29a, LmTrpRS2-24A/pET29a e
LmTrpRS2-244/pET28a, foram realizadas a partir de PCR utilizando-se
oligonucleotideos especificos (tabela AI-1.3 — Apéndice I) e o plasmideo
recombinate LmTrpRS2Full/pgemT como molde. Apds o seqlienciamento do DNA
das coldnias recombinantes, os clones sem mutagdes foram inseridos em bactérias de
expressdo E. coli. Os resultados obtidos para as construgdes com proteina de fusdo
LmTrpRS2 foram semelhantes aos obtidos para a citoplasmatica, uma grande

expressao protéica, porém totalmente insoluvel.
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Figura 1-4.14: Resultados da expressdo da proteina LmTrpRS1 em viarios vetores de
expressao bacterianos. Eletroforese em gel de poliacrilamida a 15% mostrando a expressdo da
proteina LmTrpRS1 nos vetores pET28a (A), pET29a (B), pET32a (C) e pGEX2T (D). 1 —
Marcador de massa molecular, 2 - Amostras de cultura celular ndo induzida, 3 e 4 - fragoes
insoluveis e soltiveis da expressdo a 20° C. A seta verde mostra a proteina de interesse expressa
nos vetores pET29a e pET28a, aproximadamente 45 kDa e no vetor pET32a e,
aproximadamente 62 kDa.

Dentre as construcdes testadas, apenas a construcdo LmTrpRS2-24A/pET28
(figura I-4.15 A) apresentou os melhores resultados de expressao e purificagdo. Uma
caracteristica importante conferida por essa contrug¢do (Lm7rpRS2-24A/pET28) era a
presenga de uma cauda de seis histidinas na por¢do N-terminal da proteina, o que
permitiu a purificagdo do extrato bruto bacteriano em um coluna de afinidade
utilizando-se resina de niquel. Uma pequena fragdo soluvel da proteina LmTrpRS2
pode ser observada apods a eluicdo da resina de niquel com imidazol (figura [-4.15 B).
Essa proteina eluida da coluna apresentou-se bastante instavel, apds sua purificagdo
em coluna de afinidade, mesmo em concentragdes diluidas. Mesmo apresentando
essa istabilidade a constru¢ao LmTrpRS2-244/pET28 foi utilizada para a realizagao
dos demais procedimentos de caracterizacdo molecular, como serdo discutidos a

seguir.
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A fim de melhorar a estabilidade protéica da constru¢do LmTrpRS2-
24A/pET28 alguns ensaios utilizando alguns adjuvantes como glicerol, detergente,
cofatores ATP, agentes antioxidantes foram realizados. Porém estes ndo foram
capazes de estabilizar a proteina em solu¢do, mesmo em purificacdes a baixas
temperaturas (4° C). Experimentos de espalhamento dindmico de luz mostraram que
concentragdes baixas da proteina permaneciam estaveis por mais tempo em solugao,
essas concentragdes na ordem de 0,5 mg/mL foi suficiente para a realizagao dos

ensaios enzimaticos.
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Figura I-4.15: Resultado da sub-clonagem do gene LmTrpRS2-244 no vetor pET28a e a
expressio da proteina LmTrpRS2 nesse vetor. A) Gel de agarose 1% com digestao da
construgdo LmTrpRS2-24A/pET28a com endonucleases de restrigdo, 1- 1kb plus DNA ladder, 2
— Digestdo do plasmideo LmTrpRS2-24A/pET28a com as endonucleases de restrigdo Xhol e
Ndel. Em azul posi¢do do vetor pET28a em vermelho o gene LmTrpRS2-244. B) Gel de
poliacrilamida a 15% mostrando a expressdo da proteina LmTrpRs2 no vetor pET28a, 1 —
Marcador de massa molecular, 2 - Amostras de cultura celular ndo induzida, 3 e 4 — fragdo
soluvel e insoluvel da expressdo a 20° C da proteina LmTrpRS2 no vetor pET28a. A seta verde
mostra a LmTrpRS2-24A, aproximadamente 44 kDa.

As tentativas de concentrar a proteina mostraram a formacao de precipitados
a medida que a concentragdo da proteina aumentava, impossibilitando a concentra¢do
da mesma.

Paralelamente aos testes acima citados diversas construg¢des utilizando-se
outros vetores de expressdo foram empregados para as tentativas de expressdo das
proteinas de interesse na fracdo solivel. De maneira sumarizada podemos citar que
foram utilizados diversos vetores de expressdo bacterianos e ainda vetores de
expressao para os sistemas eucarioticos de Pichia pastoris (vetores pPIC-Invitrogen),

Leishmania sp. e Crithidia fasciculata (pNus) (Tetauld et al., 2002) e L. tarentolae
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(pF4X1.4neo - Jena®™) (Breitling et al., 2002). Dados mais detalhados sobre cada
construg¢dao podem ser observados na tabela Al-1.3 — apéndice I.

Os resultados obtidos para quatro construgdes realizadas em Pichia pastoris
mostraram que apenas uma constru¢do quando expressa na cepa de P. pastoris Gs-
115 produziu proteina soluvel. Essa expressdo era visualizada somente apods a
purificacdo do extrato celular seguido de “western blotting”, aonde foi observado
uma banda de reacdo fraca, indicando um baixo nivel de expressdo da mesma, o que
inviabilizou sua produg¢ao para este trabalho.

Viérios sistemas para a expressdo heterdloga de proteinas em kinetoplastidas
sdao atualmente disponiveis como: pTEX vetor para expressdao em Leishmania e T.
cruzi (Kelly et al., 1992; Martinez-Calvillo et al., 1997); pX, vetor para Leishmania
(LeBowitz et al., 1990; Coburn et al.,1991); pNus para Leishmania sp. ¢ Crithidia
fasciculata (Tetauld et al., 2002); pF4X1.4neo para L. tarentolae (Breitling et al.,
2002) e pTSO-HYG4 T. brucei (Sommer et al., 1996). Esses vetores tém a
desvantagem de produzir proteinas em pequena escala, com risco de contaminagdo
bioldgica utilizando meios de cultura caros, porém a sua utilizacdo pode ser uma
alternativa para a produ¢ao de proteinas que mostram problemas durante a expressao.
Nesse intuito algumas construgdes das proteinas LmTrpRSs foram testadas em
alguns desses vetores. As construgdes (pNUS e pF4XI-neo) mostraram uma
dificuldade de manipulagdo, principalmente na selecdo das culturas, assim apos
diversas tentativas de eletroporacdo com plasmideos recombinantes e selecdo com
antibiotico adequado nenhuma colonia recombinante foi obtida e as construcdes
destinadas a producao heterologa de proteina também foram descontinuadas.

A expressdo insoluvel das AaRSs tem se mostrado um dos desafios aos
grupos que trabalham com essas enzimas (Prof. Dr. Dieter So6ll, comunicagio
pessoal). Um protocolo alternativo como a adi¢cdo de etanol durante a inducdo que
mostrou resultados para o aumento da solubilidade da glutaminil tRNA sintetase
(Rinehart et al., 2004) foi testado para as LmTrpRSs ndo mostrando alteragdes
significativas na solubilidade das mesmas. Nenhum dos sistemas testados quer
procarioto ou eucarioto conseguiu produzir de maneira satisfatéria as proteinas de
interesse na sua forma solivel, principalmente para as caracterizagdes estruturais,

aonde grande quantidade de proteina e altas concentragdes sdo necessarias. O melhor
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resultado obtido foi para a proteina mitocondrial, clonada sem a regido de sinalizagao

no vetor de expressao pET28a, que sera discutido adiante.

Producio de anticorpos policlonais contra as proteinas LmTrpRS1 e
LmTrpRS2.

Os anticorpos policlonais para as duas proteinas de interesse foram
produzidos em fémeas camundongos Swiss (foram utilizadas as fémeas por serem
mais abundantes no biotério da UFSCar) com supervisio da prof’. Dr’. Heloisa
Selistre Aratjo. Duas imunizag¢des foram aplicadas em cada animal, na primeira uma
quantidade de aproximadamente 100 pg de proteina (macerado de um gel de
poliacrilamida) juntamente com adjuvante completo de Freud (Sigma-Aldrich) foi
injetada em cada animal. Tanto o adjuvante quanto os fragmentos de acrilamida
injetados nos animais auxiliaram a formacdo da resposta imune primaria, apos 45
dias uma nova injecdo com o mesmo macerado protéico foi injetado. Essa segunda
injecdo visa a producdo aguda de anticorpos, no pico da produgdo de anticorpos,
nono ¢ décimo dia, os animais foram sacrificados em cloroférmio. O soro com a
fragdo de anticorpos desses animais foi separado do sangue e utilizado para os
experimentos de “western blotting”. Os titulos para os anticorpos foram testados com
o soro de cada animal, a fim de escolher o anticorpo a ser utilizado nos demais
experimentos, bem como a sua diluicao. Para isso amostras das proteinas LmTrpRS1
e LmTrpRS2 recombinantes foram separadas em gel de poliacrilamida e transferidas
para membrana de nitrocelulose (GE-Healthcare). Essa membrana foi corada com
solucdo de Ponceau 0,2% e as bandas respectivas das proteinas de interesse foram
marcadas. A membrana foi entdo bloqueada com leite desnatado a 5% por 1 hora em
temperatura ambiente. Os anticorpos foram diluidos em tampao TBS (Sambrook e
Russel, 2000) na proporc¢ao de 1:1000, 1:5000, 1:10000, 1:25000, 1:50000.

A deteccdo das reagdes de imunobloting foi realizada incubando-se a
membrana com um anticorpo anti-igG de camundongo conjugado com a enzima
fosfatase alcalina. Apds lavagem da membrana um substrato fluoréforo (AP
Conjugate Substrate Kit, BCIP e NBT - Biorad) foi adicionado & membrana para
produzir uma banda com coloragao visivel.

Uma unica banda de reagdo com aproximadamente 44 kDa foi observado para

a proteina citoplasmatica (figura I-4.16 A), esse anticorpo apresentou um titulo de
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aproximadamente 1:25000 nessa reagdo, sendo que as melhores reagdes foram
observadas na propor¢ao de 1:10000, que foi o titulo usado posteriormente nos
experimentos de western-blotting. O anticorpo contra a proteina LmTrpRS2 reagiu
com pelo menos trés bandas de intensidades semelhantes com tamanhos que
variavam de 50 até¢ 75 kDa (figura [-4.16 B). A banda de aproximadamente 53 kDa
corresponde a proteina LmTrpRS2, ja as duas outras acima desta sdo reacdes
cruzadas (figura [-4.16 B), causadas ou pela injecdo de proteinas contaminantes
juntamente com a proteina LmTrpRS2 no momento da inoculagdo dos camundongos,
ou ainda por anticorpos do proprio animal contra proteinas bacterianas. Uma
estratégia de neutralizacdo das reagdes cruzadas foi realizada através do preparo de
um lisado bacteriano da mesma linhagem da bactéria utilizada na expressdo da
proteina recombinantes, porém sem o plasmideo codificante da proteina de interesse
(Sambrook e Russel, 2000). Esse lisado foi incubado com os anti-LmTrpRS2 por 4
horas a 37° C, sendo entdo centrifugado e utilizado. Porém mesmo atenuadas as
reacOes cruzadas ainda permaneceram visiveis. Dilui¢des superiores a 1:50000
puderam ser observados para o anti-LmTrpRS2, uma vez que na diluigdo 1:50000
havia a presenca de uma banda de reagdo muito intensa. Para verificar se as reagdes
cruzadas poderiam interagir com as proteinas em L. major, um “western blotting”
contra um extrato bruto com 10° células de L. major foi realizado. Nenhuma reagio
cruzada foi observada no extrato de L. major (figura 1-4.16 C), nessa reacdo foi
utilizado como controle positivo uma amostra de proteina LmTrpRS2 purificada.
Esses anticorpos foram liofilizados e enviados ao nosso colaborador, o Prof. Dr. Juan
D. Alfonzo — Ohio State University para a realizacdo da localizagdo celular das

proteinas de interesse.
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Figura 1-4.16: Reacio de western-blotting com os anticorpos anti-LmTrpRS1 e Anti-
LmTrpRS2 contra as proteinas LmTrpRSs. A) Anti-LmTrpRS1 contra extrato total da
proteina recombinante LmTrpRS1, dilui¢do de 1:10000. B) Anti-LmTrpRS2 contra extrato total
da proteina recombinante LmTrpRS2, dilui¢do de 1:10000. C) Anti-LmTrpRS2 contra extrato
total de células de L. major e controle positivo. 1- Controle positivo da reacdo (diluicdo de
1:10000), 2 - Extrato total de células de L. major (dilui¢ao 1:1000).

Localizac¢ao celular das proteinas LmTrpRS1 e LmTrpRS2.

O enderecamento celular das proteinas LmTrpRS1 e LmTrpRS2 foi realizado
em colabora¢do com o Prof. Dr. Juan D. Alfonzo e seu aluno Frank Ragone (Ohio
State University), utilizando-se extratos celulares fracionados de L. tarentolae e
anticorpos anti-LmTrpRSs produzidos.

A reagdo para a proteina LmTrpRS1 foi realizada com anticorpos na diluigdo
de 1:500, diluigdo maior que o utilizado nos extratos bacteriano, porque a
concentracdo da proteina no citoplasma da célula ¢ menor que os valores expressos
de forma recombinante. Uma banda fraca com massa molecular de aproximadamente
45 kDa foi observada na fragdo citoplasmatica dos extratos celulares de Leishmania,
nenhuma reagdo evidente ¢ observada na fragdo mitocondrial (figura 1-4.17 A). Isso
mostra que a LmTrpRS1 ¢ uma enzima com localizagao citoplasmatica.

Os resultados com a proteina LmTrpRS2 mostram uma banda pronunciada no
extrato mitocondrial (figura 1-4.17 B), essa banda com massa molecular de
aproximadamente 55 kDa tem massa molecular compativel com a proteina
LmTrpRS2. A fracdo citoplasmatica nao apresenta essa mesma banda. Uma pequena
banda com massa molecular abaixo de 15 kDa ¢ observada na fragdo citoplasmatica,

devendo tratar-se de uma reacao cruzada com alguma outra proteina de Leishmania.

50



Capitulo 4 — Resultados e discussoes

Os controles positivos mostram que os dois anticorpos estavam reagiram fortemente
contra as proteinas em estudo.
Esses fatos confirmam as predi¢des da localizagdo mitocondrial da proteina

LmTrpRS2 e citoplasmatica da proteina LmTrpRS1.

A B

M C M _C
— —
S | —
1 C+ /1 C+
*e—8 —=e
LmTrpRS1 LmTrpRS2

Figura 1-4.17: “Western blotting” de extratos celulares de L. tarentolae contra os
anticorpos anti-LmTrpRSs. A) Extrato mitocondrial (M) e citoplasmatico (C) de cultura de L.
tarentolae incubados com anti-LmTrpRS1. B) Extrato mitocondrial (M) e citoplasmatico (C) de
cultura de L. tarentolae incubados com anti-LmTrpRS2. As setas indicam as bandas
correspondentes as proteinas LmTrpRS1 e LmTrpRS2. C+, controle positivo da reacéo.

Expressao e Purificacdo da proteina LmTrpRS2

Na realizagdo dos ensaios enzimaticos com a proteina LmTrpRS2 foi
utilizada a constru¢ao LmTrpRS2-24A/pET28a, que foi a unica construcdo que
apresentava uma pequena fracdo de proteina solivel. Devido a instabilidade da
proteina optou-se por fazer um unico passo de purificagdo em cromatografia de
afinidade com resina de niquel. A purificagdo da proteina LmTrpRS2 foi realizada
por cromatografia de afinidade, utilizando-se a resina Ni-NTA Superflow (Qiagen).
Para tanto, a fracao soluvel foi aplicada manualmente na coluna de afinidade (1,0 mL
de resina), previamente equilibrada com 4 volumes de coluna do tampao PBS e 10
mM de imidazol. Em seguida, a coluna foi lavada com 4 volumes do mesmo tampao
para remocao das proteinas que se ligaram fracamente a resina. A proteina
recombinante foi eluida da coluna com a aplicagdo de tampao PBS com gradiente

crescente de concentracao de imidazol. Trés concentragdes de imidazol, 50, 150 ¢
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250 mM foram aplicadas. As fra¢des eluidas da coluna de niquel foram analisadas

em gel de poliacrilamida de 15% (figura [-4.18)

12 345 6738 910

—

ﬁ-—d—

LmTrpRS2-24a/pET28a

Figura 1-4.18: Expressio e purificacio da proteina LmTrpRS2 sem a regido de sinalizacio
mitocondrial no vetor de expressio pET28a na coluna de cromatografia de afinidade Ni-
NTA. 1- marcador de massa molecular; 2- Amostras de cultura celular ndo induzida; 3 - extrato
bruto da lise celular; 4 a 7 - lavagem da coluna com tampdo PBS e 10 mM Imidazol; 8 a 10,
eluigdo com 50, 150 e 250 mM de imidazol. A seta em vermelho mostra a proteina recombinate
na fragdo soluvel.

Apos extensivas tentativas, uma condi¢do de expressdo e purificagdo parcial
da proteina LmTrpRS2 foi obtida. Nesta condi¢do a proteina apresenta-se com uma
pequena fracdo soluvel, um pouco mais estavel. Todo o procedimento de purificagao
foi realizado a temperatura ambiente, permanecendo a proteina em gelo apds eluicdo
da resina de afinidade. Mesmo apresentando bandas de contaminacdo, a fragdo
soluvel dessa purificagdo pode ser empregada para os ensaios de aminoacilagdo para
verificar a atividade da enzima contra os tRNAs'™ editado e nio editado. Nenhum
passo cromatografico foi adicionado ao processo de purificagdo, pois a proteina
precipita rapidamente ap6s sua eluicdo da coluna, sendo alguns precipitados podem

ser observados ap6s uma hora da eluicao.

Ensaios de atividade enzimatica da enzima recombinante.

As AaRSs realizam a reagdao de aminoacilagao em duas etapas: Primeiro ATP
reage com o aminodcido especifico formando uma aminoacil-adenilato e difosfato
(figura I-4.19 A). Em uma segunda reag@o o aminoacido ativado ¢ transferido para a
extremidade 3’ do tRNA para formar o aminoacil-tRNA (ou tRNA carregado) e
AMP (figura 1-4.19 B). O monitoramento de qualquer uma dessas etapas pode ser

utilizado como ensaio de atividade das AaRSs. Na primeira reagdo ¢ monitorada a
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degradacdo de ATP, através de utilizacdo de AT*?P, ja na segunda é monitorada a

formac¢do do complexo AA-tRNA (aminoacido marcado).

AA + ATP + AARS — AARSeAA-AMP + PP; (A)

AARSeAA-AMP + tRNA — AARS+ AA-RNA + AMP (B)

Figura 1-4.19: Reacdo enzimatica catalisada pelas AaRSs. A) Reacdo de ativacdo do
aminoacido (AA) utilizando adenosina trifosfato (ATP) e a enzima aminoacil tRNA sintetase
(AARS), formando aminoacil adenilato (AARSeAA-AMP) e pirofosfato inorganico (PP;). B)
Aminoacilagdo do tRNA, aminoacil adenilato e ligado ao tRNA especifico produzindo um
tRNA carregado AA-tRNA e adenosina monofosfato.

Transcricio in vitro do tRNA"™ editado e nio editado, purificacio e

protocolo de re-enovelamento desses tRNAs' ™.

O monitoramento do segundo passo da reagdo das AaRSs foi utilizado nos
experimentos de ensaio enzimatico. Um dos substratos desta reagdo ¢ a molécula de
tRNA™. Os ensaios enzimatico utilizaram tanto as amostras de tRNA™™ editado e
ndo editado transcritos in vitro quanto as fracdes de tRNA total e tRNA de
kinetoplasto (ktRNA).

As reacoes de transcrigdo in vitro foram realizadas a partir da transcricao dos
genes tRNA™ inseridos dentro do vetor pUC19. O cassete de transcri¢io consiste de
um pequeno fragmento de DNA com um sitio para ligacdo da enzima T7 RNA
polimerase viral, seguido do gene do tRNA'™ e na porcio final do gene um sitio para
endonuclease de restricdo BsfNI. O DNA plasmidial foi propagado e extraido de
cepas de E. coli DH5a . Para a formagdo da extremidade CCA-3’ comum a todos o
tRNAs o DNA foi digerido com a enzima BstNI por quatro horas a 65° C. Apos
precipitacdo desse DNA digerido ele foi utilizado como molde para reacdo de
transcri¢do, que foi realizada a 37° C por 24 horas.

As reagdes de transcricdo para o tRNA ndo editado (CCA) mostraram trés
bandas. As duas superiores, uma com aproximadamente 1000 pb e a outra com 250
pb, sdo compativeis com fragmentos de DNA provenientes da digestdo do plasmideo
utilizado como molde para a reagdo de transcri¢do, uma redu¢do na quantidade de
DNA molde manteve o rendimento da transcri¢do ¢ reduziu a intensidade dessas
bandas. Uma banda bem definida com massa molecular compativel com tRNA™™, 72

pb (figura I-4.20 A). O resultado para a tRNA™™ editado (UCA) mostrou uma banda
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unica com o tamanho aproximado de 70 pb, nesta reacdo a quantidade de DNA
molde foi reduzida ¢ nao foram observadas as bandas de contaminagdo com massa

molecular acima de 250 pb (figura [-4.20 B).
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tRNATP(CCA) tRNATP(UCA) tRNATP(CCA)  tRNAT®(UCA)

Figura 1-4.20: Gel de formaldeido agarose 2% mostrando a transcri¢io do tRNA™™. Poco 1
mostra marcador molecular para RNA 0,1-2kb, pogo 2 amostra do tRNA™. A) Trancrigdo in
vitro do tRNA™(CCA) ndo editado. B) Trancri¢do in vitro do tRNAT(UCA) editado. C)
Purificacdo dos tRNAs'™ editado (1 a 4) e ndo editado (5 a 8) em gel de poliacrilamida uréia
8M.

Os tRNAs editado e nao editado transcritos foram purificados em gel
denaturante de poliacrilamida 8% e 8 M uréia. Observa-se que a grande parte do
transcrito refere-se a bandas unicas, com apenas algumas bandas de contaminagdo
mostrando que a eficiéncia da reagdo foi alta. As bandas com pesos compativeis com
os tRNAs™ foram cuidadosamente recortadas e a eluicio das mesmas do gel de
poliacrilamida foi realizada por incubagdo em solu¢do de acetato de sddio 0,3 M a 4°
C por 12 horas. Os tRNAs foram em seguida precipitados com etanol absoluto. Para
o re-enovelamento, os tRNAs purificados foram dissolvidos em dgua livre de RNAse
e aquecidos em banho-maria até¢ a temperatura de 75° C por 3 minutos, para
assegurar que somente a estrutura primaria do mesmo fosse mantida. Apds esse
tempo o banho-maria foi desligado e os tRNAs foram lentamente resfriados até a
temperatura ambiente, quando tiveram sua concentragdo medida com
espectrofotometro a 260 nm. As amostras foram estocadas a -20° C para evitar
degradacao do tRNA.

Os ensaios utilizaram os tRNAs'™ editado e ndo editado transcritos in vitro e
re-enovelados, amostras de RNA total de kinetoplasto de L. tarentolae (kRNA),

enviado por nosso colaborador o professor Dr. Juan D. Alfonzo, ¢ também com

54



Capitulo 4 — Resultados e discussoes

fracdo de RNA total de L .major que contém os tRNAs endogenos do parasita. Como
controle da reagdo foi utilizada uma reacdo de aminoacilacio sem a enzima
recombinante. Os experimentos de otimizagdo da reacdo de aminoacilagdo
envolveram a varia¢do nas concentragdes de proteina e também dos substratos (ATP,
triptofano e tRNA). A melhor condi¢do reacional foi a que utilizava 50 mM Hepes,
pH7,0; 10mM acetato de magnésio; 4 mM DTT; 4 mM ATP; 0,05% de albumina
bovina (BSA) ¢ uma mistura de 38 pM de triptofano frio e 2 pM de L- [5-°H]-
triptofano (32 Ci/mmol - Amersham Life Science) em um volume final de 50pl.

Os dados obtidos mostram que a fracdo soluvel da proteina recombinate
LmTrpRS2 apresenta atividade enzimética (figura 1-4.21), tanto para os tRNAs'™
transcritos in vitro, quanto para a amostra de RNA total, que contém tRNAs nativos
de L. major. As amostras utilizando kRNA total mostraram pouca ou nenhuma
atividade de aminoacilagdo quando comparada as demais amostras, mesmo
aumentando-se a concentracdo total de kRNA ndo foi possivel melhorar essas
leituras.

De maneira interessante esses dados mostram que a proteina recombinante
LmTrpRS2 expressa ¢ capaz de aminoacilar efetivamente os tRNAs transcritos in
vitro, sugerindo que alteragdes poOs-transcricionais freqiientemente encontrados nos
tRNA podem ndo ser importantes para o reconhecimento do tRNA pela enzima
mitocondrial.

Outro ponto importante que pode ser destacado ¢ a habilidade dessa proteina
reconhecer tanto o tRNA editado quanto o ndo editado, uma vez que dentro da
mitocondria coexistem as duas formas do tRNA e ambas precisam ser aminoaciladas
para a sintese protéica. Dados bioquimicos com a TrpRS citoplasmatica de 7. brucei
(Charriere et al, 2005) mostraram que esta enzima homologa € incapaz de reconhecer
o cédon UCA do tRNA™ editorado. No caso de 7. brucei, a discriminagdo dos
tRNAs™™ ¢ realizada pela enzima citoplasmatica. Nossos dados apontam para a
mesma hipdtese, uma vez que a enzima LmTrpRS2 também reconhece os dois
tRNAs, provavelmente fica a cargo da LmTrpRS1 a correta discriminacao desses
tRNAs'™. Todavia um estudo mais pormenorizado deve ser realizado para traar a

relacdo entre as duas enzimas e seus tRNAs.
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Figura I-4.21: Ensaio de aminoacilacio da enzima LmTrpRS2.

Caracterizacao estrutural das proteinas LmTrpRS1 e LmTrpRS2.

Os avangos em técnicas experimentais € equipamentos permitiram a
automatizacdo do seqiienciamento do DNA, acelerando a obteng¢do de informagdes
codificadas nos diversos projetos genomas realizados (Burley et al., 1999).
Transformar essa informacdo em produtos génicos que afetam diretamente os
sistemas bioldgicos ¢ um dos grandes desafios atuais. Dentro dos diversos produtos
génicos mais estudados, as proteinas exercem um papel de destaque. Os estudos
estruturais, bem como dados bioquimicos fornecem informagdes importantes para a
compreensdo da fun¢do, mecanismo de acdo e ainda para o desenvolvimento de
novos farmacos.

As dificuldades experimentais como: obten¢do de um sistema de expressao
capaz de produzir a proteina de interesse em grande quantidade, purificagdo dessa
amostra na forma soltivel e ativa (Service, 2002), sdo alguns dos obstaculos para a
determinagdo estrutural de proteinas a partir de técnicas experimentais de difracdo de
raios-X e ressonancia magnética nuclear.

A modelagem molecular de proteinas mostra-se como uma importante
ferramenta para o estudo de estrutura de proteinas uma vez que ndo necessita
diretamente de dados experimentais. Levando-se em consideragdo que, similaridade
seqiiencial pode estar implicada em similaridade estrutural, a predi¢do de modelos

estruturais de proteinas a partir de sua seqiiéncia de aminoacidos tem se mostrado
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com varios niveis de sucesso uma importante ferramenta para o estudo de varios
processos bioldgicos. Proposigdes de mutagdes sitio dirigidas, estudo de relagao
proteina-proteina, proteina-ligante entre outros podem ser realizados através de
modelagem molecular. A limitacdo deste método ¢ a existéncia de uma proteina com
similaridade seqiiencial ou entdo similaridade em composicdo de elementos de
estrutura secundaria (threading protéico) a proteina em estudo, com estrutura

tridimensional resolvida.

Modelagem molecular das proteinas LmTrpRS1 e LmTrpRS2.

O primeiro passo para modelagem molecular por homologia foi a busca de
uma proteina de estrutura tridimensional conhecida (molécula molde) com elevado
grau de similaridade seqiiencial com a proteina em estudo (molécula alvo). A sele¢do
das moléculas moldes foi realizada através de alinhamento seqiiencial das proteinas
LmTrpRS1 e LmTrpRS2 com as seqiiéncias protéicas depositadas no PDB
(Westbrook et al., 2002), utilizando-se a inicialmente a ferramenta Blastp. As
seqiiéncias de aminoacidos das proteinas com maior similaridade foram analisadas
uma a uma com o programa Clustal W (Higgins, et al., 1994), sendo entdo gerados
alinhamentos seqiienciais.

Os melhores alinhamentos seqiienciais foram observados para a proteina
triptofanil tRNA sintetase humana (HsTrpRSs) que apresentou 55% de identidade e
71% similaridade com a proteina LmTrpRS1 e 37% de identidade e 55%
similaridade com a proteina LmTrpRS2 (figura [-4.22). O alinhamento entre as duas
enzimas mostra 34% de identidade e 48% de similaridade (figura [-4.23) O
alinhamento da LmTrpRS2 menos conservado deve ser considerado devido a
filogenia dessa proteina, sendo de origem mitocondrial, como previamente
demonstrado ela apresenta-se mais distante das TrpRSs de eucariotos, algumas
inser¢cdes podem ser facilmente observadas no interior da seqiiéncia. A seqiiéncia de
aminodcidos ¢ conservada principalmente ao longo dos motivos “HIGH” e
“KMSKS”, devido a importancia desses na ativacdo do aminoacido. Embora o
alinhamento N-terminal da proteina mitocondrial seja baixo, ele se encontra no limite
para os experimentos de modelagem. A proteina mitocondrial foi modelada na sua

forma madura, ou seja, sem a regido de sinalizagdo mitocondrial, uma vez que essa ¢
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clivada apds o processo de importacdo. Cinco estruturas de HsTrpRSs foram
encontradas no PDB. Uma analise criteriosa das estruturas mostrou que a cadeia B da
estrutura da HsTrpRSs, codigo de acesso PDB 1RT6, apresentava o maior nimero de
aminoacidos com densidade eletronica (Yang et al., 2003), tornando-se o melhor
molde para a modelagem por homologia. Quanto ao modelo da HsTrpRSs também
foi realizada a substituicdo dos residuos de selenometionina, empregados para o
faseamento experimental da proteina, por residuos de metionina, sem modificagcdo
das coordenadas do PDB de acesso 1R6T. As coordenadas das moléculas de agua e
ligantes também foram removidas.

Algumas modificagdes foram introduzidas manualmente no alinhamento
seqiiencial para adapta-lo a molécula molde, como a remocao dos 6 residuos iniciais
da proteina bem como os quatro residuos do C-terminal, e também a regido
compreendendo a Ala6l at¢ o Glu82. Esses residuos nao foram construidos na
proteina humana devido a auséncia de densidade eletronica sendo entdo eliminados
do alinhamento seqiiencial.

A modelagem molecular foi realizada utilizando-se o programa MODELLER 6a
(Sali e Blundell, 1993), utilizando-se como entradas do programa os alinhamentos
entre a seqiiéncia de aminoacidos das LmTrpRS e a estrutura utilizada como molde

(coordenadas PDB da estrutura HuTrpRS1).
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Figura 1-4.22: Alinhamento seqiiencial entre as LmTrpRSs e a HsTrpRS1. HsTrpRS1, triptofanil tRNA sintetase Humana; LmTrpRS1 e LmTrpRS2, triptofanil
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Figura 1-4.23: Alinhamento seqiiencial entre as LmTrpRSs. LmTrpRS1 e LmTrpRS2, triptofanil tRNA sintetase de L. major citoplasmatica e mitocondrial
respectivamente. Regido destinada a exportacdo mitocondrial ¢ destacada em vermelho. Seqiiéncias consensus caracteristicas “HIGH” e “KMSKS” sdo destacadas
no alinhamento.
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Foram gerados inicialmente 20 modelos para cada proteina. O critério inicial
para escolha dos modelos foi a sele¢do dos modelos com a menor pseudo energia
fornecida pelo proprio programa, os quatro modelos foram selecionados para
validacdo com o programa Procheck e Whatif e andlise com o programa de
visualizacdo grafica PyMol (Delano, 2002) e Coot (Emsley e Cowtan, 2004).

A validagao foi realizada para verificar se os modelos apresentam corretos ou
aceitaveis valores de estereoquimica como: comprimentos das ligagdes, angulos das
ligagdes, planaridade das ligagdes peptidicas e dos anéis das cadeias laterais,
quiralidade, angulos torcionais da cadeia principal e das cadeias laterais e
impedimentos estéricos entre pares de &tomos nao ligados.

Com base na validag¢do e na visualizagdo da estrutura da LmTrpRSI1 os seis
primeiros residuos do modelo assim como os 11 residuos do C-terminal foram
removidos, pois ndo apresentavam bons resultados na validagdo, isso € comum pois
essas regioes sao muito flexiveis, no caso desta modelagem ainda a homologia dessa
regides ¢ muito baixa, o que dificulta o processo. O diagrama Ramachandran (figura
[-4.24) mostra que 94,8% dos residuos encontram-se em regides favoraveis e 5,2%
em regides adicionais, caracterizando como um bom modelo.

O diagrama de Ramachandran do modelo obtido para a proteina LmTrpRS2,
mostra que 92,0% dos residuos encontram-se em regides favordveis, 6,1% em
regides adicionais, 1% em regides generosamente permitidas e 1% em regides
desfavoraveis. A analise visual da estrutura mostrou que os residuos A3, R61, D57 ¢
R295 que estio em regides desfavoraveis apresentam-se coerentes com sua
vizinhanga atdmica, como mostrado pelo programa Whatlf e com ambiente quimico
favoravel como mostrado pelo programa Verify 3D. Isso mostra que esses residuos
mesmo em regides desfavoraveis no diagrama de Ramachandran, ndo apresentam
desvios graves quanto a sua vizinhanca e ao ambiente quimicos. Outro fato a ser
apontado ¢ que tanto esses quatro residuos, quantos os seis mostrados em regides
adicionais do diagrama de Ramachandran, encontram-se em regides de baixa
identidade seqiiencial e em “loops”, que sdo regides muito flexiveis, com grande
dificuldade para a modelagem estrutural. Ainda assim podemos considerar este como
um bom modelo. Tentativas de modelagem com diferentes alinhamentos ndo

conseguiram solucionar os problemas encontrados com esses aminoéacidos.
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Figura 1-4.24: Diagrama de Ramachandran dos modelos finais obtido da proteina
LmTrpRS1 (A) e LmTrpRS2 (B). Vermelho mostra as regides mais favoraveis dos
aminoacidos, amarelo mostra as regides adicionais e em bege as regides favoravelmente
permitidas. Os aminoacidos sdo representados como quadrados, os tridngulos mostram o

aminoacido glicina.
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Dominio catalitico
Rossmann Fold

Dominio de ligagao

A ao tRNA
Dominio catalitico
Rossmann Fold
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" KMSKS

Dominio de ligagao
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Figura 1-4.25: Representacio em cartoons dos modelos obtidos para as proteinas
LmTrpRS1 e LmTrpRS2. A) Modelo da LmTrpRS1. B) Modelo da LmTrpRS2. Em magenta ¢
destacado o dominio catalitico, responsavel pela ativagdo do triptofano e a aminoacilagdo. O
“Rossmann Fold” caracteristico dessa classe de enzima ¢ observado e acima desse as seqiiéncias
consenso HIGH (azul) e o “loop” KMSKS (dourado). O dominio de ligacdo ao anticddon do
tRNA ¢é mostrado em vermelho.

Os modelos finais obtidos das LmTrpRS1 e LmTrpRS2 apresentam dois
dominios distintos, um dominio maior com aproximadamente 200 aminoacidos, no

qual se encontra o motivo estrutural classico dessa classe de AaRSs, que ¢ o

63



Capitulo 4 — Resultados e discussoes

“Rossmann fold” (Branden e Tooze, 1998) e outro dominio menor composto

basicamente por hélices-a (figura [-4.25).

Figura 1-4.26: Representacdo em cartoons das LmTrpRSs na forma de dimeros. A e B)
Modelos diméricos da proteinas LmTrpRS1 e LmTrpRS2 respectivamente. A regido destacada
mostra a superficie de dimerizagao.

As TrpRSs s3o formadas por estruturas relativamente pequenas,
aproximadamente 340 residuos, quando comparados as demais AaRSs, e ao contrario
da maioria das AaRSs de classe sdo ativas na forma de homodimeros bioldgicos,
formando juntamente com a TyrRSs uma subclasse aparte denominada subclasse IC
(Cusack, 1995). Estruturas cristalograficas mostraram que o reconhecimento e a
ativagcdo de uma molécula de tRNA ¢ intermediada por sitios cataliticos distintos um
em cada mondmero. Assim enquanto a ativacdo do aminodcido ¢ feita pela por¢do
que contém o “Rossman fold” de um mondmero, o reconhecimento do anticédon é

realizado pelo dominio de hélices-o. do outro mondmero (Yaremchuk et al., 2002;
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Kobayashi et al., 2003, Yang, et al., 2006). Desta maneira um dimero ¢ capaz de
reconhecer e ativar duas moléculas de tRNA simultaneamente.

A obtencdo da estrutura dimérica das proteinas LmTrpRS foi gerada a partir
da sobreposi¢do do mondmero modelado sobre a estrutura cristalografica do
homologo humano (Yang et al, 2006). A interface de dimerizacdo entre os dois
monoémeros das LmTrpRS € composta por trés hélices-a, provenientes de cada
mondmero, situadas opostas ao dominio de ligacao ao anticédon (figura 1-4.26).

O sitio de aminoacilagdo ¢ formado por residuos conservados na maioria da
TrpRS, ele forma um grande sulco exposto ao solvente exatamente na porcdo
superior do dominio “Rossmann fold” e pode ser dividido em dois sub-sitios: um
com residuos especificos para a ligagao do ATP e outro para ligacao do triptofano.
Na porgdo lateral desse sulco estdo as seqiiéncias conservadas “HIGH” e “KMSKS”,
o segundo ocupa uma posi¢ao mais exposta ao solvente (figura 1-4.25). Essas duas
seqiiéncias sdo trazidas proximas uma a outra pelo enovelamento do “Rossmann
fold”.

Uma caracteristica interessante observada no modelo da LmTrpRS2 ¢ a
presenca de duas hélices-o. no N-terminal da proteina (ol e a2). Essas apresentam
em uma posi¢do quase perpendicular em relacdo a proteina molde (figura [-4.27 A).
Um residuo do aminodcido prolina ¢ observado na seqiiéncia da primeira hélice
(P37), o que pode levar a uma distor¢do da mesma durante a modelagem. Essa
seqliéncia N-terminal parece ser comum nas TrpRS de eucariotos. Na estrutura da
proteina humana ele assume a configuragdo de uma hélice-volta-hélice, sendo
observada somente em um mondmero de uma das oito estruturas resolvidas,
mostrando grande flexibilidade da mesma. Possivelmente a ligacdo do substrato ndo
hidrolisavel Trp-ATP (TYM), presente na estrutura cristalografica, estd envolvida na
estabilizacdo desse dominio (Yang ef al., 2003). Estudos realizados com mutantes
para essa regido ndo mostraram perda de atividade da enzima quando da sua
remocdo, sugerindo um papel secundéario para essa estrutura hélice-volta-hélice
(Otani, et al., 2002; Wakasugi, et al., 2002). A sobreposi¢do do modelo LmTrpRS2
com as estruturas humanas resolvidas mostram que um grande impedimento
estereoquimico ocorre entre o N-terminal do modelo da LmTrpRS2 e a molécula de
tRNA (figura 1-4.27 B), embora na estrutura humana complexada com tRNA os 80

residuos da regido N-terminal da proteina humana encontram-se completamente
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ausentes, na estrutura da humana utilizada como molde para modelagem essa regiao
estava presente. Embora essa regido do modelo apresentasse bons resultados quanto
a validag¢do ndo se pode inferir muito sobre sua correta orientagdo, uma vez que o
alinhamento seqiliencial apresenta-se pobre para essa regido. Supondo-se que a
mesma conformagdo do tRNA seja conservada para as LmTrpRS2 um movimento
dessa regido se faz necessario para evitar que a molécula do tRNA choque-se com

essa regido N-terminal (figura 1-4.27 B).

N-terminal

Figura 1-4.27: Representac¢io de cartoons da sobreposicio da estrutura da HsTrpRS1 com
a estrutura modelada da LmTrpRS2. A) HsTrpRS ligada ao substrato ndo hidrolisavel Trp-
AMP sobreposta a estrutura LmTrpRS2, mostrando diferenga entre as hélices al e a2 na regido
N-terminal da duas estruturas. A linha pontilhada representa a conexdo da regido perdida (sem
densidade eletronica) na estrutura da proteina humana. Em vermelho mostra o loop acima do
sitio catalitico. B) Sobreposi¢do da estrutura HsTrpRS1 complexada com tRNA™ e do modelo
da proteina LmTrpRS2. Regido N-terminal da LmTrpRS2 (alaranjado) colidindo com molécula
de tRNA.
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Outra regido interessante observada na LmTrpRS2 ¢ um “loop” presente em
um motivo estrutural do tipo “grampo de cabelo” que ocupa a regido de entrada do
sitio ativo (figura 1-4.27 A). Tanto na estrutura humana quanto na LmTrpRS1 esse
“loop” compreende quatro aminodcidos, j& na estrutura da LmTrpRS2 ele
compreende nove residuos. Como essa ¢ uma regido bastante flexivel pode-se
especular que este auxilie na estabilizagdo dos substratos no interior do sitio ativo.

As estruturas cristalograficas da proteina humana mostram que uma
complexa rede de ligagdes de hidrogénio estabilizam o triptofano dentro do sitio
ativo (Shen et al., 2006; Yang et al., 2006).

Na estrutura da proteina humana o reconhecimento do Trp ¢ realizado por
ligagdes de hidrogénio entre quatro residuos de aminoacidos (Q194, Y159, E199 e
Q284). Esses quatro aminoacidos sdo conservados nas seqiiéncias das duas proteinas
de L. major e os modelos apontam que eles ocupam a mesma configuragdo da
proteina humana, sendo importantes para o reconhecimento do aminoacido
triptofano.

Os residuos das seqiiéncias “HIGH” e “KMSKS” desempenham importante
papel na ativagdo do aminoacido. A glicina e a histidina da seqiiéncia “HIGH” fazem
interagdes hidrofobicas com o anel da ribose do ATP. Dois outros residuos, D312 e
K349, da estrutura humana também sdo conservados nas estruturas das LmTrpRS.
Esses dois residuos sdo responsaveis pela ligagdo do ATP e a remogao do pirofosfato
produzido durante a ativagdo do aminoacido (Shen et al., 2006). Um estudo da
interacao entre os modelos obtidos € um substrato nao hidrolisavel Trp-AMP foi
realizado através de “docking” com o programa GOLD (Jones, 1999) mostrando que
essas interagcOes sdo mantidas nas estruturas modeladas.

A sobreposicao dos modelos estruturais das LmTrpRS contra as estruturas
cristalograficas da proteina humana ligada ao tRNA mostra que o reconhecimento do
anticodon do tRNA esta localizada entre as hélices al6, al7 e a20 (numeragao
idéntica a utilizada na proteina humana) essa regido forma um sulco apto ao encaixe
do anticodon do tRNA'™ (figura 1-4.28 A). Uma caracteristica interessante da
estrutura cristalografica humana ¢ que o nucleotideo C34 (equivalente ao nucleotideo
editorado em L. major) encontra-se estendido para fora da molécula do tRNA,

perdendo assim o empilhamento classico observado nas estruturas de nucleotideos.
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Essa conformacao estendida permite a interagdo do nucleotideo com os residuos da
cadeia principal da proteina (figura [-4.28 A).

Uma grande identidade seqiiencial ¢ encontrada nos alinhamentos das
enzimas citoplasmaticas e mitocondriais nessa regido de L. major e T. brucei,

principalmente os residuos que interagem com o anticodon (figura [-4.28 B).

HsTrpRSl 777 VNKHIZSEERDLIE
LmTrpRS1 291 INKHEEeeGADKK
TbTrpRSl 286 INKHEICEGAGKQ
LmTrpRS2 794 LR-RIFde
ThTrprs2 377 MK-KLYE IHCT

X34 . . .e
Anticodon do
®NAT(xco) | €30 o '
C36 L

B

Figura 1-4.28: Representacio em “cartoons” da sobreposicido da estrutura cristalografica
da proteina HsTrpRS1 (alaranjado) complexada com tRNA™ (azul) e da proteina
LmTrpRS1 modelada (verde). A) Em detalhe o sulco de reconhecimento do anticodon,
formado pelas hélices al6, al7 e 020. B) Alinhamento das seqiiéncias de aminoéacidos do
dominio de ligacdo ao anticédon, baseado no complexo da proteina HuTrpRS-trp. Triptofanil
tRNA sintetases citoplasmatica humana (HsTrpRS1), L. major (LmTrpRS1), T. brucei
(TbTrpRS1) e as homodlogas mitocondriais de L. major (LmTrpRS2) e T. brucei (TbTrpRS2).
Abaixo da seqiiéncia sdo destacados os possiveis locais de interagdo com os nucleotideos
N34(e), N35(*) e N36(m).
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As estruturas cristalograficas da proteina humana apontaram uma
caracteristica interessante no mecanismo de reconhecimento das bases do anticodon
do tRNA™ que também pode ser aplicado para a estrutura modelada. Na estrutura
humana o reconhecimento das bases ¢ feito em grande parte por interagdes diretas
com a cadeia principal da proteina, isso confere uma maior fidelidade a reagdo de
aminoacilacdo mesmo em casos de mutagdes. Apenas dois residuos fazem interagdes
via cadeia lateral na estrutura humana, a S378 e K431, interagindo com o anel
pirimidinico da base C35 do tRNA. Esses residuos sdo conservados em L. major, T.
brucei e Homo sapiens, mostrando que eles podem ter importincia no
reconhecimento do anticddon do tRNA.

Nenhuma caracteristica especial pode ser observada com relacdo as interagdes
entre as LmTrpRS1 e LmTrpRS2 e o anticodon do tRNA™™ que sejam responsaveis
pelo seu reconhecimento especifico do tRNA™ (UCA), uma vez que a diferenca
entre os nucleotideos resume-se ao atomo de hidrogénio no nitrogénio N3 do anel
pirimidina e do grupo amino no nitrogénio N4 da uracila. Charriere et al., 2006
mostraram que além da U34 uma tiouridina 33 (S?U33) também é essencial para a
discriminacao dos corretos tRNAs.

A interacdo entre o brago aceptor do tRNA™™ e as LmTrpRS ¢é realizada por
elementos presente na superficie de dimerizagdo. Como na estrutura humana, a hélice
central desse dominio (Shen ef al., 2006) interage com os fosfatos da cadeia principal
do tRNA, de maneira ndo especifica. A presenca do ribonucleotideo A73 no brago
aceptor do tRNA™ na maioria dos eucariotos ¢ archea é o maior elemento de
identidade entre estes e as bactérias que possuem uma guanina nessa posi¢ao (Xue et
al., 1993; Xu et al., 2001; Guo et al., 2002). Trabalhos de mutagénese sitio dirigida
mostram que em Bacillus subtilis uma lisina (K149) e um 4cido glutamico (E153)
sdo importantes para esse reconhecimento espécie-especifico, sendo o segundo
extremamente conservado entre as bactérias (Jia et al., 2004). No caso de eucariotos
e archea, uma arginina ocupa a posicdo do E153. Uma das explicagdes para essa
especificidade advém da estrutura cristalografica da proteina HsTrpRS complexada
com tRNA, uma intrincada rede de ligagdes de hidrogénio estabilizam a R318, que
por sua vez faz ligacdo de hidrogénio com o nitrogénio N1 do ribonucleotideo A73
do tRNA™. Essa mesma configuragio pode ser observada na estrutura da

LmTrpRS1 (figura 1-4.29), porém de uma maneira interessante a mesma posi¢ao na
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r

enzima citoplasmatica ¢ ocupada por uma valina (V339). Isso pode diminuir a
especificidade dessa enzima para o tRNA, e talvez isso seja um indicativo da
evolucgdo dessa enzima para aceitar o tRNA™™ eucaridtico ou ainda sugerindo que o
mecanismo de reconhecimento dessa base ¢ diferente.

4

N\

LmTrpRS2. Em cinza proteina LmTrpRS1, elemento de identidade A73 estd interagindo com a
R238. Uma intensa rede de ligagdes de hidrogénio mantém a R238 orientada para a ligacdo ao N1 da
base A73. A estrutura de LmTrpRS2 apresenta uma valina nessa posigao.

Alinhamentos seqiienciais mostram que essa mesma valina ¢ conservada nas
enzimas mitocondriais de 7. brucei e T. cruzi, corroborando a hipdtese do seu

envolvimento no reconhecimento do brago aceptor do tRNA™™.

Consideragoes finais.

O reconhecimento do aminoécido e seu respectivo tRNA ¢ uma etapa
fundamental para assegurar a fidelidade do cdodigo genético. Essa complexa tarefa
envolve o reconhecimento especifico do aminoacido e de seu tRNA cognato. Um
grupo especial de enzimas denominadas aminoacil tRNA sintetases ¢ responsavel por
esse trabalho. As AaRSs atuam inicialmente ativando o aminoécido através da

ligacdo do mesmo a uma molécula de adenosina trifosfato (ATP), formando um
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amino acil adenilato. Em um segundo passo esse aminoacido ativado ¢ transferido
para a ribose da adenina presente na extremidade CCA-3’ do tRNA gerando o
“tRNA carregado” que serd utilizado na traducao protéica.

Em grande parte dos organismos vivos um repertorio de 20 AaRSs ¢
responsavel pela formacao de todos o tRNAs carregados necessarios para a sintese
protéica. A simples existéncia dos aminoacidos Pirolisina e Selenocisteina, que nao
possuem AaRSs descritas até o presente momento, implica necessariamente na bi
funcionalidade de algumas dessas enzimas. Esse fato ¢ complementado com a analise
dos genomas das arqueobactérias Methanococcus jannaschii € Methanobacterium
thermoautotrophicum, que possuem somente 16 AARSs. Duas auséncias, asparagina
tRNA sintetase e glutamina tRNA sintetase, podem ser prontamente substituidas com
uma via alternativa de sintese de amino acil tRNA, partindo dos precursores
aspartico-tRNA e glutdmico-tRNA. Porém para as demais outros mecanismos devem
estar envolvidos. Dados estruturais e bioquimicos mostram que alguma flexibilidade

. 4 d . 1
Agmmoacido g0 4 maneira

dentro do reconhecimento enzima-aminodcido-tRN
encontrada pela natureza para corretamente prover todos os tRNAs necessarios a
sintese protéica. Nesse contexto, os estudos bioquimicos e estruturais dessas enzimas
sdao de fundamental importancia para a compreensao desses mecanismos, bem como
a sua utilizacdo para o desenvolvimento de novas terapias contra organismos
patogénicos.

Uma das caracteristicas interessantes observadas em kinetoplastidas ¢ que
nesses organismos o codigo genético mitocondrial ¢ desviado do padrdo canonico
pela utilizagdo do coédon de terminacdo UGA para a inser¢do do aminoacido
triptofano. Interessantemente nesses organismos apenas um tRNA"™ (CCA) nuclear
decodificando o codon triptofano UGG foi descrito. Um mecanismo de editoracdo da
base Cs4 para Usy convertendo o tRNAT™(CCA) em tRNAT(UCA) foi identificado
recentemente, permitindo a decodificacdo desse codon de terminacdo para o
aminodcido triptofano. Uma questdo que surge ao analisar esse mecanismo ¢ a
maneira pela qual a TrpRS reconhece o tRNA editado e ndo editado. A resposta a
essa questdo poderia ser respondida através da analise do genoma do parasito, aonde
duas enzimas TrpRSs sdo codificadas. Nesse contexto se enquadram nos objetivos
deste projeto que envolvem a elucidacdo do mecanismo catalitico e do mecanismo

discriminatorio entre tRNA"™ CCA e UCA.
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A analise dos genes depositados no GeneDB caracteriza as proteinas
codificadas por ambos com probabilidade de localizacdo mitocondrial, fato ndo
comum quando comparado aos demais kinetoplastidas. A caracterizacdo molecular
desses genes mostrou que a predicdo da janela aberta de leitura depositada é 252
nucleotideos maior que o gene transcrito. Esse novo mRNA mostra que essa proteina
expressa ndo apresenta probabilidade de exportacdo mitocondrial. Os ensaios de
imunoblotting com anticorpos policlonais produzidos com proteina recombinante,
contra extratos celulares de L. tarentolae, confirmaram as localiza¢cdes das duas
enzimas, uma com a localizagdo citoplasmatica (LmTrpRS1) e outra mitocondrial
(LmTrpRS2).

Os dois genes foram subclonados em diversos vetores de expressdo
procarioticos e alguns eucaridticos. A grande maioria dessas construgdes produziu
proteina recombinante, porém na maioria das tentativas na forma de corpos de
inclusdo. Uma construcdo da proteina mitocondrial foi capaz de expressar uma
pequena quantidade de proteina soltvel, bastante instavel, o que impossibilitou os
ensaios de cristalizagdo. Os ensaios de atividade mostram que a enzima ¢ capaz de
reconhecer os dois tRNAs. Essa caracteristica ¢ esperada, uma vez que no interior da
mitocondria co-existem as duas formas do tRNA™. Um trabalho recente demonstrou
em 7. brucei que a discriminagdo ¢ feita na verdade pela enzima citoplasmatica, que
nesse organismo foi incapaz de reconhecer efetivamente o tRNA editado.
Provavelmente esse mesmo resultado pode ser aplicado a proteina citoplasmatica em
L. major que possui identidade alta com a homologa em 7. brucei.

Os modelos de homologia das duas enzimas ndo mostram alteragdes que
poderiam justificar a escolha do tRNA apenas pela base editorada. Provavelmente
outros mecanismos de reconhecimento enzima-tRNA devem estar presentes.
Marcadamente modificagdes pos traducionais da molécula de tRNA poderiam inserir
novos elementos que garantam o reconhecimento especifico do tRNA. No caso de 7.
brucei uma tiouridina atua juntamente com a editoracdo U34 como elementos anti-
determinantes para o reconhecimento da enzima citoplasmatica.

Duas caracteristicas dos modelos chamam a atencdo na LmTrpRS2. A
primeira € a posicao da por¢do N-terminal, que ocupa uma regido onde a molécula de
tRNA estaria localizada, quando comparado ao modelo da proteina humana

complexada com tRNA'™. Os dados de modelagem sugerem que um rearranjo dessa
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regido ou ainda outro mecanismo de ligacao a molécula de tRNA podem ser cruciais
no reconhecimento do complexo enzima-tRNA. Outra caracteristica interessante
observada no modelo da LmTrpRS2 ¢ a substitui¢do de uma arginina conservada por
um residuo de valina. Essa arginina tem sido descrita como fundamental para o
reconhecimento do ribonucleotideo A73 em proteinas de procariotos. A mesma
substituicdo ¢ observada nas seqiiéncias das homologas em 7. brucei e T. cruzi,
indicando que o mecanismo de interagdo da proteina com a por¢ao final CCA-3’ do

tRNA pode ser diferente.
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Apéndice I

Materiais utilizados em biologia molecular.

Dentro desse apéndice econtra-se a descrigdo dos
oligonucleotideos utilizados para a caracterizagdo das regides
5 UTR e 3’UTR (Tabela AI-1.1). Ainda dentro do mesmo
pode-se observar o detalhamento das contrugdes plasmidiais
realizadas em vetores de expressdo de procariotos e eucariotos
das proteinas LmTrpRS1 e LmTrpRS2, bem como os
oligonucleotideos utilizados para cada contrucdo (Tabela Al-
1.2).



Apéndice 1

Tabela AI-1.1: Nome e seqiiéncia dos oligonucleotideos utilizados na reacio de RT-PCR
para caracterizacio das regides nio traduzidas dos genes LmTrpRSI e LmTrpRS2. Os
numeros na frente dos oligonucleotideos representam a posicio de ligacio aos genes de

interesse (vide figura abaixo)

Gene Reacdo Oligonucleotideos Segqiiéncia dos oligonucleotideos
1-SL 5’-aactaacgctatataagtatcagtttctgtactttattg-3°
5’UTR 2 -LmW5UTRI 5’-ggaagtgaaggcagcgag-3’
3 - LmWS5UTR2 5’- cagagagatagacaggcagc-3’
4 — LmN3UTR2 5’-gtaacggaggccgatgtggag-3
LmTrpRS1 5 - LmW3UTRI1 5’-gatgggacctgcgaaagagg-3’
PR 3°’UTR 1-a 5’-aagcgatcgagacatgtagcagtttttttttttttttta-3’
6- 3’UTR 1-c 5’-aagcgatcgagacatgtagcagttttttttttttttttc-3°
3°’UTR 1-g 5’-aagcgatcgagacatgtagcagttttttttttttttttg-3°
7-3UTR 2 5’-ttgaattcgcattgagcacctge-3’
1-SL 5’-aactaacgctatataagtatcagtttctgtactttattg-3’
5’'UTR 2 -LmWS5UTRI 5’-gcgcaaactecatggece-3’
3 - LmWS5UTR2 5’-gatcactagtgcggccagagtac-3’
4 - LmW3UTR2 5’-gtgaggtgctgcacgattgg-3°
LmTrpRS2 5-LmW3UTRI1 5’-gtggagttctgeegtatee-3’
PR 3’UTR 1-a 5’-aagcgatcgagacatgtagcagtttttttttttttttta-3’
6- 3’UTR 1-c 5’-aagcgatcgagacatgtagcagttttttttttttttttc-3°
3°’UTR 1-g 5’-aagcgatcgagacatgtagcagttttttttttttttttg-3°
7-3"UTR 2 5’-ttgaattcgcattgagcacctge-3’
1 _4!‘ 5
oeaimar}—{ TroRs
< & s+
o

Estratégia adotada para a caracterizacio das regides ndo traduzidas dos genes LmTrpRS1 e
LmTrpRS2. As setas indicam os oligonucleotideos utilizados nas reagdes, cujas seqiiéncias

encontram-se descritos na tabela acima.
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8.

Tabela AlI-1.2: Detalhamento do oligonucleotideos utilizados na amplificacio dos genes Lm7rpRS1 e Lm7rpRS2 de L. major, pelo método de PCR

Gene Detalhe da construcio Nome d‘.l Oligonucleotideos Smo.df Seqiiéncia dos oligonucleotideos
construcio Restrigdo
LMI1-Full-5°*
(sense) Ndel 5’-atcgatcatatgatgtcccectttccceegetg-3’
LmTrpRS1 "
Gene LmTrpRSI*. LmTrpRS1/pgemT LMI-Full-3*
(antisense) Kpnl 5’-cggggtaccctattacttccttgactccgectectette-3’
P 5’ atcgatcatatgcgtcgcttcacctactggecatg-3’
(sense) Ndel
Gene LmTrpRS2 com
regido de sinalizagao I;r;;rp RS2- LM2-3
. . ull/pgemT =) ) >
mitocondrial. i) Yhol 5’ atctcgagttatcagagaagaatgtcacggatacggea 3
LmTrpRS?2
LM2-19L-5’
Gene LmTrpRS2 sem (sense) Ndel 5’-atcgatcatatggcagccgcgtactctggecgeac-3’
regido de sinalizagdo LmTrpRS2-
mitocondrial, iniciando no 24A/pgemT LM2-3° S* atcteoastiatcaeavaaeaatotcacesataceoca 3°
aminoacido alanina 24. (antisense) Xhol gag gagaagaatglcacggatacgs

* Gene LmTrpRSI clonado de acordo com a seqiiéncia depositada no banco de dados do GeneDB (LmF29.060). Segundo nossos experimentos de caracterizagdo das
regides ndo traduzidas a janela aberta de leitura comega no terceiro ATG desta seqiiéncia (M32 da seqiiéncia original).
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Tabela AI-1.3: Detalhamento do oligonucleotideos utilizados nas diversas construcdes dos vetores de expressio com os genes Lm7rpRS1 e Lm7rpRS?2 de L.

major.

Gene Detalhe da construgdo Nome da construcdo

Gene LmTrpRSI*, clonado no

vetor pET29a LmTrpRS1F/p29a

Gene LmTrpRSI*, clonado no
vetor pET29a. Proteina
produzida com cauda de LmTrpRS1F-HIS/p29a
Histidina no C-terminal.

Gene LmTrpRS1%* clonado no
vetor pET28a. Proteina
produzida com cauda de LmTrpRS1F-HIS/p28a
Histidina no N-terminal.

LmTrpRS1

Gene LmTrpRS1, clonado no
vetor pET29a. Proteina
produzida com cauda de LmTrpRS1/p29a
Histidina no C-terminal.

Gene LmTrpRS1, clonado no
vetor pET28a. Proteina
produzida com cauda de
Histidina no N-terminal.

LmTrpRS1/p28a

6.

Oligonucleotideos
LMI1-Full-5°*
(sense)

LMI1-Full-3°*
(antisense)

LMI1-Full-5°*
(sense)

LM1-Full-3’*
(antisense)

LM1-Full-5"*
(sense)

LM1-Full-3°*
(antisense)

LMIT-5’
(sense)

LMIT-3’
(antisense)

LMIT-5’
(sense)

LMIT-3’
(antisense)

Sitio de

Restricdo

Ndel

Kpnl

Ndel

Kpnl

Ndel

Kpnl

Ndel

Xhol

Ndel

Xhol

Seqiiéncia dos oligonucleotideos

5’-atcgatcatatgatgtcccectttccecegetg-3’

5’-cggggtaccctattacttccttgactcegectectette-3’

5’-atcgatcatatgatgtcccecctttccceegetg-3’

5’-cggggtaccctattacttccttgactccgectectette-3°

5’-atcgatcatatgatgtccccctttccecegetg-3’

5’-cggggtaccctattacttccttgactccgectectette-3

5’-atcgatcatatgcgtcgcttcacctactggecatg-3’

5-atctcgagttatcagagaagaatgtcacggatacggea 3’

5’-atcgatcatatgcgtcgcettcacctactggecatg-3’

5’-atctcgagttatcagagaagaatgtcacggatacggea 3’
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iti Seqiiéncia dos oligonucleotideos
Gene Detalhe da construgdo Nome da construcdo Oligonucleotideos Smo.df aResc EORE !
Restrigdo
LM1-p32-5°
Gene LmTrpRS1, clonado no (sense) Bam HI 5’-cgcggatccgaggacceegecgegeaggaggttg-3°
vetor pET32a. Proteina de fusao
com Tioredoxina e cauda de LmTrpRS1/p32a LM1-p32-3°
histidina no N-terminal. (antisense) Hind 111 5’-cccaagcttctattacttccttgactccgectectcttte-3’
LM1Tp32-5
Bam HI - -3’
P Gene LmTrpRS1, clonado no (sense) am 5’-cgcggatccgaggacceegecgegeaggaggttg-3
P vetor pGEX2T. Proteina de LmTrpRS1/pgex2t ,
~ ] LM1Tpgex-3
fusdo com GST no N-terminal. . , ,
(antisense) Eco RI 5’-ccggaattctcattacttccttgactccgectectcttte-3
Lmlp4-5° ) >
Gene LmTrpRS1, clonado no (sense) Ncol 5’-catgccatggaggaccccgecgegeaggaggtt-3
vetor pF4X1.4neo (expressao em
L. tarentolae). Proteina com LmTipRS1pF4X-1.4neo Lmlp4-3’
cauda de histidina no C-terminal. (antisense) Pacl 5’-ccttaattaatcagtggtegtogtogtggtectcgag-3’
LM2-Full-5’
Gene LmTrpRS2 com regido de (sense) Ndel 5’ atcgatcatatgcgtcgcttcacctactggecatg-3
localizagdo mitocondrial, LmTrpRS2F/29a LM2-Full-3’
clonado no vetor pET29a R s
(sense) Ndel 5’ atcgatcatatgcgtcgcttcacctactggecatg-3
LmTrpRS2 LM2-Full-5°
Gene LmTrpRS2 com regido de (sense) Ndel 5’ atcgatcatatgcgtcgcettcacctactggecatg-3’
localiza¢do mitocondrial,
clonado no vetor pET28a. LmTrpRS2F/28a
Proteina produzida com cauda LM2-Full-3’
de histidina no N-terminal. (sense) Ndel 5’ atcgatcatatgcgtcgcttcacctactggecatg-3
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Gene

LmTrpRS2

18

Detalhe da construgdo

Gene LmTrpRS2 sem regido de
sinalizagdo mitocondrial,
iniciando no amino4cido alanina
24. Clonado no vetor pET29a.

Gene LmTrpRS2 sem regido de
sinalizagdo mitocondrial,
iniciando no aminoécido alanina
24. Clonado no vetor pET28a.
Proteina produzida com cauda
de histidina no N-terminal
Gene LmTrpRS2, com a regido
de sinalizagdo mitocondrial,
clonado no vetor pET32a.
Proteina de fusdo com
Tioredoxina e cauda de histidina
no N-terminal.

Gene LmTrpRS2, com a regido
de sinalizagdo mitocondrial,
clonado no vetor pGEX2T.

Proteina de fusdo com GST no

N-terminal.

Gene LmTrpRS2, sem a regido
de sinalizagdo mitocondrial,
clonado no vetor pPICZ
(expressdo em P. pastoris).

Nome da construcao Oligonucleotideos

LM2-24A-5’
(sense)

LmTrpRS2-24A/pET29a LM2-3°

(antisense)

LM2-24A -5’
(sense)

LmTrpRS2-24A/pET28a
LM2Astop -3’
(antisense)
LM2-24A /p32-5°
Sense

LmTrpRS2F/p32a LM2-3°

(antisense)

LM2-24A /pgex-5’
(sense)

LmTrpRS2F/pgex2t LM2-24A /pgex-3’

(antisense)

LM2-24A /ppicz-
5 9
(sense)
LmTrpRS2-24A/ppicz

LM2-3’
(antisense)

Sitio de

Restrigdo

Ndel

Xhol

Ndel

Xhol

Eco RI

Xho 1

Bam HI

Eco RI

Eco RI

Xhol

Seqiiéncia dos oligonucleotideos

5’-atcgatcatatggcagecgegtactctggecgeac-3’

5’ atctcgagttatcagagaagaatgtcacggatacggcea 3’

5’-atcgatcatatggcagecgegtactctggecgeac-3’

5’ atctcgagttatcagagaagaatgtcacggatacggea 3’

5’-ccggaattcgcagecgegtactctggecgeac-3’

5’-atctcgagttatcagagaagaatgtcacggatacggea 3’

5’-cgcggatcecgeagecgegtactctggecgeac-3’

5’-ccggaattcttatcagagaagaatgtcacggatacggcag-3’

5’-atgaattctataatgtctgcagecgegtactetggeeg -3’

5’ atctcgagttatcagagaagaatgtcacggatacggea 3’
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Gene Detalhe da construgdo

Gene LmTrpRS2, sem a regido
de sinaliza¢do mitocondrial,
clonado no vetor pPICZa
(expressdo em P. pastoris).
Proteina com cauda de histidina
no C-terminal.

Gene LmTrpRS2, com a regido
de sinalizagdo mitocondrial,
clonado no vetor pPICZ
(expressdo em P. pastoris).

Gene LmTrpRS2, sem a regido
de sinalizagdo mitocondrial,
clonado no vetor pPICZ
(expressdo em P. pastoris).
Proteina com cauda de histidina
no C-terminal.

LmTrpRS2

Gene LmTrpRS2, com a regido
de sinalizagdo mitocondrial,
clonado no vetor pNUS-HcN
(expressdo em P. pastoris e C.
fasciculata). Proteina com cauda
de histidina no C-terminal.

Z8

Nome da construcao Oligonucleotideos
LM2-24A/ppicz-5’
(sense)

LmTrpRS2-24A/ppicza
P PP LM2Astop/ppicz-

3 9
(antisense)

LM2F/ppicz-5’
(sense)
LmTrpRS2F-HIS/ppicz
LM2F Astop/ppicz-
3
(sense)

LM2-24A/ppicz-5’
(sense)

LmTrpRS24-HIS/ppicz
P P LM2Astop/ppicz -

3 b
(antisense)

LM2-Full-5’
(sense)

LmTrpRS2F/pNUS-HcN

LM2Astop/ppicz -
3 b
(antisense)

Sitio de
Restricdo

Eco RI

Xhol

Eco RI

Xhol

Eco RI

Xho I

Ndel

Xho I

Seqiiéncia dos oligonucleotideos

5’-atgaattctataatgtctgcagecgegtactctggeeg -3’

5’atctcgaggagaagaatgtcacggataggcag-3’

5’-ccggaattcacgatggccecgtegettcacctactggecatggag-
3 b

5’-atctcgaggagaagaatgtcacggataggcag-3’

5’-atgaattctataatgtctgcageegegtactctggeeg -3’

5’-atctcgaggagaagaatgtcacggatacggea -3’

5’ atcgatcatatgcgtcgcttcacctactggecatg-3’

5’-atctcgaggagaagaatgtcacggatacggea -3’
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Seqiiéncia dos oligonucleotideos

Gene Detalhe da construgio Nome da construcdo Oligonucleotideos smo.df
Restricdao
Gene'Lm'T rpISSZ, com a regido LM2p4-5’ Blll 5’- gaagatctatgcgtcgcttcacctactgg- 3
de sinalizagdo mitocondrial,
clonado no vetor pF4X1.4neo LmTrpRS2F/pF4X-
LmTrpRS2 (expressdo em L. tarentolae) 1.4 5’-ataagaatgcggecgcteattaatggtgatggtgatggtggagaa
p - larentoiae). -4neo LM2p4-3’ Notl gaatgeggeeg gglgatggigatggtiggag

Proteina com cauda de histidina
no C-terminal.
* Gene LmTrpRS1 clonado de acordo com a seqiiéncia depositada no banco de dados do GeneDB (LmF29.060). Segundo nossos experimentos de caracterizagdo das
regides ndo traduzidas a janela aberta de leitura comega no terceiro ATG desta seqiiéncia (M32 da seqiiéncia original).

-aatgtcacggatacg-3’

€8
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Apéndice 11
Artigo publicado na revista Memorias Instituto Oswaldo Cruz.

Dentro desse apéndice econtra-se o artigo publicado na
revista “Memorias Instituto Oswaldo Cruz”, intitulado “Effects
of Trypanosoma brucei tryptophanyl-tRNA synthetases
silencing by RNA interference”. Esse trabalho foi realizado
em colaboracdo com a doutoranda Liliana Tocoroma Garcia,
aluna do programa de p6s graduagdo da Universidade Federal
de Sdo Carlos
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Mem Inst Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Vol. 702(6): 000-000, September 2007 1

Effects of Trypanosoma brucei tryptophanyl-tRNA synthetases
silencing by RNA interference

Liliana Torcoroma Garcia/*, Ney Ribeiro Leite, Juan D Alfonzo**,
Otavio Henrique Thiemann/*/*

Instituto de Fisica de Séo Carlos, Universidade de S&o Paulo, Caixa Postal 369, 13560-590 Séo Carlos, SP, Brasil “Departamento de
Genstica e Evolugio, Universidade Federal de Sio Carlos, Sdo Carlos, SP, Brasil **Department of Microbiology, Ohio State
Biochemistry Program and the Ohio State University RNA Group, The Ohio State University, Columbus, OH, US

The kinetoplast genetic code deviates from the universal code in that 90% of mitochondrial tryptophans are
specified by UGA instead of UGG codons. A single nucleus-encoded RNATP(CCA) is used by both nuclear and
mitochondria genes, since all kinetoplast IRNAs are imported into the mitochondria from the cyvioplasm. To
allow decoding of the mitochondrial UGA codons as tryptophan, the t(RNATP(CCA) anticodon is changed to
UCA by an editing event. Two tryptophanyl tRNA synthetases (TrpRSs) have been identified in Trypanosoma
brucei: T6TrpRS1 and TbTrpRS2 which localize to the cvioplasm and mitochondria respectively. We used indic-
ible RNA interference (RNAi) to assess the vole of ThTrpRSs. Qur data validates previous observations of TrpRS
as potential drug design targets and investigates the RNAI effect on the mitochondria of the parasite.

Key words: tryptophanyl tRNA synthetase - RNA interference - kinetoplastid - Trypanosoma brucei

Parasitic protozoa represent a considerable source
of human diseases predominant in the tropical and sub-
tropical regions of the globe. Of particular relevance are
parasites belonging to the family Trypanosomatidae. 7¥y-
panosoma brucei and its subspecies are responsible for
heavy sociceconomic losses in 36 sub-Saharan Africa
countries (1.6 million DALYs) and lead to an estimated
48 thousand deaths per year. Therapy against African
sleeping sickness has always been difficult, especially
when the disease has reached an advanced stage with cen-
tral nervous system involvement, as few effective drugs
are available. For these reasons, the search and valida-
tion of new pharmacological targets against trypanoso-
miasis is of great concern.

Trypanosomatids are early diverging flagellates that
differ from other eukaryotes in a number of features.
They contain a remarkable single mitochondrion (the
kinetoplast) harboring a large mass of circular DNA
molecules concatenated in a unique arrangement, the
kinetoplast DNA or kDNA (Lukes et al. 2002). The ki-
netoplast genetic code, like many other mitochondrial
genomes and to the exception of plants, deviates from
the universal code in that 90% of tryptophans are speci-
fied by UGA instead of UGG codons, although both
codons are used in translation. A single nucleus-encoded
tRNATP(CCA) is used by both the nuclear and mitochon-

Financial support: CNPq (472570/2004-8), Fapesp(98/14138-2).
LTGis a Capes doctorate fellow. NRL is a Fapesp fellow (02/
01883-9). IDA is supported by a grant from the American Heart
Association.

*Corresponding author: thiemarm@jif.sc.usp br

Received 27 April 2007
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drial genes. Since all kinetoplast tRINAs are encoded in
the nucleus and later imported into the mitochondria
(Lima & Simpson 1996), a C to U deamination event at
position 34 of tRNATP(CCA) changes the anticodon
from CCA to UCA allowing the decoding of UGA stop
codons to Trp (Alfonzo et al. 1999).

The 1identification of two tryptophanyl tRNA syn-
thetases (TrpRSs) proteins in T. brucei cells was reported
{Charri¢re et al. 2006). TbTrpRS1 (cytoplasmic, acces-
sion no. XM821841) and TbTrpRS2 (mitochondrial, ac-
cession no. XM820510), where TbTrpRS is able of
aminoacylate both the unedited tRNATP(CCA) and the
edited tRNATP(UCA). We used inducible RNA interfer-
ence (RNAi1) in combination with biochemical techniques
to assess the role of ThTrpRSs, thereby extending previ-
ous observations (Charriere et al. 2006) and validating
the TrpRSs as potential drug design targets.

MATERIALS AND METHODS

The nucleic acid and amino acid sequences of both
genes, TbTrpRS1 and 2, were used to search the T. brucei
genomic databases, and the results showed no signifi-
cant identity with other T brucei genes as well as with
their human and Escherichia coli homologues. A se-
quence identity of 57% 1s shared between TbTrpRS1 and
2 distributed along the entire sequence. Due to the low
sequence 1dentity, we chose the full length ORF se-
quences of ThTrpRS1 and 2 for RN A1 analysis, based on
the idea of increasing the specificity and efficiency of
RNAI knockdown (LaCount et al. 2000). T brucei 29-
13 procyclic cells were grown in SDM-79 supplemented
with 10% fetal bovine serum in the presence of
hygromycin (50 pg/ml) and G418 (15 pg/ml) at 25-26°C
without agitation (Wang et al. 2000). Each specific DNA
for RNAI experiments was amplified by the polymerase
chain reaction (PCR) from T. brucei 29-13 procyclic
genomic DNA using the following gene-specific prim-
ers, containing the Xhol and HindIlI (underlined) restric-
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tions sites: ThTrpRsla 3'-CGCCTCGAGATGAC-
TGAAGCCGTTGTAACACCGTGGTCT-3, TbTipRs1b
S'-TCAAGCTTTCACTGGGTTGCCGCCTT-
CTTCGCTGGAC-3', ThTrpRs2a 5-TACTCGAGATG-
CGCCGGGCTTCACATGTTTGCACGTC-3' and
TbTrpRs2b 5'-CTAAGCTTCTATGCCATAATGTTG-
CGCACCTCCGTAAA-3". The PCRs were carried out in
a PTC-100 thermocycler (MJ Research Inc.) with 0.2
units of Tag DNA polymerase (Biotools) according to
the manufacturer conditions. The samples were subjected
to 3 min denaturation at 94°C followed by 20 cycles of
denaturation at 94°C for 0.5 min, annealing at 54°C for
0.5 min, and extension at 72°C for 1.5 min. A final step
at 72°C for 10 min was added to maximize the full-length
products. Each PCR fragment was cloned into the
pCR2.1TOPO vector and sequenced prior to cloning into
the Xhol/Hindll1 sites of the pZIM vector (Wirtz et al.
1999). These constructs were linearized by Notl cleav-
age and transfected into procyclic 70 brucei 29-13 cell
line by electroporation as previously described (Wirtz
etal. 1999, Wang et al. 2000). The transfected cells were
cloned by the limiting dilution technique and selected
under 2.5 pg/ml phleomyein until stable cell lines were
obtained. To induce synthesis of the double stranded
RNA (dsRNA), cells were incubated in medium contain-
ing tetracycline (1.5 pg/ml) for 24 h and transferred daily
to fresh medium with tetracycline. Growth curves were
obtained using cells fixed with 4% (v/v) formaldhehyde
mn PBS and counted using a hemacytometer.

For cell morphology analysis, non-induced and tet-
induced cultures were examined at different time inter-
vals after RN A induction by light microscopy. We used
different staining techniques: (a) DAPI (4,6-diamidino-
2-phenylindole, Sigma) for nuclear and kinetoplast DNA.
Cells were washed in PBS, and then fixed and stained
with DAPI (75 ng/ml) for 1 min and analyzed by fluo-
rescence microscopy at 350 nm of A excitation; (b)
Mitotracker: the mitochondrion of living trypanosomes
was visualized with the potential sensitive vital stain
MitoTracker Red CMXRos (AEm 579nm and AEx
599nm from molecular probe), a derivative of X-
rosamine. Cells in log phase of growth were incubated
with 100 nM Mitotracker Red CMXRos at 28°C for 5
min in SMGHP, then, the cells were washed with fresh
media and finally, incubated without dye for 20 min; {(¢)
DAPI-RED: fluorescence images of cells stained with
60 uM DAPT and Mitotracker Red CMXRos 5 M. For
fixation, cells were washed with PBS and suspended in
4% freshly made paraformaldehyde in PBS. The percent-
age of morphologic anomalies (number nucleus, kine-
toplasts, and form) was determined in 150 cells.

To determine the percentage of ThTrpRSs mRNA in-
hibition, total 7. brucei RNA was isolated using Trizol
(Life Technologies) after RNAI induction from the dif-
ferent cell lines at different time points. The ThTrpRS1
and ThTrpRS2 mRNA were estimated by semi-quantita-
tive RT-PCR (Kit One Step RT-PCR from Qiagen) and
by quantitative real-time PCR (QPCR), using the spliced
leader (SLRNA) primer 5'-AACTAACGCTATATA-
AGTATCAGTTTCTGTACTTTATTG-3' (Campbell et al.
1984) and TbTrpRs1b and TbTrpRs2b primers. For the

semi-quantitavite RT-PCR experiments 100 ng of total
RNA of each sample were added to a final reaction vol-
ume of 50 pul. The samples, after RT-PCR were analyzed
in a 2% agarose gel. The bands were quantitated using
the Kodak ds 1D digital science V.3.0.1 software. The
analysis was performed comparing the intensity of the
ethidium bromide stained bands of control (non-induced)
and RNAI induced samples. QPCR was performed using
the Absolute QPCR SYBR Green Mix (Abgene Advanced
Biotecnologies 1.td.) as previously described (Yin et al.
2001) and performed in a Rotor Gene Real Time PCR
(Corbett Research, Uniscience). The QPCR data obtained
was analyzed using paired t-tests on the linear 24t data
set (Livak & Schmittgen 2001). The RT-PCR and QPCR
experiments of TbTrpRSs were performed. As a
quantitation standard the T. brucei glycosomal glyceral-
dehydes 6-phosphate dehydrogenase (gGAPDH,
X59955.1) gene was used with the primer pair
TbGAPDHa 5'-CCTC GGGAATGAGATTGATGTCGT-
TGCTGT-3' and TbGAPDHb 5'-CACATACTCCAC-
ACCAAGCTTTCCC-3" in a standard PCR, as described
above. Samples from induced, non-induced and non-trans-
fected (control) cells were tested.

Oxygen uptake by 7. brucei cells was measured with
a biological oxygen monitor DM4 equipped (Digimed)
with oxygen probe. The rate (ppm) was calculated by as-
suming the oxygen content of air-saturated water s 0.276
mM at 28°C (according to manufacturer instructions).
The cell concentration used was 1*10E6 cells/ml.

RESULTS

RNAI expression against ThTrpRS1 resulted in se-
vere growth inhibition 4 h after induction (reduction of
84% relative to control cells) with cell death after 24 h
of induction. ThTrpRS2 knockdown after 6 h of tetracy-
cline induction produced a 79% growth inhibition and
complete cell death after 72 h of induction. Both cell
lines exhibited eventual complete arrest of growth, which
was more quickly achieved in post-induced ThTrpRS1
cultures (24 h) than in TbTrpRS2 (72 h), as shown in
Figs 1, 2. These cultures showed no recovery after release
from tetracycline mduction, confirming the lethal and irre-
versible effect of the gene knockdowns (data not shown).

Expression of ThbTrpRS1 dsRNA led to total degra-
dation of the specific mRNA, which was undetectable
by semi-quantitative RT-PCR. QPCR analysis revealed
that transcript levels were reduced more than 16 fold in
cells after 24 h of TbTrpRS1 dsRNA induction (Fig. 2).
Expression of ThTrpRS2 dsRNA also resulted in an effi-
cient degradation of the cognate mRNA resulting in an
approximately 3-fold decrease after 48 h of induction
and a complete silencing at 72 h of induction, after which
TbhTrpRS2 mRNA amounts were not detectable by either
semi-quantitative RT-PCR or QPCR (levels < 13 folds)
(Fig. 2). These data confirmed the efficiency of silenc-
ing of expression of the TbTrpRSs by RNAI. Transcript
levels were not significantly changed in the non-induced
TbTrpRS2 controls or in the wild type T. brucei 29-13
cells (P = 0.62). An unrelated transcript for T. brucei
gGAPDH remained unaffected in the samples analyzed.
Furthermore, silencing of one ThTrpRS gene did not in-
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fluence the expression of the other (data not shown)
The non-induced T brucei cells transfected wath the
TbTrpR&1 RNAL construct exhibited a small reduction
(0.039 folds; P =0.06) of the ThTrpR51 mEMNA az com-
pared to the non-transfected T Bruwce 29-13 cellzs. This
phenomenon can be explaned by aleakage in the T7 dual-
promater systemn, which has been previoudy observed
(Durand-Dubief et al. 2003},

ThirpRS1

10E6 celliml

1] 10 20 ao
Time (h)

ThtrpRS2

10EG celliml

Time (h)

Fig. 1: growth of tetraeyelin induee d {dotted line) and non-induced (solid
ling) ThTrpRS1 and 2 BN AL strainsof Ty panosoma bruce i 29-13 cells.

ThirpRE1 ThtrpnR32
"s-'a‘\h 5 «}F:’ 3 ?r;f“:' -fav J\r;?
oo ] [ —
Densito metry -10 M.O -18 il MN.D

QPCR

-0.014

(16 D) 28 133

Fig. 2: reverse-transc ription-polyme rase chain reaction (RT-PCE) and
quantitative real-tirne PCR (QPCR) of Thypanesoma brucel citoplasmatic
tryptopharsd tRHA symthetase (THTrpRS 1) and 2 mBIA . 2913 non-
transfected cells. UL ThTrpRS 1 non-induce d e lls and I-24 b, I-48 hand
[-72 heells indw ed after 24, 42, and 72 b, respecttee Iy GAPDH zene was
uged aga control and i shown for coraparison. Chantification was per-
formedbyhoth band densitometry{ Densitome try lane) from ssmi-ouanti-
tative RT-PCR. gelbands shovwm in the figure and by QP CR(data rot shonm).

To analyze the cell morphology, non-induced and tet-
racycline induced cultures were examined. The pheno-
type of the control (non-induced) cells appeared normal
(Figs 34, 44) The distrbution of cell morphologies of
induced and non-induced knockdowns 15 presented in the
Table. The cells were classified in two categories ac-
cording to the number of knnetoplasts (K and nucles (M)
per cell “Normal” consttuted cells with 1K 1N or with
ZEINfZE 2N, representing different stages of cell diw-
sion. Cells were classified as “abnormal™ when contan-
ing adifferent number of  or M. ThTrpRE1 knockdown
cells also presented a round phenotype and were clazsi-
fied as “spheres”. In the control cultures, the population
manly (90-94%%) constituted of 1K1H cells and a mi-
nonty of dividing cells (2KIN or 2ZK2ZHN) as shown in
Fig 44 and in the Tahle,

In the ThTrpRE1 RIMNAL cells, morphological abnor-
malities can be zeen after 3 h of tetracycline induction,
At 24 b after tetracycline induction the majority of cells
(41%)increased in size, and contained numerous nucle,
kinetoplast, and several flagella, suggesting inhibition
of cytolinesis. & significant percentage (33%) presented
the “sphere” phenotype lacking flagella (Table, Fig. 3B).
The ToTrpRE2 kmockdownleads to awide range ofmor-
phologic abhormalities. These phenotypes included cells
with partially detached flagella (two or more flagells)
{Fig. 3B), cells with incomplete cell separations (Fig.
320, mind -trypanosomes that lack nuclel (Fig 4D) and
cells with defects in cytolanesis (multinucleated; Fig.
4E). 4t 24 b after tetracycline induction, a high proportion
of the cells (36%4) presented abnormalities in their mor-
phology (Figs 3B, 3C, 4B) compared to untreated cells, in
which the percentage of abnormal cells was no mote than
10% (Table). The depletion of ThTp RS2 resulted in the
accumulation of mim-trypanosomes that lack nucle, sug-
gesting an interruption of mitoss wathout inhihiting kine-
toplast segregation, which led to cytolinesis and cell divi-
ston and generated enucleated danghter cells (Ploubidou et
a 1999 In Figs 3 and 4 are shown some representative
types of cells found inthe lmockdowm of ThTrpRS1 and 2.

Fiz. 3: phase contrast irmages from Typancsoma bruced cells. & non-
induced ThTipRS1 cells, Arrows indicate Mo nocleus, Fo flagella; B:
ToTrpRS 1 cells 24 hafter te tracyeline induction. Arrows indicate cell with
severalde tached flagella; C: ThTrpRS2 cells 48 b afte r B &L induc tion.
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TABLE
Cell morphology of Hypamosomea brucei cell safter RMA induction
MNonmal Amonral
1IN ZEIM 2K Ko 2KON KA L2 O IK3M Sphere
Cdls Yo Yo Yo Yo Yo %o %o o Y Y
Th. 29-13 control & 11 3 3
TbTipR51
Mon-induced o 11 3 3 2 2
Induced 24 h a 2 3 3 3 3 3 41 i3
TbTipR 52
Mon-induced 7 12 2 4 2 2
Induced 24 h sl 13 5 9 5 f 2 8 1
Induced 48 h 43 g f 16 4 2 f 8 2
Induced 72 h a1 4 19 43 4 4 2 1 2

K lanetoplast I nacleus, Th, 29-13 cortrol: wildtype I Brucei 29-13 cells, ToTrpRE1: ThTmEREE] transfected I brucei 29-13 cells;

ToTpRE2 ThTpRS2transfected I brucei 29-13 cellz.

PC DAPI-UY DR RED litotracker
A '
-
-
» W=
.
4
“
.
D —r
2,

E -- n.

Fig. 4: cell morphologsy; kinetoplast, and roclear DN & of Trypanosoma
brueei watochondral typtophanyd (RS symthetase (ToTrpRS2) strain
after diffe rent pe riods of incubation with tetmeyeline, PC: phase contrast
irnages. D FL-TV: DAFT stained viewe dusing both, vishle and UV lights.
DAPI-RED: flunrescence images of cells stained with Mioéracker Red
CWEFRos and DAFPT stained dhserved in the DA charmel , Mifofracker:
fluorescence irmages of cells stained with the potential sensitive vital
stain Mifofracke r Fed ChvIiFos in live cells; & non-induced ThTrpRS 2,
B 24 hafter BN Al irduction, ©: 42 hafter RMALinduction; D: exarple of
Zooid morphology that appeared after 48 hof BMAL induction; E: 72 h
after BRI &1 induction.

We used the mitochondna-specific stan, Mitotracker
(molecular probhes), in order to assay functional changes
ocourring dunng ThTrpRE2 REMAL induction. A typical
reticular pattern 15 visible throughout the nonanduced
cells, representing the stained mitochondria and this

patter 15 significantly atered after ThTrpRE2 RINAL in-
duction. Induced cells show a decrease in the mitochon-
dria stain, in particular after 48 h of induction (Fig. 4C),
indicating dramatic changes of metabolic function. To
corroborate these results, the respiration rate or demand
of dzygen (DO was detenmined using a hiological oxy-
gen monitar DM4 (Digimed). The uninduced cells ex-
hibit non- significant changes in their respiration rate
compared with the control {7 = 0.789). The respiration
rate (ppm) was significantly decreased (649%) at 48 h
postianduction (Fig. 5. This resultis consistent with the
three-fold decrease in ThTrpRE2 mRMNA (Fig 2. After
72 hithe DO from these cells was undetectable. The quan-
titative mRENA analysis from ThTrpRE2 RMNAL induced
samples mggested that the decrease in the DO and the
reduction of the mitochondrial potential occurred after
the mRNA depletion (Figs 5 6). According to these re-
sults, we can conclude that slight perturbations in the
expression of ToTrpRE2 can trigger significant and im-
mediate alterations in the mitochondrial function and
redox potential. In addition, at 72 h post-induction, the
complete degradation of specific mEN& 1n the knock-
down cells was compatihle with the complete lost of
respiration actiwity and mitochondrial membrane poten-
tial (Figs 5, 6). Furthermore, the inhibition of ThTrpRS2
synthesis could decrease the levels of mitochondnal
tranzlatbion, with a decline of mitochondnial redox po-
tential, respiration capability and finally tnggenng cell
death. The ThTrpRE1 RMAL induced deleterions phenotype
(Figs 1, 2) prevented an investigation of its role in mito-
chondria function, although such a role seems improbable.

DISCUSSION

The results we report are consistent with previous
ohzervations (Charriére et al. 2006) descrihing the ex-
iztence of two TrpR3s genesin T druce cells and that
lnockdown of ThTipRE: by EMN&AL effectively inhibits
the replication of T Bruwce procyclic forms in culture,
In our expenments we extended those ohservations by
the uze of full length ToTrpR31 and 2 genes inthe RMN.&1
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Fig. 5: asse seraentof respiratoryfiume ton, oxvzen dernand (DO of Thp-
panosoma brucel mitochondrial tryptophanyl tRINA synthetase
(ThTrpR52). C: T brucel 29-13 control cells, UL non-induced Th TrpRE2;
I-24 hand [-42 h: THTrpRS2 24 hand 42 hafter induction respectively At
72 b DO wras nov-dete ctable in this assaw

constructz. This contributed to a more pronounced se-
quence-speci fic knockdown, leading in a clearer physi-
ological effect. Our results show that the outcome of
EN& interference on ThTrpRE2 15 a rapid decrease of
tnitochondrial activity, leading to arapid cell death. The
rapid rate which mutant phenotypes develop after ex-
pressng ThTrpRESs dsRMNA indicate that these proteins
have short hal f-lives since those enzymes are not ahun-
dant in the cells {data not shown), Our results confirm
the central role that ToTrpRE1 and 2 play in cell viabil-
ity, walidating these proteins as targets for inhibitor de-
welopment. In particular ThTrp RS2 15 of interest due to
its low sequence identity to other ThTrpRSs genes, es-
pecially that of humans, and for its role in hlocking mi-
tochondna activity and resulting in cell death.
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Estudos estruturais da Xylellaina, uma cisteino protease da

bactéria Xylella fastidiosa.



Capitulo 1 - Introdugdo

Capitulo 1

Introducao

Nesse capitulo ¢ feita uma descri¢do geral sobre a bactéria
Xylella fastidiosa e a doenga Clorose Variegada do Citrus. Em
seguida ¢ realizada uma introducdo sobre proteases e cisteino
proteases.

Xylella fastidiosa

A X fastidiosa ¢ uma bactéria gram negativa, ndo flagelada que coloniza

exclusivamente os vasos do xilema das plantas infectadas (figura I1-1.1) (Lambais et

al., 2000; Koide, et al., 2004).

Figura II-1.1: Microscopia eletronica vasos do xilema mostrando a distribuicio das colonias
de X. fastidiosa. A) Secdo transversal de um vaso de xilema de videira (Vitis vinifera)
completamente obstruido por colonia de X. fastidiosa, “Pierce’s Disease” (figura extraida de
Mollenhauer, et al., 1974). B e C) Detalhe de X. fastidiosa aderidas as paredes do vaso xilema de
citrus (modificado de http://aeg.lbi.ic.unicamp.br/xf/).

Dentro do grupo de bactérias patogénicas em plantas a X. fastidiosa ¢
caracterizada como uma bactéria “limitada ao xilema” (XLB) e de dificil cultivo por
procedimentos padroes de bacteriologia (Purcell e Hopkins, 1996). O seu
crescimento ¢ lento em meio de cultura adequado, o qual lhe rendeu a denominagdo

‘fastidiosa’.
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Diversas doengas economicamente importantes sdo causada por diferentes
linhagens de X. fastidiosa, por exemplo: citrus (clorose variegada dos citrus — CVC)
(Rossetti et al., 1990), videiras (doeng¢a de Pierce - PD), mirta, améndoa, café
(Hendson et al., 2000; Van Sluys et al., 2003), alfafa and, olmo, platano, amora
(Monteiro et al., 2001), e cruciferas, como repolho, rabanete ¢ nabo (Williams,
1980). Em todos os casos, a bactéria infecta o xilema da planta comprometendo a
producao do fruto.

O ciclo de disseminacao da bactéria nas plantas ¢ realizado através de insetos
vetores, que ao se alimentarem do xilema das plantas contaminadas adquirem a
bactéria. Dentro do intestino do inseto as bactérias se reproduzem, e esse inseto
infectado passa a disseminar a doenca para plantas sadias através do aparelho
picador-sugador durante sua alimentagdo. (Brlansky et al, 1983; Roberto et al.,

1996).

Clorose Variegada dos Citros ou Amarelinho

A CVC ¢ considerada uma das doencas mais devastadoras dos citrus e foi
primeiramente relatada em 1987, nos estados de Sao Paulo e Minas Gerais (Rossetti
et al., 1990; Chang et al., 1993; Purcel e Hopkins, 1996; Souza Pinto et al., 2001). A
partir dessa data a doenca se espalhou rapidamente em todas as regides citricultoras
paulistas através da técnica do enxerto com ramos contaminados e por insetos
vetores, tornando-se largamente distribuida.

Esta doenca gera grandes prejuizos, principalmente no estado de Sao Paulo,
que ¢ o maior exportador de suco de laranja do mundo, sendo responsavel por
aproximadamente 90% da produgao nacional e 30% da mundial. No Brasil, a CVC
causa perdas anuais de aproximadamente 100 milhdes de dolares para a industria
citrica (Souza et al., 2003).

A transmissao da doenca ¢ feita por pelo menos 11 espécies de insetos vetores
homopteros (cigarrinhas) que se alimentam de seiva vegetal, algumas delas
ocorrendo também na Argentina, Bolivia, Colombia, Equador e Paraguai.
(www.fundecitrus.com.br)

Os sintomas iniciais da CVC sao observados na parte da arvore onde houve

contato com o vetor, caracterizando-se por pequenas manchas amareladas na parte
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lisa de folhas maduras. Apds o periodo de infecg¢do inicial, a CVC espalha-se
gradativamente por toda a arvore. Nesse estdgio as pequenas manchas amareladas
evoluem para lesdes intensas de cor palha dos dois lados da folha. As folhas tornam-
se murchas, conduzindo a desfolha dos ramos (figura II-1.2). As manifestagdes nos
frutos causam amadurecimento precose, diminui¢do do fruto e em estdgios mais
avangados o endurecimento da casca a ponto de inviabilizar a comercializacdo dos
frutos. (Rossetti ef al., 1990; www.fundecitrus.com.br). Plantas de qualquer idade
sdo acometidas pela CVC, porém os sintomas mais severos ocorrem entre os dois e

seis anos de idade.

Figura II-1.2: Sintomas da CVC em folhas e frutos de citrus. A) Sintomas iniciais da CVC em
folhas, pequenas manchas amareladas na face lisa da folha. B) Folhas em fase avangada de
infeccdo, coloragdo de palha na parte inferior da folha. C) Perda das folhas em galho afetado,
frutos endurecidos. D) Comparagdo de frutos normais e frutos afetados pela CVC. E) Sintomas
de murcha em folhas e queimadura do sol em frutos. F) Detalhe de murcha em folhas e
queimadura do sol em frutos. (Figura adaptada de www.fundecitrus.com.br)

Atualmente, o controle da CVC inclui apenas o manejo de cultura, com a
poda de galhos infectados, eliminag¢do de arvores contaminadas, utilizacdo de mudas
sadias e combate quimicos aos insetos vetores (Souza Pinto et al., 2001).

A disponibilizagdo do genoma da bactéria X. fastidiosa clone 9a5c, em 2000,
representou o primeiro seqiienciamento completo de um fitopatégeno (Simpson et
al., 2000). Muitas linhagens dessa bactéria tiveram seus genomas completamente
seqiienciados, como por exemplo, duas linhagens de X. fastidiosa causadoras de
doencas em amendoeiras e loureiros (Bhattacharyya et al., 2002); X. fastidiosa
Temecula, bactéria isolada de videiras infectadas com a Doenga de Pierce (Van Sluys

et al, 2003); e outros estdo em andamento.
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A identificacdo e caracterizagdo dos genomas destes fitopatogenos levam a
um significante avango no entendimento do metabolismo, bem como mecanismos
associados a viruléncia e patogenicidade. Estas duas linhagens de X. fastidiosa
apresentam fun¢des metabdlicas idénticas e um conjunto de genes comuns utilizados
na colonizagdo da planta e patogénese (Van Sluys et al/, 2003). Contudo muito pouco
se sabe sobre os mecanismos moleculares de patogenicidade da X. fastidiosa. Porém
muitos genes posivelmente relacionados com a patogenicidade foram encontrados no
genoma da X. fastidiosa quando comparados aos de outras bactérias (Simpson et al.,
2000; Lambais et al., 2000; Van Sluys, 2003). Entre os fatores relacionados a
patogenicidade pode-se destacar os processos de interagdo célula-célula, degradacao
da parede celular da planta, homeostase de ions, resposta antioxidante e sintese de
toxinas. Algumas enzimas envolvidas nessas fungdes, como as celulases, xilanases,
pectinases e proteases, foram identificadas neste patogeno (Simpson et al., 2000). A
degradacao da parede celular pelas enzimas tem importante papel ndo s6 na migragao
das bactérias entre os vasos, como também na liberagdo de carboidratos, que sdo
necessarios para o crescimento bacteriano na parte interna dos vasos xilematicos
(Lambais et al., 2000).

O estudo do genoma e seus produtos génicos, em especial aqueles que podem
estar envolvidos na patogenicidade da X. fastidiosa sdo de interesse para a busca de

mecanismos ou inibidores seletivos que possam ser utilizados no combate a CVC.

Proteases

As proteases, também conhecidas como enzimas proteoliticas, sdo enzimas
capazes de catalisar a degradagdo de proteinas através da hidrolise das ligagdes
peptidicas. Elas sdo enzimas extremamente abundantes, ¢ juntamente com seus
homologos correspondem a aproximadamente 2% dos genes codificados em alguns
genomas (Rawlings e Barret, 1999; Puente ef al., 2003). Amplamente distribuidas em
uma grande variedade de fontes, como plantas, animais e microorganismos, as
proteases sdo vistas como importantes moléculas sinalizadoras que estdo envolvidas
no correto funcionamento da maioria das fungdes bioldgicas (Turk et al., 1997; Turk,

2006). A atividade anormal dessas enzimas estd direta ou indiretamente envolvida
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com diversas patologias cardiovasculares e inflamatérias, cancer, osteoporose e
desordens neurolédgicas (Leung-Toung, et al., 2002; Rzychon et al., 2004; Turk,
2006).

O envolvimento das proteases no ciclo de vida de organismos causadores de
doengas as tornou um potencial alvo para o desenvolvimento de agentes terapéuticos
contra doengas, como malaria (Rosental et al.,1993, 2002; Francis, et al., 1997),
Doenga de chagas (Murta, et al., 1990; Monteiro A. C. et al., 2001), cancer e a AIDS
(Turk, 2006). Além dos papéis fisioldgicos, essas enzimas possuem uma grande
aplicacdao dentro da industria alimenticia, produtos de limpeza entre outros (Rao et
al., 1998).

Baseado no mecanismo de catalise do substrato pode-se subdividir as
proteases em dois grupos maiores, chamados exopeptidases e endopeptidases. As
exopeptidases clivam a cadeia polipeptidica proximo as terminagdes carboxi
terminais (carboxipeptidases) ou N-terminal (aminopeptidases) do substrato. Ja as
endopeptidases clivam peptideos distantes das areas terminais do substrato, levando-
se em consideracdo sitios de clivagem. Considerando ainda o mecanismo de agdo
elas podem ser subdivididas em grupos menores: serino, cisteino, treonina, aspartico,

glutamico e metalo proteases (Rao et al., 1998; Rawlings et al., 2006; Turk, 2006).

Cisteino proteases

Cisteino proteases de varios tipos sdo encontradas em todos os reinos de
organismos e podem ser agrupadas em pelo menos 70 familias. Cada familia contém
proteinas com seqiiéncias de aminoacidos similares conservadas evolutivamente, que
refletem aos membros das familias estruturas tridimensionais similares (Rawlings et
al., 2006). As propriedades fisico-quimicas destas proteases t€m sido amplamente
caracterizadas, entretanto suas funcdes biolodgicas ainda nao foram completamente
elucidadas.

As proteases desse grupo sdo comumente exemplificadas baseadas na
Papaina, uma cisteino protease isolada do latex de Carica papaya (Mitchell, et al.,
1970). A estrutura tridimensional comum a todas cisteino proteases reportadas até o

presente momento ¢ formada por dois dominios, um composto basicamente por
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hélices e o outro por fitas B. O sitio catalitico estd localizado na reentrancia desses
dois dominios, sendo composto por aminoacidos provenientes dos dois dominios
(Kamphuis, et al., 1984; Rzychon, et al., 2004). Os aminoacidos histidina e cisteina
sdo diretamente responsaveis pela atividade proteolitica das cisteino proteases. No
caso de algumas familias (familia da papaina) uma asparagina também auxilia na
formagao do sitio ativo, orientando o anel imidazdlico da histina durante a hidrdlise
(Kamphuis et al., 1984; Menard et al., 1995; Rzychon et al., 2004).

Nas ultimas décadas as cisteino proteases t€m sido consideradas importantes
fatores de viruléncia de bactérias patogé€nicas, bem como responsaveis pelo
desenvolvimento diversas de doencas (Sajid e McKerrow, 2002), tornando-se um
alvo para o desenvolvimento de novas terapias (Croft et al., 2005; Turk, 2006;Vicik

et al.,2006)

Xylellaina

O seqiienciamento total do genoma da X. fastidiosa 9a5c, revelou a presenga
de uma janela aberta de leitura com similaridade as cisteino proteases. Esse gene foi
clonado, expresso e a proteina caracterizada bioquimicamente como uma cisteino

protease, denominada Xylellaina (Nogaroto ef al., 2006).
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Capitulo 2

Objetivos

O objetivo principal desse trabalho foi a determinacdo da estrutura
cristalografica da Xylellaina, uma cisteino protease da bactéria fitopatogénica

Xylella fastidiosa.
Objetivos especificos:

= Expressdo e purificacdo da Xylellaina para ensaios de cristalizagao.

* Desenvolvimento de protocolos de cristalizagdo da proteina Xylellaina
recombinante.

» Determinacdo da estrutura cristalografica da proteina

» Comparacdo estrutural da proteina com outros membros das cisteino

protease.
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Capitulo 3

Metodologia

Neste capitulo sdo descritas as metodologias utilizadas
para expressdo e purificagdo da Xylellaina, ensaios de
cristalizagao e resolugdo da estrutura tridimensional da enzima.

Estudos iniciais da Xylellaina.

Os trabalhos de clonagem, expressdo e purificagdo da proteina Xylellaina
foram iniciados pelo grupo do Prof. Flavio Henrique Silva (Departamento de
Genética e Evolugdao da Universidade Federal de Sao Carlos) apos seqiienciamento
total do genoma da X. fastidiosa 9a5c (Simpson, et al., 2000). O genoma desse
fitopatogeno revelou a presenca de uma janela aberta de leitura com similaridade as
cisteino proteases. O gene codificante da suposta cisteino protease foi clonado no
vetor de expressdo pET28a (Novagem), produzindo uma proteina recombinate com
uma cauda de 6xHIS no N-terminal, e as caracterizagdes bioquimicas comprovaram
a Xylellaina como cisteino protease diferencialmente expressa na cepa patogénica de
X. fastidiosa 9a5c (Nogaroto et al., 2006).

O plasmideo pET28xylCP (Cisteino Protease Xylellaina clonada no vetor de
expressao pET28a) foi gentilmente cedido pelo grupo do grupo do Prof. Flavio

Henrique Silva para os ensaios iniciais de cristalizagao.

Expressao e purificacio da Xylellaina.

O plasmideo recombinante pET28xyICP foi transformado em células E. coli
BL-21 (DE3) competentes (Sambrook e Russel, 2000). A expressdao da proteina
Xylellaina nativa foi realizada como descrito por Nogaroto et al., 2006, em meio
liquido LB (Sambrook e Russel, 2000) e antibiotico kanamicina (25 mg/ul), partindo

de uma dilui¢do 1:100 de um in6culo inicial (colonia isolada contendo o plasmideo
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de interesse). A cultura bacteriana foi crescida a 37°C, sob agitacdo a 250 rpm até
atingir DOgoonm 1gual a 0,5. A expressao da proteina recombinate foi induzida pela
adi¢do de IPTG 0,4 mM por 20 horas a 30° C. J4 a expressdo da proteina Xylellaina
selenometionina substituida foi realizada pela inibi¢do da via de biosintese de
metionina (Van Duyne et al., 1993). Para tanto células de E. coli recentemente
transformadas com o plasmideo pET28xylCP foram crescidas em meio LB liquido
até DOgoonm igual a 0,5. Apds remog¢do do meio de cultura LB através de
centrifugagdo a 4 °C, a massa foi ressuspendida em tampao PBS (Sambrook e Russel,
2002), seguida de nova centrifugagdo. A massa celular foi entdo inoculada em meio
minimo enriquecido de sais e vitaminas (BME Vitamins Solution - Sigma-Aldrich), a
20° C, 250 rpm por uma hora para adaptagdo celular ao novo meio de cultura. Apos
esse periodo foram adicionados: 100 mg/L dos aminoacidos lisina, fenilalanina e
treonina; 50 mg/L dos animoécidos valina e isoleucina; 60 mg/mL selenometionina e
0,1 mM de indutor IPTG. A inducao foi realizada por 20 horas a 20° C.

As culturas foram centrifugadas e a massa celular ressuspendidas em tampao
de lise celular (Tris-HC1 10 mM, pH 8,0, 100 mM NaCl, 50 mM NaH,POy,). A lise
celular foi realizada a 4° C com uso de lisozima (1 pL lisozima a 50 mg/mL para
cada mL de tampao de lise celular) e pulsos de ultra-som (6 pulsos de 20 segundos
com intervalos de um minuto entre os pulsos), seguida de centrifugacdo para
separa¢do das fragdes sobrenadante e precipitado.

A proteina recombinante presente na fracdo soluvel foi purificada por
cromatografia de afinidade em colunas contendo resina de niquel Ni-NTA superflow
(Qiagen), sendo eluida da mesma com gradiente de imidazol (Nogaroto et al., 2006).
Para remoc¢do do imidazol e do excesso salino foi empregada uma coluna de
desalinizacdo (Hi-trap Desalting-GE-helth care). As amostras protéicas foram
analisadas em SDS-PAGE 15% (Laemmli, 1970), a dosagem protéica foi
determinada através do método de Bradford (Bradford, 1976).

Cromatografia de exclusio molecular e espalhamento dinamico de luz

A Xylellaina obtida ap6s purificacdo por afinidade em resina de niquel e
desalinizag¢do foi aplicada em coluna cromatografica exclusdo molecular em uma

coluna xk16/20 utilizando resina superdex 200 (GE healthcare). A coluna foi pré-
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equilibrada em tampao Tris-HC1 50 mM, pH 8,0 e 150 mM NaCl. A calibracdo da
coluna de exclusdao molecular foi realizada com a utilizagao de conjunto de proteinas
padrdo de baixo, médio e alto massa molecular (ferritina, aldolase, ovalbumina,
catalase, albumina bovina e inibidor de tripsina de soja), seguindo concentracdes
proteicas sugeridas pelo fabricante.

As medidas de espalhamento dindmico de luz (DLS), foram adquiridas
utilizando-se o equipamento “DynaPro MS200” (Protein Solutions) a temperatura de
18° C com tempo de aquisi¢do de 2,5 segundos, 30 aquisi¢des por medida. Os dados

foram analisados pelo programa “Dynamics V5.26” (Protein Solutions).

Ensaios de cristalizacao

Os ensaios iniciais de cristalizagdo da proteina nativa foram realizados
utilizando-se a metodologia de difusdo de vapor em gotas suspensas (Hampel et al.,
1968; Begfors, 1999; Macpherson, 1999) a 4 ¢ 18° C, com as condi¢cdes dos
conjuntos de solucdo de matriz esparsa “Crystal Screen I” e “II” (Hampton
Research), empregando volumes iguais de proteina e solugcdo de cristalizagdo. A
proteina recombinante foi concentrada por centrifugacdio em Amicon® Ultra-4
(membrana com corte de 10 kDa) até concentragdo de aproximadamente 7,0 mg/mL.
Os ensaios de cristalizacdo com a proteina selenometionina enriquecida foram
relizados a 4 e 18° C, nas condigdes de cristalizagdo da proteina nativa e do conjunto
de solucdo de matriz esparsa “Nextal PEG suite” (Nextal-Qiagen). O refinamento das
condi¢des iniciais de cristalizagdo foi obtida através de preparacao de solucdes

variando-se concentragdo dos agentes precipitante e pH.

Coleta e processamento de dados de difragao de raios X

As coletas de dados foram realizadas em temperatura criogénica (100 K). Os
cristais de Xylellaina foram transferidos para solugdes crio protetoras (solucao de
cristalizagdo com 20 a 25% de etileno-glicol) e montados em lagos de “Nylon” (Cryo
loops — Hampton Research). Os dados de difracdo de raios-X dos cristais da proteina
nativa e derivados de atomos pesados foram coletados em detector do tipo placa de
imagem, modelo Mar345dtb (MAR Research), utilizando radiacio K, do cobre
produzida em uma fonte convencional de raios X (ultraX 18 - RIGAKU/MSC),
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operando a 50 kV de tensdo ¢ 90 mA de corrente. A preparacao de cristais derivados
de atomos pesados foi realizada utilizando-se o método de “quick cryo-soaking”
(Dauter et al., 2000; Nagem et al, 2001; 2003). O cristal de Xylellaina
selenometionina derivado foi coletado na borda de absor¢do do selénio (peak- 0.923
A), na linha de difracio de raios-X X12C do Laboratério Nacional de Luz Sincrotron
de Brookhaven (BNL, Upton, NY - EUA), em um detector do tipo CCD, modelo
QUANTUM 4 (ADSC). Os conjuntos de dados coletados para proteina nativa foram
processados com os programas “Mosflm” (Leslie, 1992) e “Scala” (Evans, 1997) do
pacote “CCP4” (Collaborative Computational Project, Number 4, 1994), ja o cristal
selenometionina derivado foi processado com o pacote “HKL2000” (Otwinowski e

Minor, 1997).

Resoluc¢iao, refinamento e analise da estrutura tridimensional da

Xylellaina

Tentativas iniciais de resolugcdo da estrutura foram realizadas pelo processo
de substituicdo molecular (Haas e Rossmann, 1970), utilizando-se os programas
“AMoRe” (Navaza, 1994), “MOLREP” (Vagin e Teplyakov, 1997) e “PHASER”
(Read, 2001).0s modelos para a substituicdo molecular foram preparados com o
programa “CHAINSAW” (Collaborative Computational Project, Number 4),
utilizando-se as coordenadas das estruturas cristalograficas de cisteino proteases
humanas (PDB 1NQC) e de T. cruzi (PDB 1AIM).

As posigdes iniciais dos atomos pesados no cristal foram encontradas pelos
pacotes de programa “SHELX” (Schneider e Sheldrick, 2002) e as fases iniciais
foram calculadas com o programa “SOLVE” (Terwilliger e Berendzen, 1999),
seguido de modificacdo de densidade eletronica e reconstrucdo automatica do
modelo com o programa “RESOLVE” (Terwilliger, 2000) O modelo inicial
construido foi refinado ciclicamente com o programa “REFMACS5” (Collaborative
Computational Project, Number 4) seguido de visualizacdo dos mapas de densidade
eletronica e reconstru¢do manual no programa grafico “COOT” (Emsley e Cowtan,
2004). Moléculas de agua foram adicionadas e visualmente inspecionadas com
programa “COOQOT”. As figuras e animagdes foram geradas com o programa “Pymol”

(Delano, 2002).

104



Capitulo 3 - Metodologia

Seqiienciamento do N-terminal da proteina Xylellaina

Cristais da proteina Xylellaina foram dissolvidos em agua destilada e
enviados para andlise da seqiiéncia de aminoacidos NH2-Terminal, utilizando o
método de degradacao de Edman (Edman, 1950). O seqiienciamento do N-terminal
foi realizado pelo grupo da Prof. Dr’. Heloisa Selistre de Aratjo (Centro de
Biotecnologia Molecular e Estrutural, Departamento de Fisiologia, Universidade

Federal da Sao Carlos).
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Capitulo 4

Analise Estrutural e Discussoes

Neste capitulo sdo abordados os resultados obtidos desde a
cristalizagdo da Xylellaina nativa até a resolucdo da estrutura
tridimensional dessa enzima através da técnica de Dispersao
Anodmala a um Unico comprimento de onda, utilizando cristais
de proteina selenometionina substituida. A analise detalhada da
estrutura resolvida a 1.65A e comparagdes com outras cisteino
proteases mostram caracteristicas que a Xylellaina ¢ expressa
na forma de uma pré-proteina com a pro-regido mais curta que
a grande maioria das enzimas da familia papaina. Um
ribonucleotideo Uridina di-fosfatado parece orientar o
enovelamento da regido N-terminal, bem como sua manutengdo
em conformacdo de inativagdo enzimatica. Dois loops
proximos ao sulco de ligagdo ao substrato também sdo
observados na estrutura, um deles semelhante ao loop de
oclusdo da catepsina B.

Expressao, purificacio e cristalizacio da Xylellaina.

Os ensaios iniciais de cristaliza¢do da Xylellaina nativa foram realizados pela
aluna de iniciagdo cientifica Maria Amélia Vilela Oliva (Departamento de biologia,
Universidade Federal de Sao Carlos) utilizando proteina purificada enviada pelo
grupo do prof. Flavio Henrique Silva. Devido ao comportamento instavel dessa
proteina, optou-se por sua expressdo e purificacdo em nosso laboratdrio. Para tanto, o
plasmideo pET28xylCP (Cisteino Protease Xylellaina clonada no vetor de expressao
pET28a) foi gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Flavio Henrique Silva. Uma pequena
alteragdo foi introduzida no protocolo original de expressao e purificagdo da proteina
Xylellaina (Nogaroto et al., 2006). Essa altera¢do consistia na substitui¢do do passo
de didlise apos a purificagdo da proteina em resina de niquel por uma cromatografia
em coluna de exclusdo molecular G25 (Hitrap Desalting — Amershan Bioscience)
para a remocao do excesso salino.

A expressdo e purificacdo mostraram que a proteina era expressa em grandes

quantidades na fra¢do soluvel (figura 1I-4.1), e uma banda Unica com massa
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molecular de aproximadamente 32 kDa era observada na elui¢do com 100 mM de
imidazol (figura 11-4.1). Uma banda de massa molecular levemente menor que a
Xylellaina também foi observada durante todo processo de purificagdo, a qual

diminui a partir da eluicdo com 50 mM de imidazol (figura I1-4.1).

kba 1 2 34 5 6 7 8 9

60 —»
45 —,

30 —»

22 —»

Figura I1-4.1: Gel em poliacrilamida a 15% mostrando a expressio e purificacio da
Xylellaina em cromatografia de afinidade. 1 — Marcador de massa molecular, 2 e 3 — Fracao
insoltvel e soluvel da expressdo a 30° C da proteina Xylellaina no vetor pET28a, 4 — Fraggo de
proteinas aplicada na coluna de Niquel-NTA, 5 ¢ 6 - Lavagem da coluna de afinidade com
tampdo de lise celular e 10 mM imidazol, 7 a 9 — Elui¢o da proteina Xylellaina com gradiente
de imidazol (25, 50 e 100 mM). A seta verde mostra a Xylellaina, aproximadamente 32 kDa
purificada.

A concentragdo salina (acima de 50 mM NaCl) e principalmente o imidazol
atuam em conjunto precipitando a proteina poucas horas apos sua eluigdo da coluna
de niquel. entdo essa alteracdo objetivava acelerar o processo de preparo da amostra
para os experimentos de cristalizacdo, evitando a precipitagdo da proteina que era
bastante comum apos 24 horas do inicio da purificacdo. A proteina em tampao Tris-
HCI1 10 mM, pH 8,0, NaCl 50 mM, NaH,PO4 50 mM foi concentrada inicialmente
até aproximadamente 7,0 mg/mL em concentrador Amicon” Ultra-4.

Andlises de espalhamento dindmico de luz foram utilizadas para aferir a
homogeneidade da amostra antes dos experimentos de cristalizagdo. A montagem das
condi¢cdes de cristalizagdo foi realizada pelo método de difusdo de vapor com gota
pendurada, utilizando volumes iguais de solu¢ao de mae e proteina (gotas de 4 puL), a
temperatura de 18° C.

Pequenos agregados cristalinos foram observados apds duas semanas em duas

condi¢des de cristalizagdo distintas. A primeira utilizando 30% de polietilenoglicol
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4000 (PEG 4000), 100 mM citrato de sédio pH 5,5, 200 mM de acetato de amonio
(condi¢do 9) e a segunda com 20% de polietilenoglicol 8000 (PEG 8000), 100 mM
cacodilato de sodio pH 6,5 ¢ 200 mM de acetato de magnésio (condi¢do 18) do
conjunto de matriz esparsa “Crystal Screen I”. Esses aglomerados cristalinos iniciais
foram cuidadosamente separados com auxilio de ferramentas de manipulagdo de
cristais ¢ submetidos a difragdo de raios-X, utilizando uma fonte convencional,
disponivel em nosso laboratdrio, modelo ultraX 18 (RIGAKU/MSC) com detector do
tipo placa de imagem, modelo Mar345dtb (MAR Research), caracterizando-os como
cristais de proteina porém com baixo poder de difragio acima de 6A.

O refinamento dessas condi¢Oes de cristalizagao foi realizado alterando-se o

pH, concentracdo dos agentes precipitantes e da proteina.

Figura I1-4.2: Ensaios de cristalizacao da proteina Xylellaina. A) Condi¢do com 15 % de
PEG 4000, 100 mM citrato de s6dio pH 5,6, 200 mM de acetato de amonio. B e C) Condigao
com 20 e 22 % de PEG 4000, 60 mM citrato de sédio pH 5,6, 134 mM de acetato de amonio. D)
Condi¢do com 25 % de PEG 4000, 60 mM citrato de sodio pH 5,6, 134 mM de acetato de
amonio.

O refinamento da condigdo de cristalizagao 18 mostrou a formacao de cristais
em forma de pequenas agulhas. Os melhores resultados foram obtidos para o
refinamento da condi¢do de cristalizagdo 9 (figura II-4.2), utilizando proteina na

concentragdo de 7 mg/mL. Cristais com tamanho de aproximadamente 0,05-0,1 mm
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foram observados nas condigdes de 20 a 22% de PEG 4000, 60 mM citrato de sddio
pH 5,6, 134 mM de acetato de amonio (figura 1I-4.2B e 3.2C). Esses cristais
apresentam grande reprodutibilidade nessa condicdo com crescimento em
aproximadamente 48 horas.

A expressao da Xylellaina selenometionina susbtituida foi realizada pelo
protocolo de inibi¢do da via de biosintese de metioninas (Van Duyne et al., 1993),
através do bloqueio de asparto kinases bacterianas, mediante altas concentragdes dos
aminoacidos isoleucina, lisina e treonina presentes no meio de cultura celular. A
utilizagdo de cepas bacterianas auxotroficas pode ser entdo descartada, de maneira
que pequenas alteragdes no protocolo inicial de expressdo sdo suficicentes para
producdo de quantidades apropriadas de proteina recombinante (Doublié, 2003).

As condi¢des de indugdo previamente estabelecidas produziram proteina
selenometionina substituida na fracdo insoluvel. A reducdo da temperatura de
expressdo para 20° C e da concentragdao do indutor para 0,1 mM propiciaram a

producdo da proteina na fragao soluavel.

a1 2 3 4 567 89 10
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Figura I1-4.3: Gel em poliacrilamida a 15% mostrando a expressio e purificacio da
Xylellaina selenometionina substituida em cromatografia de afinidade, 1 — Marcador de
massa molecular, 2 ¢ 3 — fracdo insoluvel e solavel da expressdao a 20° C, 4 — Fragdo de
proteinas aplicada na coluna de Niquel-NTA, 5 e 6 - Lavagens da coluna com tampao de lise e
10 mM Imidazol, 7 a 10 — Eluigdo da proteina Xylellaina com gradiente de imidazol (25, 50, 100
e 250 mM). A seta verde mostra a Xylellaina purificada.

A etapa de purificacdo foi realizada de maneira idéntica a proteina nativa,
com producao aproximadamente de 8 mg de proteina por litro de cultura (figura II-

43).
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O tampao de eluigdo foi substituido para Tris-HCI 10 mM, pH 8,0, NaCl 50
mM, NaH,PO4 50 mM, através de coluna de exclusdo molecular G25, sendo entdo a
proteina concentrada até aproximadamente 8,0 mg/mL em concentrador Amicon®
Ultra-4. Os experimentos iniciais de cristalizacdo foram realizados nas temperaturas
de 4 ¢ 18° C, utilizando método de difusdo de vapor com gota pendurada com
volumes iguais de solucdo de cristalizagdo e proteina (gotas de 4ul) nas condigdes
de cristalizagdo proximas as obtidas para a proteina nativa. Nenhum cristal ou
precipitado cristalino foi obtido nessas condi¢des, mesmo com alteracdes na
concentragdo de agentes precipitante ¢ pH. Uma nova bateria de testes de
cristalizacdo foi realizada com o conjunto de solugdes Nextal PEG Suite®. Um
aglomerado cristalino ndo uniforme foi observado apds 24 horas na condigdo de
cristalizagdo 32 deste conjunto (100 mM MES, pH 6,5 e 25% de polietilenoglicol
8000) (figura 11-4.3 A).

..

Figura I1-4.4: Ensaios de cristalizacio da proteina Xylellaina selenometionina substituida.
A) 100 mM MES, pH 6,5 e 25% de PEG 8000. B) 100 mM MES, pH 6,0 e 22% de PEG 8000,
C) 100 mM MES, pH 5,7 e 20 % de PEG 8000 D e E) 100 mM MES, pH 5,6 ¢ 17% de
polietilenoglicol. F) 100 mM MES, pH 5,3 e 15 % de PEG 8000.

O refinamento dessa condicao foi realizado com varredura da concentragao de PEG
8000 de 15 a 30 % e com variagdo de pH de 5,2 até 6,5 (figura 11-4.3 B a F). Cristais
alongados e finos semelhantes aos obtidos para Xylellaina nativa (figura 11-4.3D) e

também cristais em fomato de trapézio (figura [-4.3 E) foram encontrados
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concomitantemente nas condicdes 17-18% PEG 8000 e pH 5,6-5,7. Diversos cristais
provenientes dessa ultima condigdo foram selecionados e utilizados para coleta de

dados.

Coleta e processamento de dados.

Os cristais da proteina obtidos foram crioprotegidos com solucao de
cristalizagdo acrescida de etilenoglicol 15 a 20% (v/v) e congelados a 100 K em
fluxo de nitrogénio. Esses foram testados utilizando o anodo rotatério disponivel em
nosso laboratorio. Diversos cristais da proteina nativa foram testados, todos
pertencentes ao grupo espacial P1 e com boa resolucao.

A melhor coleta dados de um cristal nativo foi realizada com um cristal
obtido em 18% de PEG 4000, 60 mM citrato de so6dio pH 5,6, 134 mM de acetato de
amonio a 18° C (figura 11-4.2B). As imagens mostram padrdo de difragdo bem
definido e com a resolugdo de aproximadamente 1.6 A (figura II 3.5 A e B). Dois
conjuntos de dados foram coletados com esse cristal, o primeiro composto por 360
imagens foi coletado até 1.8 A de resolugdo. Cada imagem foi adquirida com
oscilagdo de um grau e tempo de exposi¢do de 4 minutos. Ja o segundo conjunto de
dados foi coletado até 1.5 A de resolugdo, com um total de 400, cada uma adquirida
com oscilagdo de um grau e tempo de exposi¢do de 6 minutos.

A integracdo das imagens de cada conjunto foi realizada com o programa
“MOSFLM” (Leslie, 1992), no escalonamento e na reducdo dos dados os dois
conjunto de dados foram unidos pelo programa “SCALA” (Evans, 1997) ambos
parte do pacote de programas cristalograficos “CCP4” (Collaborative Computational
Project Number 4 (1994)), gerando um conjunto de dados proveniente de duas
coletas de dados. Os pardmetros e estatisticas de coleta de dados e processamento
desse conjunto sdo mostrados na tabela a seguir (tabela 3.1).

Cristais da proteina nativa também foram utilizados para a obtencdo de
cristais isomorfos de atomos pesados, através da metodologia de “quick cryo
soaking” e “soaking” com solugdes de diversos sais de 4tomos como iodo, césio,
platina, mercurio, ouro, gadolineo. O resultado comum a maioria dos sais testados foi
a quebra do cristal, mesmo quando pequenas concentragdes salinas eram utilizadas.

Os melhores resultados obtidos foram com as tentativas de “quick cryo soaking”.com
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pequenas concentragdes de iodeto de sddio (150 mM) por 30 segundos de incubagao.
Dois conjuntos de dados com alta redundancia, provenientes de diferentes cristais
foram coletados porém apds processamento de dados, o sinal andmalo mostrou-se

baixo ou inexistente impossibilitando o faseamento experimental.

A B -

Figura I1-4.5: Padrao de difracdo dos cristais nativos da Xylellaina. A) Imagem de padrio
de difracdo do cristal da Xylellaina. B) Ampliagdo do padrio de difragdo.

Tabela I1-4.1: Estatisticas de coleta e processamento de dados do cristal de Xylellaina
nativo.
Grupo espacial P1
a=551A,b=693A,c=823A
a=7528%p="75,5°v=066,5°

Parametros da rede

Limites de resolucao (A) 23,10 - 1,65 (1,74 - 1,65)
Numero de imagens 797
Ao () 1
Mosaicidade (°) 1,02
Reflexdes tinicas 117070 (16308)
Multiplicidade 8,1(4,4)
Rgym (%) 5,4 (40,0)
{(D/e()) 27,0 (3,2)
Completeza (%) 91,0 (86,7)

Valores em parénteses sdo referentes a camada mais externa de resolucdo

Os cristais de Xylellaina selenometionina derivados foram crioprotegidos
com solucdo mae acrescida de 15% de etilenoglicol e submetidos a experimentos de
difragdo de raios X na linha X12B, Laboratério Nacional de Luz Sincrotron

(Laboratorio Nacional de Brookhaven, Upton, NY - EUA), durante o curso “RAPID
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DATA 2006”. Experimento de fluorescéncia de raios-X mostrou a incorporacao dos
selénios na proteina € o maximo de absorcdo para os cristais foi obtido a um
comprimento de onda de 0,9792 A. Dois conjuntos de dados foram coletados, o
primeiro utilizando-se os maiores cristais com a morfologia de trapézio (figura 11-4.4
E) e o segundo com os cristais com morfologia semelhante aos da Xylellaina nativa

(figura 11-4.4 D).
A B

" ol

Figura II-4.6: Padrdo de difracdo dos cristais Xylellaina selenometionina derivada. A)
Imagem de padrdo de difracdo do cristal da Xylellaina. B) Ampliacdo do padrio de difragdo
mostrando pontos bem definidos.

O primeiro, de maneira diferente que os cristais nativos, pertencia ao grupo
espacial P2; com parametros de célula A=68.06A, B=98.13A, C=81.58A e angulos
o=7 = 90° e p =101.88, com maximo de resolu¢io em aproximadamente 2,5 A e
mosaicidade acima de 1.9°, um conjunto de dados com 360 imagens foi coletado, e
os dados foram processados com o programa “HKL2000” (Otwinowski e Minor,
1997). J& o segundo possuia parametro de célula semelhante ao observado para
estrutura nativa, além de apresentar menor mosaicidade ¢ uma melhor resolugdo

(figura 11-4.6 A ¢ B).
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Inicialmente foram coletadas 396 imagens com 20 segundos de exposi¢ao e
oscilagao de 1°, apds essa coleta o cristal foi re-orientado na cabega goniométrica e
mais 119 imagens foram coletadas. As estatisticas de coleta e processamento de
dados estdo sumarizadas na tabela a seguir (tabela 11-4.2).

Tabela 11-4.2: Estatisticas de coleta e processamento de dados do cristal de Xylellaina
selenometionina derivado.
Grupo espacial P1
a=553A,b=693A,c=823A
a=75.8°B="754°%7=66,5°

Parametros da rede

Limites de resolucio (A) 50,00 - 1,83 (1,91 - 1,83)
Comprimento de onda (A) 0,9792 (“ Peak”)
Nimero de imagens 515
Ao () 1

Mosaicidade (°) 0.952
Reflexdes tinicas 86291 (7651)
Multiplicidade 4,8(3,1)

Rgym (%) 5,4 (40,0)

(D/o(1)) 15,1 (2.5)
Completeza (%) 99,5 (97,8)

Valores em parénteses sdo referentes a camada mais externa de resolu¢do

Resolucio e refinamento da estrutrura da Xylellaina.

As tentivas de faseamento inicial foram realizadas pela metodologia de
substituicdo molecular (Haas e Rossmann, 1970). Os modelos de busca foram
encontrados através de alinhamento seqiiencial entre a Xylellaina e as proteinas
depositadas no “PDB”. Os melhores alinhamentos foram obtidos para as cisteino
proteases catepsina S Humana (PDB-1INQC) e cruzaina (PDB-2AIM), porém essas
apresentaram uma similaridade seqiiencial baixa, aproximadamente 19% e 28 %
respectivamente, quando comparados com a Xylellaina. Os modelos de busca foram
preparados com programa “CHAINSAW” (Collaborative Computational Project,
Number 4) e a substituigdo molecular foi realizada com o conjunto de dados da
proteina nativa coletada até 1.65 A de resolugdo. O niimero de moléculas presentes
na unidade assimétrica foi estimado através do coeficiente de Matthews (Matthews,
1968) utilizando-se o programa “Matthews coeff” (Collaborative Computational
Project, Number 4).

Considerando-se a massa molecular da Xylellaina como sendo
aproximadamente 32 KDa, estimou-se quatro moléculas como o valor provavél da
constitui¢do da unidade assimétrica do cristal, resultando volume de Matthews

equivalente a 2,3 A%/Da e contetido de solvente no cristal de 45,1 %. Nenhuma
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solucao clara foi encontrada para qualquer programa utilizado. A inspecao visual do
empacotamento cristalino das primeiras solucdes obtidas nessas tentativas
sistematicamente apontavam choques entre cadeias proximas. Ciclos iniciais de
refinamento com o programa “REFMACS5” (Collaborative Computational Project,
Number 4) ndo mostrou queda significativa nos valores de Ryacior € Rpee (Valores da
ordem de 0,45 — 0,50)

O problema das fases foi resolvido pelo metodo de dispersdo andmala a um
unico comprimento de onda (SAD), utilizando os dados do cristal da Xylellaina
selenometionina substituida. A posi¢do dos sitios de selénio foi determinada com
auxilio do pacote de programas “SHELX” (Schneider e Sheldrick, 2002) e
“HKL2MAP” (Pape e Scheneider, 2004). Oito sitios claros de Selénio com
ocupancia acima de 80% foram encontrados no conjunto de dados. As fases iniciais
foram calculadas utilizando as coordenadas dos dtomos de selénio com o programa

“SOLVE” (Terwilliger e Berendzen, 1999).

Ocupiéincia do sitio
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Figura 11-4.7: Grafico mostrando ocupincia dos sitios de selénio.

A andlise inicial mostrou que os mapas iniciais apresentam algumas
caracteristicas de elementos de estrutura secundaria, além de algumas cadeias laterais
para aminoacidos aromaticos. Os mapas de densidade foram otimizados através de
ciclos de modificagdo de densidade e achatamento de solvente usando o programa
“RESOLVE” (Terwilliger, 2000), seguido de constru¢ao automatica do modelo

inicial, também realizada pelo programa “RESOLVE”. Apds o ciclo de reconstrugao
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automatica, foi realizada a inspecao visual dos mapas ¢ do modelo contruido Os
residuos incoerentes com os mapas de densidade foram removidos, gerando um
modelo inicial composto por fragmentos das quatro moléculas presentes na unidade
assimétrica. As fases obtidas desse conjunto de dados foram combinadas com o
conjunto de dados nativo utilizando o programa “CAD” (Collaborative
Computational Project, Number 4), e juntamente com o modelo inicial foi realizado
um novo ciclo de modificagdo de densidade e achatamento de solvente para a
extensdo das fases. O modelo construido apds esse ciclo apresentou 665 residuos dos
1164 esperados (420 com cadeia lateral e 245 residuos sem cadeia lateral) com valor
de Rpyor igual a 43% e figura de mérito 0,55. Os mapas de densidade eletronica
mostraram melhora significativa e a partir desse momento a constru¢do do modelo
foi realizada interativamente com ciclos de manipulagdo no programa “COOT” e
refinamento com o programa “REFMAC 5”. Moléculas de dgua foram introduzidas
manualmente, com o auxilio do programa “COOT” durante o processo de
refinamento, utilizando-se como critério distdncias minima e maxima de 2,2 a 3,5 A
e fator de temperatura menor que 50 A,

A analise do diagrama de Ramachandram (figura II 3.9), gerado pelo
PROCHECK, mostra que 794 residuos (88,3 %) encontram se nas regides mais
favoraveis, 103 (11,5 %) estdo em regides adicionais permitidas, 2 residuos, Tyr 33
cadeias B e C, (0,2 %) em regides generosamente permitidas e nenhum na regido
desfavoravel (exceto as glicinas). Os dados de refinamento sdo sumarizados na tabela

11-4.3.
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Figura 11-4.8: Diagrama de Ramachandram da estrutura refinada da Xylellaina.

Tabela I1-4.3: Estatisticas do refinamento da estrutura da Xylellaina.

Limites de resolucio (A) 23,10 — 1,65

Numero de atomos 10504
Rfator 17,3

Rfree 21,0

Bfactor (AZ) 2231
Moléculas de agua 1416
RMSD angulos (°) 1.967
RMSD distancia C-C (A) 0.022

Estrutura cristalografica da Xylellaina

A estrutura refinada ¢ composta por 4 mondmeros na unidade assimétrica
(totalizando 899 aminoacidos), 4 Ribonucleotideos di-fosfatados (UDP) e 1416

moléculas de dgua (figura II 3.8).
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Figura I1-4.9: Representacio na forma de cartoons da estrutura refinada da Xylellaina.
Quatro mondémeros da proteina xylellaina, 1416 moléculas de agua, um ribonuclotideo
difosfatado proximo a regido N-terminal de cada monomero (representacdo de esferas).

Nenhuma densidade eletronica foi observada para os 22 residuos do N-
terminal (MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMQT,;VLKR) da proteina recombinante
nas cadeias A e D, e para os 23 residuos iniciais das cadeias B e C, bem como para o
ultimo residuo do C-terminal (lisina 271). O seqiienciamento N-terminal de cristais
da proteina Xylellaina mostraram que essa regido foi perdida durante o processo de
cristalizagdo ou entdo apds sua purificagdo em coluna de afinidade. Como os 20
residuos iniciais correspondem a artefatos de clonagem, somente os dois residuos
iniciais da proteina nativa foram perdidos. Metodologicamente os residuos foram
numerados considerando a metionina iniciadora da janela aberta de leitura como o

residuo niimero um.

Interface de dimerizagao da Xylellaina

A andlise do empacotamento cristalino mostra que uma grande superficie de
contato conecta os mondmeros A com B e C com D (figura 11-4.9). Uma analise
pormenorizada da area de contato entre os mondmeros, dos residuos que realizam
contatos polares ou hidrofobicos, bem como sua acessibilidade ao solvente foi

realizada com o auxilio do servidor PISA (Krissinel e Henrick, 2005). Uma das
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ferramentas implementadas no PISA ¢ o calculo da probabilidade da interface
analisada estar relacionada com a relevancia bioldgica da proteina, nesse caso €
atribuindo um valor entre zero e um para essa probabilidade.

Os contatos intermoleculares entre os pares de monomeros AB e CD no
cristal sdo amplos formando uma superficie de aproximadamente 2018 A (15,8% do
total 4rea acessivel ao solvente na proteina). Valores acima de 1400 A* tem sido
preditos como representativos de papel biologico da interface (Lo Conte et al, 1999).
Os contatos polares envolvem pelo menos 19 residuos de cada mondmero formando
interagdes de hidrogénio (13 residuos) e ligacdes salinas (6 residuos) (figura 11-4.10).
Os dados analisados pelo servidor sugerem que essa interface poderia ter alguma
implicacdo biologica (valor da probabilidade igual a um). Com esse empacotamento
uma caracteristica importante a ser observada ¢ que os mondmeros estdo com 0s
sitios cataliticos praticamente no interior dos mondmeros, um de frente para o outro e
com uma distincia de aproximadamente 23 A em relacdo as cisteinas cataliticas
(figura I11-4.11).

A grande maioria das cisteino proteases atua como mondmeros bioldgicos,
uma excecdo conhecida, catepsina C (Horn et al, 2002) que atua como tetrameno.
Durante os experimentos de espalhamento dinamico de luz, realizados para aferir a
homogeneidade da amostra da Xylellaina, o valor do raio hidrodindmico calculado
foi de 3,63 nm, valor condizente com uma proteina de aproximadamente 68,7 kDa,
indicando estado dimérico da Xylellaina que possui massa molecular de
aproximadamente 33 kDa. Ja os dados de cromatografia de exclusdo molecular
mostram a proteina com massa molecular aparente de 51 kDa, sugerindo estado
monomeérico da proteina, que ¢ um valor acima da massa molecular esperada para as
cisteino proteases.

Embora os dados da cromatografia de exclusao molecular ndo confirmem o
estado dimérico da proteina um estudo aprofundado desse estado de oligomerizagao
deve ser realizado uma vez que um dimero bioldgico semelhante ao observado no
empacotamento cristalino seria justificadvel como uma maneira da proteina manter-se

inativa, evitando a degradacao celular.
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Figura 11-4.10: Detalhe da superficie de contato entre monémeros A e B da Xylellaina.
Representacao de linhas dos carbonos o dos mondémeros A (azul) e B (verde). Os residuos que
interagem na superficie da proteina sdo representados como “sticks”, com as respectivas
interagdes de hidrogénio como linhas pontilhadas. As superficies verde e azul mostram o contato
entre os dois mondmeros.

Enovelamento da Xylellaina.

A estrutura da Xylellaina mostra-se semelhante as cisteino proteases da
familia papaina (C1), em especial as do grupo das catepsinas (cisteino proteases
lisosomais mamiferos), sendo composta por dois dominios caracteristicos
denominados classicamente como “L” (Left) e “R” (Right) (Drenth et al., 1968). O
dominio-L. ¢ formado por hélices e “loops”, enquanto o dominio-R ¢ formado
predominantemente por fitas [ (figura II-4.11), na interface desses dominios ¢
formando um sulco que se extende por toda a regido superior da proteina no qual esta

localizado o sitio ativo da enzima (figuras 1I-4.11 e 4.12).
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Figura I1-4.11: Representacio em cartoons da estrutura cristalografica da Xylellaina. A
estrutura da Xylellaina assume o enovelamento caracteristico da familia da Papaina, sendo
composta pelos dominios L (Left domain) e R (Right domain). O dominio L ¢ formado
predominantemente por hélices e loops, ja o dominio R é composto por fitas 8 (direita).

Sitio ativo da Xylellaina.

O sitio ativo caracteristico das enzimas da familia papaina ¢ observado na
estrutura tridimensional da Xylellaina. Os residuos cataliticos cisteina (C58) e
histidina (H217) sdo observados respectivamente na por¢ao N-terminal da a-hélice 2
e na porcdo intermedidria da fita B4, formando a diade catalitica. Dois residuos
complementam o sitio ativo, uma glutamina (Q52) que precede a cisteina catalitica e
¢ responsavel pela formagdo do bolsdo oxi-anion durante a catdlise da ligacdo
peptidica e uma asparagina (N235) que direciona o correto posicionamento do anel
imidazolico através de uma ligacdo de hidrogénio entre o Ne2 da histidina e 0 Od1 da

glutamina (figura I1-4.12).
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Figura 11-4.12: Representacio em cartoons da estrutura da Xylellaina mostrando em
esferas e sticks os aminoacidos do sitio catalitico. O sitio ativo da enzima ¢ formado na
interface entre os dominios L ¢ R. Diade catalitica formada pelos aminoacidos C58 ¢ H217
(verde), e os aminoacidos complementares N235 e Q52 (magenta). Ligagdo de hidrogénio entre
N235 e H217 mantém o N1 do anel imidazolico da histidina em uma orientacdo favoravel a
catalise.

Interagcdao da regidao N-terminal da Xylellaina com o sulco de
ligacao ao substrato, mecanismo de inibicao enzimatica, pro-

Xylellaina.

A regulagdo da atividade proteolitica esta diretamente envolvida nos diversos
mecanismos celulares. Esse controle ¢ finamente ajustado por processos celulares
que abrangem desde a regulacdo da expressdo génica, secre¢do, maturagdo e
degradacdo da enzima, até o bloqueio de sua atividade por proteinas especificas
(Wiederanders, 2003; Rzychon et al, 2004), assegurando que a enzima seja ativada
quando sua func¢do ¢ requerida ou entdo inativada na situagcdo oposta, geralmente em
resposta a estimulos especificos. Exemplos de protedlise inadequada tém sido

demonstrados em doengas neurodegenerativas, bem como no cancer (Turk, 2006).
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Um mecanismo de inibigdo através de proé-regido pode ser observado para
estrutura cristalografica da Xylellaina. Um segmento da regido N-terminal composto
por aproximadamente 37 aminodcidos inicia-se na forma de uma estrutura alongada

acima da hélice a2, percorre o sulco que separa os dois dominios, envolvendo parte

da superficie externa do dominio L (figura 11-4.13).

Figura I1-4.13: Representacido em “cartoons” da estrutura da Xylellaina mostrando porcéo
N-terminal encobrindo o sitio catalitico. Sitio catalitico ¢ representado como esferas e
“sticks”.

O mecanismo de inibigdo presente na Xylellaina tem sido extensamente
observado na grande maioria das cisteino proteases da familia da papaina (Cygler e
Mort, 1997), nessas além de atuar inibindo a atividade enzimatica a pro-regido
também esta envolvida no correto enovelamento das enzimas (Tao et al., 1994;
Wang et al., 2006). No caso da Xylellaina a remog¢ao de 30 residuos do N-terminal
tornou a expressdo da proteina completamente insoltivel (Prof. Dr. Flavio Henrique
Silva, comunicagdo pessoal), mostrando que essa regido também representa um
importante mecanismo para o direcionamento do enovelamento protéico.

O alinhamento das seqiiéncias das catepsinas mostra que a grande maioria
dessas enzimas possui uma pro-regido formada por segmentos de 60 a 100
aminoacidos com baixa identidade seqiiencial (Cygler ¢ Mort, 1997; Rzychon et al.,
2004), que compartilham alguns elementos de estrutura secundaria.

A sobreposicdo da Xylellaina com as estruturas cristalograficas de algumas
pré-proteinas da familia papaina como as procatepsinas B (cédigo PDB — 3PBH)

(Turk et al., 1996), K (c6digo PDB — 7PCK) (Sivaraman et al., 1999), L (codigo
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PDB - 1BYS8) (Lalonde et al., 1999) e procatepsina-X (codigo PDB -1DEU)
(Sivaraman et al., 2000), mostram em todas as estruturas que a por¢do C-terminal da
pro-regido ¢ composta por um segmento com estrutura secundaria ndo defida de
aproximadamente 20 aminodcidos. Essa regido atravessa o sulco de liga¢do ao
substrato formado na interface entre os dominios L e R, percorrendo a lateralmente a
parte externa do dominio R até contectar-se com 0 mesmo em sua porcao inferior. Na
Xylellaina esse segmento N-terminal estd compreendido entre a S11 e a L37 (figura
[1-4.13 e 4.14),

A porcao N-terminal da pro-regido da Xylellaina ¢ completamente diferente
da observada nas pro-catepsinas B, K e L. Na Xylellaina, ela ¢ menor, formada por
uma estrutura ndo ordenada de 10 residuos que faz uma curva de aproximadamente
90° logo acima do sitio ativo, ficando praticamente paralela a hélice a2. Essa
orientacdo provavelmente é resultante do empacotamento cristalino com as hélices
a3 e a4 do mondmero vizinho na unidade assimétrica. Nas estruturas de pro-
catepsinas B, K e L essa regido ¢ maior, variando de 74 aminoacidos (procatepsina
K) a 40 (procatepsina B). Uma pequena hélice-a ancorada nos sitios S1°e S2’ (acima
do sitio ativo) conecta o segmento C-terminal da pro-regido a um motivo estrutural
do tipo “grampo de cabelo” formado entre a hélice-o. N-terminal com uma fita 3
antiparalela (figura II-4.14). Nas procatepsinas K e L uma pequena hélice-a
adicional esta empacotada contra a hélice do “grampo de cabelo” (figura 11-4.14).
Interagdes de Vander walls entre as cadeias laterais do “grampo de cabelo” e a
superficie da proteina mantém essa estrutura ligada a proteina, formando uma

estrutura denominada PBL (Proregion Binding Loop) (Cygler et al., 1996).
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Figura 11I-4.14: Sobreposicio das estruturas de pro-catepsinas com a Xylellaina. A cadeia
principal das pro-catepsinas foi removida. Em cinza superficie da Xylellaina, estruturas em
cartoons mostram a pro-regiao das proteinas, em magenta a pro-catepsina B humana, em verde a
pro-catepsina K humana, em preto, pro-catepsina X humana e em vermelho a Xylellaina.
Superficie em alaranjado mostra posi¢do do sitio ativo. PBL ¢ o “loop” de ligagdo do pro-
dominio.

A interface de ligagdo entre a pro-regido da Xylellaina e o restante da a
enzima envolve principalmente os residuos 11 ao 18 (figura II-4.15), as cadeias
laterais dos aminoécidos S11, Y13, Y15, I16, D18 interagem diretamente com os
sitios S2°, S1°, S1, S2 e S3 respectivamente (Schester e Biger, 1967) (figura 11-4.15),
fazendo a cadeia principal cobrir competamente o sulco. O modo de ligagao entre as
cadeias laterais da pro-regido e o sulco de ligagdo ao substrato ¢ semelhante ao
esperado complexo enzima-substrato, mas a direcdo da cadeia pincipal da pro-regido
¢ feita de maneira oposta. Dessa maneira a por¢cdo N-terminal fica localizada no
bolso catalitico S1° enquanto a por¢do C-terminal no sitio S1, impedindo a hidrélise

da ligagdo peptidica (Wiederanders, 2003).
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Figura 11-4.15. Representacdo da superficie da Xylellaina, mostrando intera¢io da pro-
regiao com a proteina. Superficie da provavel proteina madura é representada com os sitios de
ligagdo ao substrato S1°, S2°, S1, S2 e S3 coloridos. A pro-regido é representada em “cartoon”
vermelho, em “sticks” aminoacidos que interagem com o sitio de ligagdo ao substrato. Molécula
de UDP em esferas e “sticks”.

Sitio de ligagao do ribonucleotideo uridina di-fosfato

Durante o processo de refinamento uma regido de densidade eletronica ndo
esperada foi observada proxima da hélice a4 e fita B3 (figura 1I-4.16 B). Dois
ribonucleotideos difosfatados contendo uma base pirimidinica, citosina ou uracila,
foram modelados satisfazendo completamente a densidade eletronica. A escolha do
ribonuclotideo foi realizada através da analise das interagdes entre a proteina e o
ligante, que foram satisfeitas pela Uridina (figura I1-4.16 A-C).

O bolsao de ligacio ao Uridina di-fosfato (UDP) ¢é formado por oito

aminoacidos, quatro proveninetes da pro-regido da Xylellaina, D21 e D24, R23 e
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F25, e os demais aminoacidos, R107, K111 e K115 e Y164, proveninetes da hélice
o4 (trés primeiros) e fita B3 (ultimo). Este bolsdo esta localizado pouco abaixo da
porcao C-terminal do sulco de ligagdo ao substrato (figura 11-4.15). Os residuos da
pro-regido formam parede externa do sitio de ligacdo de modo que a R23 forma a
lateral do sitio, que acomoda a ribose do ribonucleotideo. A cadeia lateral da R23 ¢
estabilizada por ligacdes de hidrogénio entre o Nel e NH1, com o OH1 ¢ OH2 do
D21 respectivamente. A regido N-terminal ¢ aproximada da hélice a4 por duas
ligagdes de hidrogénio entre o D23 com a R107, formando assim a porg¢ao distal do
sitio. A F25 compde a parte superior do sitio. As cadeias laterais da F25 e da Y164
estdo paralelamente dispostas respectivamente acima e abaixo da base nitrogenada
uridina, em uma espécie de empacotamento do tipo empilhamento semelhante ao
observado com as bases nitrogenadas do DNA. Interacdes de hidrogénio sdo
observadas entre os O2 e O4 da base nitrogenada com os nitrogénios da cadeia
principal da F25 e Y164 respectivamente, ¢ também entre o N3 da base com o
oxigénio da cadeia principal da Y164, mantendo o UDP firmemente ligado a proteina

(figura 11-4.16 A-C).
A

Figura I1-4.16: Regido de ligacdo ao ribonucleotideo UDP. A) Detalhe da regido de ligagdo ao
UDP. B) Regido de ligagdo ao UDP, mapa de densidade eletronica (2Fo-Fc) contornando a 1c. C)
Superficie potencial do bolsdo de ligacdo ao UDP mostrando disposi¢do de cargas.

Os residuos K111 e K125 fazem interagdes de hidrogénio com os oxigénios do
grupamento fosfato (figura 11-4.16 A-C), a representacdo da superficie potencial

mostra uma grande regido positiva formada por esses dois residuos juntamente com
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os nitrogénios da cadeia lateral da R23, permitindo interacdo com os grupos fosfatos
negativamente carregados do UDP (figura I1-4.16 C).

Um dos possiveis papéis para esse nucleotideo na estrutura da Xylellaina
seria o seu envolvimento no direcionamento e estabilizacdo da pré-regido. Nas pro-
catepsinas com estrutura resolvida a pro-regido é consideravelmente mais longa que
a Xylellaina, formando uma espécie de “grampo”, com a sua parte central localizada
sobre o sulco formado pelos dominios L e R, assim o sitio ativo da enzima fica
completamente obstruido (figura I11-4.14). Nessas estruturas, o PBL atua fechando a
por¢do N-terminal da pré-regido proxima ao sitio ativo, através de interagdes com a
superficie da proteina, enquanto do outro lado a pro-regido estd covalentemente
ligada. Com esse mecanismo, esse grampo esta firmemente ligado a proteina
mantendo a mesma na sua configuragdo inativa. Na estrutura cristalografica da pro-
catepsina X, que da mesma maneira que a Xylellaina ndo possui essa regido N-
terminal longa como as demais procatepsinas, um interessante mecanismo conecta a
porcdo N-terminal do pré-dominio com a proteina (figura II-4.17A). Nessa proteina,
a cisteina catalitica (C31), presente na hélice a2, forma uma ligagdo de dissulfeto
com a pro-regido (C28p), a qual mantém a mesma ligada ao sulco formado entre os
dominios L ¢ R, compensando o efeito da perda da por¢cdo N-terminal comum a
grande maioria das pro-catepsinas. A pro-regido da Xylellaina de maneira
semelhante a procatepsina-X, também ndo faz interagdo com o PBL (figura II
3.17A), a sobreposicdo das duas estruturas mostra que em Xylellaina a posi¢do
semelhante a C28p da catepsina ¢ ocupada pela G14, o que exclui alguma interagdo
direta com a cisteina catalitica. Entretanto a localizagdo do UDP na regido aonde o
N-terminal da Xylellaina faz uma curva para entrar no sulco do sitio ativo (figura II
3.17A), somada a intensa relacdo do ribonuclotideo com a proteina torna essa regiao
menos flexivel. Esse sitio de ligacdo ao ribonuclotideo poderia entdo impedir um
grande deslocamento de todo o segmento anterior, funcionando como mecanismo

compensatorio para a perda da regido N-terminal comum as catepsinas.
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Figura I1-4.17: Superficie da Xylellaina com sobreposiciao da pro-regido da pré-catepsina X e da
Xylellaina. A) Representacdo em cartoons mostra pro-regido das duas enzimas, preto a pro-catepsina
e vermelho a Xylellaina. Interagdes entre o UDP e as cadeias laterais dos aminoacidos formam o
bolsdo de ligacao ao UDP. Ligacao de dissulfeto entre a C28P com a C31 ¢ mostrada em “sticks”. B)
Detalhe do posicionamento do nucleotideo na regido de onde a por¢ao-terminal faz uma curva
(amarelo).

Marcadamente as cisteino proteases da familia papaina apresentam atividade
de endopetidases, algumas excecdes a essa regra geral podem ser explicadas por
alguns elementos estruturais caracteristicos como o “loop” de oclusdo na catepsina B
e mini “loop” na catepsina X, que conferem a estas, atividade de endo e exopeptidase
(Musil et al, 1991, Illy et al., 1997, Nagler et al, 1999, Klemencic et al., 2000).

Os ensaios de atividade enzimatica da Xylellaina (Prof. Dr. Flavio Henrique
Silva, comunicagdo pessoal) mostram que essa enzima possui uma pequena atividade
de exopeptidase. Na estrutura da Xylellaina dois “loops” sdo observados na
extremidade S’ do sulco de ligacdao ao substrato, o “loop” S* (D128-A144) e o mini
“loop” S* (V195-L200). A sobreposicdo das estruturas da catepsina B com a
Xylellaina mostra que os pontos de inser¢ao do “loop” S’ sdo compativeis com as do
“loop” de oclusdo da catepsina B, porém na xylellaina esse ¢ mais curto (17
aminoacidos contra 21 da catepsina B) e ocupa uma posicdo aberta e proxima ao

dominio-R (figura II 3.17). Com isso essa estrutura forma uma espécie de extensdo
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acima do sulco de ligagdo ao substrato, enquando no caso de catepsina B o “loop” de
oclusdo esté voltado para dentro do sulco. Ja o mini “loop” S’esta em posi¢cdo oposta,
proximo ao sitio S’(figura II 3.17).

As estruturas cristalograficas da catepsina B de rato (Jia et al., 1995) e da
Humana (Turk et al., 1995), complexadas com inibidores irreversiveis, mostram que
duas histidinas sequenciais (HI111 e H112) presentes no “loop” atuam como
aceptores negativos no sitio S2’ (figura I1-4.18), sendo aptas a receber o carboxilato
do residuo C-terminal P2’, auxiliando na atividade de exopeptidase. Um mecanismo
semelhante pode ser observado na estrutura da catepsina X. Um pequeno “loop” de 4
aminoacidos inserido ap6s a Q22, posiciona a H23 em uma regido proxima ao sitio
S2’ (figura 1I-4.18), que por um mecanismo de rotag¢dao ao longo do carbono beta da
H23 posiciona a mesma em uma orientacdo idéntica a HI11 da catepsina B
(Klemencic et al., 2000), permitindo assim a atividade de exopeptidase. As
sobreposi¢des também mostram que a estrutura do mini “loop” S’ da estrutura da
Xylellaina encontra-se proxima da por¢do final do “loop” de oclusdo, com a R128
com sua cadeia lateral voltada para o interior sitio S1°, posi¢do proxima a localizagao
da H111 da catepsina B.

Como a grande maioria das cisteino proteases, a Xylellaina mostra atividade
endopeptidase (Nogaroto et al, 2006), sendo caracterizado uma pequena atividade de
exopeptidase até o momento. A presenca desses dois loops ndo conservados e
proximos a regido do sitio ativo sugere que os mesmos podem estar relacionados
com a interacao com o substrato. Um rearranjo do “loop” S’ poderia trazer o mesmo
a uma conformacdo semelhante a do “loop” de oclusdo presente em catepsina B.
Embora nenhum residuo de histidina seja encontrado na sequéncia do “loop” S’
alguns residuos carregados como acido glutdmico e arginina estdo presentes nesse
loop, em especial a R134 poderia ter um papel semelhante as H111 da catepsina B e
a H23 na catepsina X. Novos ensaios enzimaticos serdo realizados com a Xylellaina
para confirmar essa atividade de exopeptidase, e experimentos de mutagénese

poderao confirmar o papel desses loops na referida atividade da enzima.
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Figura 11-4.18: Representacio de linhas dos carbonos a da Xylellaina (vermelho) e a
sobreposicdo dos “loops” de oclusiao das estruturas cristalograficas da catepsina B (verde)
e K (magenta). Em destaque regides de “loops” pouco conservadas dentro das cisteino protease.
Em azul, “loop” S” e Mini “loop” S” presentes na estrutura da Xylellaina; em verde “loop” de
oclusdo caracteristico da catepsina B; em magenta mini “loop” da catepsina K. Histidinas
envolvidas na atividade de exopepidase das enzimas catepsina B e K sdo representadas em
“sticks”.

Consideracgoes finais.

As cisteino proteases tém se mostrado como enzimas envolvidas direta ou

indiretamente em varios processos de patogenicidade, isso chama a atencdo dessas
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enzimas como alvos promissores para o planejamento racional de compostos
seletivos contra essas enzimas.

A bactéria X. fastidiosa ¢ causadora de doencas economicamente importantes,
acarretando grandes prejuizos aos agro negocios. Mesmo apds o seqiienciamento
completo do genoma da bactéria muito pouco ainda se sabe sobre os seus
mecanismos moleculares de patogenicidade, além disso, um combate eficiente ao
patogeno ainda ndo ¢ conhecido, sendo importante a realizagdo de estudos que gerem
alguma perspectiva de controle desta praga.

Recentemente o grupo do Prof. Dr. Flavio Henrique Silva, identificou e
caracterizou uma cisteino protease (denominada Xylellaina) desse fitopatégeno. As
analise iniciais mostram que essa proteina ¢ diferencialmente expressa na cepa
patogénica de X. fastidiosa, sendo ausente ou pouco expressa na cepa nao
patogénica. Considerando que esta proteina pode ter participagdo no
desenvolvimento e patogenicidade desta doenga, a busca de inibidores seletivos
através do planejamento racional de fArmacos e/ou uso de moléculas com potencial
inibidor pode contribuir para o desenvolvimento de mecanismos de combate a este
patogeno.

A proteina Xylellaina ¢ a quarta proteina da bactéria X. fastidiosa com
estrutura resolvida, e apresenta algumas caracteristicas estruturais interessantes e
pouco usuais dentro da familia de cisteino proteases da papaina.

A estrutura resolvida da Xylellaina mostrou que essa janela aberta de leitura
depositada na verdade trata-se de uma forma inativa ou menos ativa, uma “pro-
Xylellaina”. Uma regido ndo estruturada de aproximadamente 37 aminoacidos
funciona como um inibidor da atividade da enzima ligando-se ao longo de quase
metade da proteina, obstruindo o sitio ativo da enzima. A pré-regido estd posicionada
sobre o sitio ativo de uma maneira inversa ao esperado para a posicao do substrato,
produzindo assim uma orientacdo ndo produtiva impedindo a auto catalise da pro-
regido da enzima. Um intrigante nucleotideo di fosfatado (UDP) parece direcionar e
estabilizar essa pro-regido proxima ao sitio de ligacao ao substrato. Alguns mutantes
pontuais envolvendo residuos chave dessa interagdo UDP-Xylellaina foram
construidos apos a resolu¢do da estrutura e ensaios estdo sendo realizados para

confirmar importancia do mesmo na estrutura da proteina.
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Outra caracteristica interessante observada ¢ a presenca de dois pequenos
loops proximos a por¢ao S” da proteina. Pelo menos um desses loops esta em uma
posicao semelhante ao “loop” de oclusdo presente em catepsina B, essa estrutura esta
diretamente ligada a presenca de atividade exopeptidase dessa enzima. No caso da
Xylellaina uma pequena atividade exopeptidase foi observada durante os
experimentos de atividade enzimatica. Novos ensaios enfatizando essa atividade
exopeptidase serdo realizados para confirmar esses dados preliminares. Um residuo
de histidina ¢ diretamente relacionado com a atividade exopeptidase tanto na
estrutura da catepsina B quanto em catepsina X, embora o “loop” S” da Xylellaina
nao apresente histidinas em sua seqiiéncia de aminodcidos, um residuo de arginina
poderia substituir essa histidina, conferindo a essa enzima uma -caracteristica
interessante.

Novos experimentos estdo em andamento para confirmar algumas das
observagoes apontadas pela estrutura cristalografica. Esses experimentos juntamente
com a estrutura cristalografica da enzima trardo novas informagdes sobre o papel
bioldgico dessa enzima e a sua possivel relacdo com a patogenicidade da X

fastidiosa.
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Colaboragoes realizadas durante o periodo do doutorado.

Dentro desse apéndice econtra-se de maneira resumida as
colaboragdes em outros trabalhos realizados durante o periodo
do doutorado. Dois trabalhos foram realizados durante esse
periodo. O primeiro foi a determinacdo da estrutura
cristalografica de uma proteina de ligagdo a odores “Odorant
Binding Protein” de Aedes aegypti, ¢ o segundo foi a
determinagdo de parametros cinéticos e da estrutura
cristalografica de uma Glioxalase II da bactéria Salmonela
tiphymurium. O primeiro trabalho esta em fase de finalizagdo
do artigo para submissdo a revista “Acta crystalographica F”. O
trabalho com a Glioxalase II estd com a estrutura
tridimensional da proteina depositada no banco de dados PDB
(codigo acesso 2QED) e artigo aceito para publicagdo na
revista “Biochemistry”.
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1- Estudos Estruturais de uma Proteina de ligacdo a moléculas

odorificas (Odorant Binding Protein — OBP) de Aedes aegypti.

A transmissdo do virus da dengue e também da febre amarela ao hospedeiro
vertebrado dentro do ciclo de vida da doenca ¢ realizado por mosquitos da espécie
Aedes aegypti. Os principais paises endémicos sdo localizados na africa tropical e na
américa do sul.

Feromoénios e moléculas odoriferas sao importantes sinais quimicos para a
vida dos insetos. Isso pode ser comprovado pela existéncia de um sistema
extremamente especializado de recepcao, trasnporte e degradagdo, que auxiliam os
insetos a encontrar alimento, localizagdo do parceiro sexual, sitios de ovoposi¢do
entre outros. Alguns grupos de proteinas em especial como: os recepetores de odores
(ORs); as proteinas de ligagdao a odores (OBPs); e as enzimas de degradagdo de
odores (ODEs) desempenham um importante papel na recepgdo, transporte,
localiza¢do e degradacdo dessa moléculas sinalizadoras essenciais para a vida dos
insetos.

Dados experimentais sugerem que essas proteinas sdo capazes de ligacao
seletiva a compontos fisiologicamente importantes, permitindo o transporte de
substancias hidrofobicas através do meio aquoso presente na linfa dos orgdos
olfativos, bem como a sua liberagdo proxima aos receptores odoriferos (ORs) ligados
as membranas celulares. Dados bioquimicos e estruturais mostram que um
mecanismos pH dependente ¢ responsavel pela liberacdo/captacdo dessas moléculas
odoriferas.

O conhecimento da estrutura tridimensional dessa enzima pode conduzir a
abordagens para a utilizagdo dessa proteina como um alvo no planejamento de novas
entidades quimicas com potencial de prevencao ou combate a esses insetos.

A resolucdo da estrutura da proteina de ligacdo a odores de A. aegypti,
AaegOBP (4. aegypti Odorant Binding Protein) faz parte de uma de colaboracao de
nosso laboratorio com o Prof. Dr. Walter Leal, Department of Entomology
University of California-Davis.

Os trabalhos envolveram a cristalizagdo da proteina através da metodologia

de difusdo de vapor; coleta e processamento de dados de difracdo de raios-X no
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Brookhaven National Laboratory -Upton, NY, resolug¢do e refinamento da estrutura

até a resolucdo de 1,95A. Os pardmetros e as estatisticas de coleta e processamento

de dados sdo resumidos na tabela AIII-1.1.

Tabela AIII-1.1: Estatisticas de coleta dados, processamento e refinamento.

Conjunto de dados X12C - BNL
Grupo espacial P2,
Cela a, b,ec(A) 34.37,47.93,69.12
unitaria B () 96.58
Comprimento de onda (A) 0.9
Resolucio (A) 50.00 (1.95)
Rierge (%0) 9.4 (38.6)
Ils (1) 17.8 (4.5)
Completeza (%) 100 (100)
Redundéncia 7.2 (7.5)
N°.de reflexdes observadas 126447
N°. de reflexdes tinicas 17789
Refinamento
Nimero de atomos 2337
Rwork/Rfree ((%3) 16/22
Angulos de ligacées (°) 1.633
r.m.s.d.
Comprimento de ligacdes (A) 0.018
Ramachandran Mais favoraveis 91.8
plot (%/No.) Regido adicional 8.2

Numeros entre parénteses representam a camada de resolucio mais externa (1.87 - 1.95A)

Nesse trabalho a estrutura da AaegOBP1 foi determinada até a resolucgao de
1.95 A pela metodologia de substituicio molecular. A estrutura compartilha
enovelamento semelhante as OBP de inseto, composta por seis a-hélices conectadas
por trés ligacdes de disulfeto (figura AIII-1.1). Uma longa molécula, compativel com
polietilenoglicol (PEG) foi encontrada ligada ao bolso de ligagdo do substrato de
duas moléculas presentes na unidade assimétrica (figuras AIIl-1.2 A-C). Ensaios de
espectrometria de massa com cristais da proteina dissolvida ndo apontaram qualquer

outra substancia presente em quantidades aceitaveis.
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Figura AIII-1.1: Representagido em “cartoons” do monémero AegOBP1. Estrutura comum
as OBP’s pode ser observada pela presenca de 6 hélices-a (verde) conectadas por 3 ligacdes de
dissulfeto. O interior das hélices é composto por residuos hidrofébicos, formando um bolsdo
hidrofébico. A por¢do C-terminal (esfera vermelha) esta inserida dentro do bolsdo. N-terminal ¢
assinalado com uma esfera azul.

Uma caracteristica observada para essa proteina, bem como para a homdloga
em Anopheles gambiae, é que a por¢do C-terminal da proteina estd localizado dentro

do bolso de ligac¢ao ao substrato.

Figura AIII-1.2: Representacio em “cartoons” do dimero da AaegOBP. A) visdo superior
mostrando o canal formado pelas cadeias A e B. B) Mesma orientagdo da figura A com a longa
molécula de PEG atravessando completamente os dimeros. C) Visdo lateral do dimero formado
pelas cadeias A e B da AaegoOBPlcom PEG atravessando completamente os dimeros. Mapas
de densidade eletronica (2Fo-Fc) contornado a 1 sigma ao longo da molécula de PEG
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Uma intensa rede de interacdes de hidrogénio principalmente entre oxigénios
de residuos de acido glutdmico com nitrogénios de argininas ou lisinas mantém o C-
terminal preso a estrutura. A diminui¢cdo do pH, semelhante a que ocorre proximo a
membrana de ligagdo aos receptores odoriferos, poderia causar a protonacdo dos
residuos dessa regido, liberando o C-terminal e o contetido presente dentro do bolsdo

de ligacao do substrato.
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2- Estudos Estruturais de uma Glyoxalase Il de Salmonela

tiphymurium.

Metilglioxal (MG) ¢ um composto cito toéxico e mutagénico formado
primariamente como produto do metabolismo de carboidratos e lipidios. Em E. coli,
a sintese endogena de MG ocorre quando existe um desequilibrio durante a gliocolise
para a formagao de piruvato a partir de gliceraldeido 3-fosfato (PGAL). MG ¢ capaz
de modificar bases do DNA e residuos de proteinas conduzindo a degradacao dessas
moléculas seguida de apoptose celular. O maior meio de protegdo contra o MG ¢ a
sua reacdo espontdnea com glutationa, seguido da detoxificagdo via sistema
glioxalase. Esse sistema esta presente em diferentes organismos, ¢ consiste de duas
enzimas: glioxalase 1 (lactoil glutationa metilglioxalase liase — GLX1) e glioxalase 2
(hidroxi acil glutationa hidrolase — GLX2). Dentro do metabilismo da glioxalase os
o-ceto aldeidos aromaticos e alifdticos como o metil glioxal reagem
espontaneamente com a glutationa para formar tio-hemioacetal. A GLXI catalisa a
isomerizagdo desse tio-hemioacetal para produzir derivados S-(2-hidroxiacil)-
glutationa A GLX2 hidrolisa esses derivados S-(2-hidroxiacil)-glutationa para
regenerar a glutationa e liberar hidroxi-acidos que ndo apresentam efeito deletério no
organismo.

GLX1 ¢ uma metalo-enzima bem descrita, que requer um ion metalico
divalente para sua atividade. Considerando-se a sua similaridade seqiiencial e
estrutural, a familia GLX1 pode ser dividida em enzimas Zn(II) e Ni(II) dependentes.
Estudos estruturais mostram que a seletividade dos metais ¢ finamente regulada por
elementos presentes na estrutura da proteina. GLX2 também ¢ uma metalo-enzima,
porém com algumas diferencas ndo completamente elucidadas. Estudos bioquimicos
e estruturais mostram que dois ions metalicos divalentes sdo necessarios para a
completa atividade da enzima. Nos estudos descritos até o presente momento formas
GLX2 com presenga de Ferro, Zinco e Manganés, em seus sitios metalicos t€m sido
reportadas.

GLX2 ¢é um dos muitos membros da familia das metalo-beta-lactamases,
apresentando o enovelamento caracteristico af/Ba,. capaz de ligar até dois ions

metalicos em seu sitio ativos. Metalo-beta-lactamases da mesma familia da GLX2
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sdo caracterizadas como enzimas Zn dependentes, com alguns exemplos de enzimas
Fe dependentes. Esse mecanismo de seletividade nao ¢ completamente
compreendido até o presente momento, porém uma rede formada por residuos de
aminodcidos ao redor do sitio ativo parece estar diretamente ligada a essa
seletividade, formando uma estrutura denominada segunda esfera de coordenagao.

GLX2 existe como varias 1So-enzimas nos eucariotos, € sua atividade tem
sido demonstrada tanto no citosol como no interior das mitocondrias, sugerindo um
papel fisiologico mais importante do que a GLX1.

Diferentes patégenos como Salmonella ¢ Brucella, quando sdo fagocitados
por macrofagos, utilizam-se do sistema glioxalase como defesa ao mecanismo de
destrui¢do celular gerado pelo fagolisosomo.

Apds o sequenciamento do genoma da Salmonella enterica sorotipo
typhimurium foi observado que essa bactéria possui em seu genoma somente uma
janela aberta de leitura para a enzima GLX2, enquanto a GLX1 apresenta trés genes
codificados nos genoma. Essa caracteristica ndo ¢ observada na maioria das bactérias
aonde um Unico gene para cada enzima ¢ comumente encontrado. A fim de elucidar
o mecanismo de seletivadade da enzima para os diferentes metais, bem como para
aumentar o conhecimento dessa classe de enzimas, foi entdo realizado um estudos
bioquimico e estrutural da GLX2 de S. typhimurium.

A determinacdo da estrutura cristalografica da enzima Glioxalase II (GloB)
foi realizada através de colabora¢do de nosso laboratério com a doutoranda Valéria
Campos Bermudez e seu orientador o prof. Dr. Alejandro Vila, do Instituto de
Biologia Molecular e Celular de Rosario, da Universidade Nacional de Rosario,
Argentina.

Resumidamente o trabalho realizado em nosso laboratério envolveu a
cristalizacdo da proteina através da metodologia de difusdao de vapor; coleta e
processamento de dados de difracdo de raios-X, resolugdo e refinamento da estrutura
até a resolugio de 1,45 A. Os pardmetros e as estatisticas de coleta e processamento

de dados sdo resumidos na tabela AII1-2.1.
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Tabela AIII-2.1: Estatisticas de coleta dados, processamento e refinamento.

Conjunto de dados Anodo rotatério LNLS
Grupo espacial P2, P2,
Cela a, b,ec(A) 44.13, 58.37, 54.76 43.37,57.17,53.9
unitaria B () 112.08 111.90
Comprimento de onda (A) 1.541 1.427
Resolucio (A) 50.76 (1.67) 14.4 (1.45)
Ruerge (%) 5,7 (32) 7,3 (31,6)
Il's (I) 9.2 (2.3) 6.7 (1.9)
Completeza (%) 98.3 (88.9) 99.9 (99.9)
Redundéincia 4.8 (4.5) 54(5.2)
N°. de reflexdes observadas 142464 235043
N°. de reflexdes unicas 29723 43405
Refinamento
Nuimero de Atomos 2670
Ryorid Riree (%0) 15.7/17.8
Angulos de ligacdes (°) 0.930
rms.d.  Comprimento de ligacdes 0.005
A) '
Mais favoraveis 91.4/202
R;:z ?E},};Ill\?ol:?n Regido adicional 8.1/18
Regido generosamente permitida 0.5/1

Numeros entre parénteses representam a camada de resolucio mais externa (1.53 - 1.45 A)

Glyoxalase II (GLX2) ¢ uma enzima hidrolitica que faz parte do sistema
glioxalase, que ¢ responsavel pela detoxificacdo de varios compostos citotoxicos
utilizando glutationa como um dos substratos. A estrutura determinada apresenta
enovelamento caracteristico da familia das metallo-beta-lactamases (figura AlIll-2.1),
com um motivo conservado capaz de ligar até dois metais (figuras AIIl-2.2 A e B).
Maior parte dos membros dessa familia ¢ constituida como hidrolases zinco
dependentes. Todavia, varias GLX2 de eucariotos t€ém sido caracterizadas com
diferentes taxas de ferro, zinco € manganés em seus centros metalicos. A GLX2 de S.
tiphymurium recombinante apresentada atividades similares, quando expressas em
meio minimo suplementado com os metais especificos. Todavia os experimentos de
NMR e EPR mostram que a GLX2 de S. tiphymurium expressa em meio de cultivo
LB apresenta predominantemente ferro em seu centro metalico, com proporcoes
menores de manganés e zinco. Essa caracteristica indica certa flexibilidade do sitio
de acomodar os metais acima citados sem significativas quedas na eficiéncia da

enzima.
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Figura AIII-2.1: Representacio em “cartoons” da estrutura cristalogriafica da glioxalase I1
de 8. tiphymurium Esferas representam o ferro, ligado ao sitio de ligagdo aos metais (“sticks™).

Uma inspe¢do detalhada na segunda esfera de ligagdo ao redor do sitio
metalico mostra novas caracteristicas desse sitio de ligacdo que pode direcionar a
selecao metal ligado ao sitio. Um residuo D11, na segunda esfera de ligagao,
fortemente coordenado a H165 aumenta a rigidez desse sitio, favorecendo assim a

entrada o ion ferro nessa posi¢ao do sitio metalico.

B R136

l K 165 C Hito

D11 .D 27' W
d:é e E139
B

H53

Figura AIII-2.2: Detalhe do sitio de ligacdo aos metais e da segunda esfera de coordenacio.
A) Mapas de densidade eletronica (2fo-fc) contornados a 1o ao redor dos residuos que formam o
sitio de ligacdo ao substrato. B) Detalhe da segunda esfera de coordenacdo (“sticks” rosa)
coordenando o sitio de ligagdo ao metal (cinza). Duas aguas completam a coordenacdo dos
metais.
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Apéndice IV

Artigo publicado na revista “Biochemistry”.

Dentro desse apéndice econtra-se o artigo aceito para
publicag@o na revista “Biochemistry”, intitulado “Biochemical
and Structural Characterization of Salmonella typhimurium
glyoxalase II: New insights in metal ion select”. Esse trabalho
foi realizado em colaboragdo com a doutoranda Valéria
Campos Bermudez e o prof. Dr. Alejandro Vila, Instituto de
Biologia Molecular y Celular de Rosario — Argentina.
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Biochemical and Structural Characterization of Salmonella typhimurium Glyoxalase
II: New Insights into Metal Ion Selectivity "'

Valeria A. Campos-Bermudez§ Ney Ribeiro Leite, Renata Krog,! Antonio J. Costa-Filho,- Fernando C. Soncini$
Glaucius Oliva,! and Alejandro J. Vila®$
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Estrutural and Grupo de Biofisica Molecular Sérgio Mascarenhas, Instituto de Fisica de Sao Carlos,
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ABSTRACT: Glyoxalase 11 is a hydrolytic enzyme part of the glyoxalase system, responsible for detoxifying
several cytotoxic compounds employing glutathione. Glyoxalase 11 belongs to the superfamily of metallo-
f-lactamases, with a conserved motif able to bind up to two metal ions in their active sites, generally
zine. Instead, several eukaryotic glyoxalases 1T have been characterized with different ratios of iron, zine,
and manganese ions. We have expressed a gene coding for a putative member of this enzyme superfamily
from Salmonella tvphimurium that we demonstrate, on the basis of its activity, to be a glyoxalase II,
named GloB. Recombinant GloB expressed in Escherichia coli was purified with variable amounts of
iron, zinc, and manganese. All forms display similar activities, as can be shown from protein expression
in minimal medium supplemented with specific metal ions. The crystal structure of GloB solved at 1.4 A
shows a protein fold and active site similar to those of its eukaryotic homologues. NMR and EPR
experiments also reveal a conserved electronic structure at the metal site. GloB is therefore able to
accommodate these different metal 10ons and to carry out the hydrolytic reaction with similar efficiencies
in all cases. The metal promiscuity of this enzyme (in contrast to other members of the same superfamily)
can be accounted for by the presence of a conserved Asp residue acting as a second-shell ligand that is
expected to increase the hardness of the metal binding site, therefore favoring iron uptake in glyoxalases

1L

Methylglyoxal is a cytotoxic and mutagenic compound that
is formed primarily as a byproduct of carbohydrate and lipid
metabolism (1, 2). In Escherichia coli, endogenous meth-
ylglyoxal synthesis occurs when there is an imbalance
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between the rates of the lower segment of glycolysis, from
glyceraldehyde 3-phosphate (PGAL)' to pyruvate, and the
pathways generating dihydroxyacetone phosphate and PGAL
(3, 4). Methylglyoxal is able to modify DNA and protein
residues, leading to the degradation of these essential
components and subsequent apoptosis of the cells (5). The
major means of protection against this harmful compound
relies on its spontaneous reaction with glutathione, followed
by detoxification through the glyoxalase system (Figure 1).
The glyoxalase system consists of two enzymes, glyoxalase
T(GLX1, EC 4.4.1 5, lactoylglutathione methylglyoxal lyase)
and glyoxalase 1T (GLX2; EC 3.1.2.6, hydroxyacylglutathione
hydrolase) (1, 3). Aromatic and aliphatic a-keto aldehydes
such as methylglyoxal react spontaneously with glutathione
to form thiohemiacetals, and GLX]1 catalyzes the isomer-
ization of this thiohemiacetal to produce S-(2-hydroxyacyl)-
glutathione derivatives (6—8). GLXZ2 hydrolyzes S-(2-
hydroxyacyl)glutathione derivatives to regenerate glutathione,
thus releasing harmless hydroxyacids (Figure 1) (3).

The glyoxalase system is present in different organisms,
and so far, a series of studies on their constituent enzymes
have revealed conserved structural features. GLX1 is a well-
described metalloenzyme that requires one divalent metal
ion in its active site essential for its activity (6—8). Despite
a large sequence and structural similarity among the GLX1
family from different sources, they can be divided into

© xxxx American Chemical Society
Published on Web 09/01/2007

PAGE EST: 10.1

147



Apéndice IV

B Campos-Bermudez et al.

i e i 7
R—C—CmH <\ R—C—cm—s0
|
H
GLXi

OH O H0 GsH OH O

0 Il
R—C—C—SG&-Z R—C—C—0O
| GLX2

H H

FIGURE 1: Mechanism of the glyoxalase system. The major means
of protection against methylglyoxal is the spontaneous reaction of
this compound with glutathione to form the hemithiolacetal,
followed by detoxification by the glyoxalase system, leading to
the production of D-lactate.

Zn(Il)-dependent and Ni(II)-dependent enzymes. It has been
shown that the metal ion selectivity within different GLX1
family members is finely controlled by the protein structure
(6—9). GLX2 is also a metalloenzyme, but with quite
different (and less explored) features in this respect. The first
crystal structure available for a GLX2 was that of the human
variant, reported as a dizinc enzyme, despite the observation
of a nonnegligible iron content in the same sample (/0).
Later, other eukaryotic GLX2 enzymes were isolated and
characterized in their zinc, iron, and manganese forms (//—
14), since they are usually expressed in E. coli as mixed
metal forms. While all these metal derivatives seem to be
equally active, the in vivo metal requirements of these
enzymes are still obscure.

GLX2 is one of many members characterized to date of
the metallo-f3-lactamase superfamily (/5, 16). Proteins
belonging to this superfamily are characterized by the
presence of an a3/fo. fold and a conserved motif able to
bind up to two metal ions in their active sites (/7, /8).
Metallo-f3-lactamases and other hydrolases from the same
superfamily (such as phosphodiesterase, acyl-homoserine-
lactone lactonase, methylparathion hydrolase, and alkylsul-
fatase) (/9—24) are zinc-dependent enzymes, while the
terminal oxidase rubredoxin:oxygen oxidoreductase from
Desulfovibrio gigas (ROO) is a diiron enzyme (25). In this
respect, GLX2, despite exhibiting the same coordination
sphere displayed by other hydrolases of the superfamily, has
been an outstanding exception regarding the metal ion
dependence.

GLX2 exists as multiple isoenzymes in eukaryotes. GLX2
activity has been found both in the cytosol and in the
mitochondria (26—28), suggesting a more complex physi-
ological role than that of GLXI. In contrast, most bacteria
sequenced up to date harbor a single gene copy of each of
these enzymes (http://biocyc.org). Salmonella enterica se-
rovar Typhimurium constitutes an exception to this common
rule (29). While it harbors only one open reading frame
coding for a GLX2 enzyme (STMO0261 or g/oB), three
putative GLX1 enzymes are encoded in this pathogen’s
genome, including STM0235 (yaeR) and STM 1435 (gloA),
both present also in other S. enterica serovars. It also includes
STM3117, a gene located in a putative pathogenicity island
present only in some Sa/monella serovars, such as Choler-
aesuis and Enteritidis, that encodes a virulence factor (30).
Different intracellular pathogens, such as Salmonella and
Brucella, when internalized by macrophages, employ this
detoxifying system as a defense mechanism to the accumula-
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tion of methylglyoxal generated in the phagolysosome (37,
32).

We report here the biochemical, structural, and biophysical
characterization of GloB, the GLX2 from the pathogen
Salmonella typhimurium. We have found that this bacterial
enzyme can also employ different metal cofactors such as
Fe(Il), Fe(1ll), Zn(Il), and Mn(lI) to give rise to active forms,
though with a clear predominance favoring iron ions. The
iron form shares some spectroscopic features reported for
eukaryotic homologues. On the basis of the high-resolution
crystal structure of this enzyme, we also propose a rationale
for the selectivity for iron of GLX2, based on the presence
of conserved amino acid residues at the second shell around
the metal binding sites. This preference for the iron form of
the Salmonella enzyme, when compared to the recently
characterized GLX2 from E. coli enzyme (33) in its di-Zn-
(II) form, could be related to its role in pathogenicity.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

General Information. S-pD-Lactoylglutathione (SLG) was
purchased from Sigma-Aldrich. All chromatographic steps
were performed on an Amersham Biosciences liquid chro-
matography system operating at 4 °C. Metal standards were
purchased from Fisher Scientific and were diluted with
distilled water. All other chemicals used in this study were
purchased commercially and were of the highest quality
available.

Gene Amplification and Cloning. STM0261 (g/0B) was
PCR amplified from S. enterica serovar Typhimurium
14028s chromosome as previously described (34), using the
primers 026 INTF (5-ATCGGATCCATGAATCTTAACAG-
TATTCCCGCG-3") and 0261CTR (5-ATGCCTCGAGAA-
GCTTTCAGAACGTGTCTTTCTTTGAC-3"), which in-
clude a BamHI and an X#ol restriction site at the 5" and 3
ends of the fragment. The amplified 700 bp gloB PCR
fragment was purified from a 2% agarose gel using a Qiaex
(Qiagen) band purification kit and cloned between the BamHI
and Xhol restriction sites in the pKP cloning vector (a
derivative of the pBluescript II vector, Stratagene). The gloB
sequence was determined from the resulting plasmid pKP-
gloB. gloB was then cloned into a pET32a(+) expression
vector (Novagen), generating plasmid pET32-gloB. The
plasmid was finally introduced into XL1-blue E. coli cells
by electroporation using a Bio-Rad apparatus following the
manufacturer’s recommendations. This cloning strategy
resulted in the addition of six extra residues to the N-terminus
of GloB.

Protein Quverexpression and Purification. The GLX2
(GloB) from S. typhimurium recombinantly produced in E.
coli was used for this study. Overexpression and purification
were performed using the pET32-gloB vector. This system
yields high-level expression of the recombinant GloB protein
sequence fused by its N-terminal end to the cleavable Trx-
Tag thioredoxin protein and the His*Tag sequence.

Optimal induction conditions for the expression of GloB
protein were achieved using isopropyl f-p-thiogalactoside
(IPTG) or lactose as the inductor agent, and different
temperatures of induction were attempted. Optimal overex-
pression of the fusion protein was achieved by inducing a
BL21-(DE3)pLysS’ E. coli culture at ODggy 0.4—0.6 with
0.5 mM IPTG and growing it for 4 h at 30 °C.
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In a typical protein preparation, a 2 L BL21-(DE3)pLys3’
E. coli culture was grown in LB medium (Sigma) and
induced as described above. The bacteria were harvested by
centrifugation and resuspended mn 50 mM Tris—HCI, pH 8.0,
1 mM phenylmethanesulfonyl fluoride, 0.01 mg/ml. DNAse,
and 5 mM MgCl,. Sonication was performed four times for
30 s followed by ultracentrifugation at 100000g. The bacterial
lysate was applied to a column of Ni-agarose (Qiagen). After
washing with 50 mM Tris—HCI, pH 8.0, 300 mM NacCl,
and 20 mM imidazole, the fusion protein was eluted with
50 mM Tris—HCL, pH 8.0, 300 mM NaCl, and 250 mM
mmidazole. The fusion protein was diafiltrated using an
Amicon concentrator to exchange to the bufter needed for
the enterokinase digestion (50 mM Tris—HCL, pH 8.0, 10
mM CaCly). The sample was then incubated with 50 units
of enterokinase protease (EKmax, Invitrogen) for 2 h at 20
°C, according to the manufacturer’s instructions. After the
digestion the sample was diluted 1:3 in 50 mM Tris—HCI,
pH 8.0, and loaded onto the Ni-agarose column. Trx+Tag
thioredoxin protein plus the His*Tag was bound to the resin,
whereas the pure GloB passed through it. Fractions with
GLX2 activity were pooled and dialyzed against 10 mM
4-morpholinepropanesulfonic acid (MOPS) and 0.2 M NaCl
at pH 7.2.

Minimal medium M9 was employed to produce selectively
metal-enriched enzyme species. The minimal medium con-
tained 4 g/l. D-(+)-glucose (Sigma), 12.8 g/l Na,HPO,-
TH,0, 3 g/l. KH,PO,, 0.5 g/I. NaCl, 1.0 g/, ammonium sul-
fate, 10 yM CaCl;, and 1 mM MgSQ,. Supplemental metal
ions were added from stock solutions of Fe(NH4)SO4, MnCl,,
or ZnCl, to reach a final concentration in the culture of 100
#M. The metal ions were added in the moment of the
induction, when the growth cultures reached an ODgyg of
0.6—0.8.

Protein Concentration. Enzyme concentrations were de-
termined by measuring the Aze0nm and using the extinction
coefficient €2g0um = 28 030 M~ ecm™. This parameter was
calculated from amino acid composition information by
applying a modified Edelhoch method (33).

Steady-State Kinetics. Steady-state kinetic parameters were
determined by measuring the initial rates of formation of
glutathione due to the hydrolysis of SLG m the presence of
200 M 5,5’-dithiobis{2-nitrobenzoate) (DTNB) at 412 nm
(€q120m = 13600 M cm™) as described in ref 36. The
concentration of SLG was varied from 18 to 1000 yM, and
the amount of enzyme was 100—200 nM. The measure-
ments were performed in a reaction volume of 300 xL of
10 mM MOPS, 0.2 M NaCl, pH 7.2, buffer, at 30 °Cin a
Jasco 550 UV—vis spectrophotometer. In the case of the
enzyme obtained from minimal medium the measure-
ments were performed with the addition of a 20 uM
concentration of the corresponding metal ion (iron, zinc, or
manganese) according to the metal form of the enzyme that
was being measured. The measurements were performed at
least in triplicate. Kinetic constants were determined by
fitting the data of initial rates to the Michaelis—Menten
equation.

Metal Analysis. The metal content of the GloB samples
was measured using atomic absorption spectroscopy in a
Metrolab 250 AA instrument. Purified enzymes were diluted
with 10 mM MOPS, pH 7.2, to a concentration of 30 uM
and analyzed for zinc, manganese, and iron. The metal
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content data presented in this paper represent an average from
at least three preparations of each growth condition.

Protein Crystallization and X-ray Diffraction Data Col-
lection. GloB purified from expression in rich growth
medium was concentrated to 8.0 mg/mL and screened against
Crystal Screen I and IT kits (Hampton Research) with the
hanging-drop vapor diffusion method at 4 and 18 °C
employing equal volumes of the reservoir solution and
protein. Small crystals were observed after two weeks at
4 °C in 0.1 M MES buffer, pH 6.5, 12% PEG 20 000. The
crystals were cryoprotected by addition of 20% ethylene
glycol to the reservoir solution.

An initial diffraction data set was collected to 1.7 A
resolution on a MAR345dtb image-plate detector using Cu
Ka radiation generated by a Rigaku Ultra-X 18 rotating
anode operating at 90 mA and 50 kV and focused using
Osmic mirrors. Other crystals from the same crystallization
batch were used to collect a 1.45 A resolution diffraction
data set at beamline MX1 in the Brazilian National Light
Source (LNLS) (37, 38). Diffraction data were integrated
and reduced with MOSFLM (39), and intensities were scaled
with SCALA from the CCP4 suite (40). Data collection
statistics are summarized in Table 3.

Structure Solution, Refinement, and Validation. The mo-
lecular replacement was performed with PHASER (41) using
the 1.7 A data set and a search model prepared with
Chainsaw (40) based on the crystal structure of 4rabidopsis
thaliana GLX2 (Protein Data Bank code 1XMS8) (13). The
S. tphimurium structure was modeled and rebuilt using
COOT (42), and refinement was carried out against the 1.45
A resolution data set using REFMACS (43) and PHENIX-
REFINE (44). The structure was validated using PROCHECK
(45), and the final data refinement statistics are shown in
Table 3. All pictures were created in PyMOL (46). The
coordinates and structure factors have been deposited in the
Protein Data Bank (accession number 2QED).

'H NMR Spectroscopy. NMR spectra were recorded on a
Bruker Avance IT 600 spectrometer operating at 600.13 MHz
at different temperatures, as indicated. *H NMR spectra were
recorded under conditions to optimize detection of the fast
relaxing paramagnetic resonances, using either the super-
WEFT pulse sequence (47, 48) or water presaturation.
Spectra were acquired over large spectral widths with
acquisition times ranging from 16 to 80 ms and intermediate
delays from 2 to 35 ms. 1D experiments with solvent
presaturation were used to record isotropically shifted signals
closer to the diamagnetic envelope. The samples in DO were
made by performing three or more dilution/concentration
cycles in an Amicon centrifugal filter device to a final
concentration of 1.3 mM. The samples were then loaded into
Wilmad 5 mm tubes for NMR.

Electron Paramagnetic Resonance Spectroscopy. X-band
(9.5 GHz) EPR spectra were measured on a Bruker ELEX-
SYS E580 system (Bruker BioSpin, Germany) at 4.7 and
31 K. The temperature was controlled with an Oxford
ITCS503 cryogenic system. EPR samples containing a con-
venient amount of protein were frozen by immersion in liquid
nitrogen and then placed in the spectrometer rectangular
cavity. All EPR data were corrected by subtracting a baseline
corresponding to the EPR signal of the buffer. Other
acquisition conditions: modulation amplitude, 1 mT; modu-
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FisUure 2: SDS—PAGE of the purification steps of GloB. The
different 1anes correspond to (1) the zoluble fraction of the induced
bacterial extract, (2) the flow-through after the wash step in a Ni-
agarose affinity column, (3) elution of the 45 kDa fusion protein
from this resin, (4) molecular mass standards (Sigma), (5) digestion
of the fusion protein by enterokinase, and (6) purified GloB.

lation frequency, 100 kHz; microwave power, 4 mW. A
typical EPR sample was 1 mM in 10 mM MOPS, pH 7.2,
butfer.

RESULTS

Cloning of the gloB Gerne and Protein Expression. The
STMO0261 gene (gloB) encodes a 28 kDa protein with high
homology with GLX2. This gene was specifically amplified
from the S enterica serovar Typhimurium 14028z genorme
and finally cloned in an expression vector. Different expres-
sion and purification strategies were atternpted. Overexpres-
sion of GloB in a pET22b plasmid gave reasonable protein
yields. All attempts to purify GloB by using a glitathione-
agarose resin, as reported for the yeast enzyme (49), were
unsuccesstul. Interestingly, this approach could not be applied
either to the E. coli protein (33). Then we resorted to other
strategies in which GloB was expressed as a fusion protein.
When GloB was produced as an N-terminal or C-terminal
fusion protein to GST, good levels of protein expression were
obtained, but cleavage of the fusion protein with a protease
gave low yields. Finally, GloB was cloned in a pET32a(+)
plasmid, and the protein was overexpressed in a BL21-
(DE3)pLysS’ E. cofi culture as a fusion protein to Trx:Tag
plus His+Tag (Figure 2). After sonication and ultracentrifu-
gation, the soluble fraction of the culture was loaded onto a
Ni-agarose column. Followed by the wash step, the protein
was eluted with a buffer containing 250 mM imidazole. The
fusion protein was then cleaved with enterokinase (EKmax).
To separate GloB from the Trx-Tag plus His-Tag, the
digestion sample was loaded again onto the Ni-agarose
column. In this case, Trx*Tag plus His+Tag and some of the
eventually nondigested tusion were retained on the resin,
whereas GloB passed directly through the column. Once
obtained, the pure protein was dialy zed against MOPS buffer
and quantified using the molar extinction coefficient at 280
nm of 28030 M~ cm™' This successful purification
procedure resulted in an average yield of 70 mg of GloB/2
L of culture.

Due to the high sequence homology between GloB and
other GLX2 enzymes from different organisms and the
presence of the typical metal binding site of the metallo-5-
lactamase superfamily members, we assayed the hydrolytic
activity of GloB against SL.G. GloB was able to hydrolyze
SLG, confimming its predicted identity as GLX2. This activity
was impaired with the addition of EDTA to the reaction
medium (data not shown).

Metad Content and Ceatalytic Activity of GloB. Previous
studies on GLX2 have reported different metal contents for

Biochemistry

Table 1: Metal Content of GLX-2 Samples: Comparison of GL32
Metal Contents Reported in Previous Studies with That Obtained in
This Job in Similar Work Conditions

total metal
1soform Zn Fe Mn content
human GLX2-22 1.5 07 nottested 22
Arabidopsis GL¥2-2% 04 08 030 15
Arabidopsis GLX2-5° 058 sl ND* 112

Seimonelia GLX2Y 021 £001 0642002 030£005 115+ 028

2 From ref /0. * From ref /4, grown in ZY medium without extra
addition of metal. ¢ From ref /3, without extra added metal ion. ¢ This
wotk, grown in LB medium. ¢ ND = not detected.

the recombinant enzymes (Table 1). In general, the wild-
type forms of the recombinant GLX2 iscenzymes character-
ized up to now (GLX2 from Homo sapiens and A. thaliand)
were isolated with significant but varying amounts of iron,
zine, and manganese bound to their active sites (JO—i4).

To study the metal content of a prokaryotic GLX2
recombinantly produced in £. cofi, we overexpressed GloB
either in a rich medium or in minimal medium supplemented
with different metal ions. The identity of the metal ions
bound to the protein obtained under different growth condi-
tions was determined by atomic absorption measurements.
In the case of the protein purified from LB medium, the metal
content was 0.21 zinc, 0.64 iron, and 0.30 manganese per
protein. These results are compared in Table 1 with those
already reported for the human and Arabidopsis enzymes.
It is clear that, as reported for the eukaryotic GLX2’s, GloB
is overexpressed with iron, zine, and manganese bound. A
metal occupancy lower than 2 may be attributed to a loss of
metal during purification or to a limited metal availability
during overexpression.

The kinetic parameters for the enzyme purified from a rich
expression medium using SLG as the substrate are sum-
marized in Table 2. The reported values are comparable to
those obtained for GLX2 from other organisms. In an atternpt
to elucidate whether one of these metal ions is essential for
the catalytic activity of GloB, we overexpressed the protein
in minimal medium and supplemented it with different metal
ions in the induction step. In this case, we were able to obtain
different metal forms of GloB as described in Table 2. The
catalytic efficiencies (k../Kyy) for the four forms of the protein
were within the same order of magnitude and very close to
those reported for other GLLX2 family members, with a higher
catalytic performance of the Mn variant. These assays
revealed that GloB is able to bind the three different metal
ions into its active site, yielding active forms in all cases.

Spectroscopic Studies on GloB. (1) Electron Paramagnelic
Resonance. EPR spectra of GloB isolated from rich medium
at 4.7 K (Figure 3A, upper trace) and 31 K (inset in Figure
3A) indicate the presence of four different sets of lines: (1)
a resonance at g, g ~ 9.1, (2) resonances at g.sr 7= 4.3, (3) a
six-line pattem with hyperfine splitting of ca. 8 mT and
centered around ges & 2.0, and (4) a broad resonance at gesr
< 2.0. Simulations of the EPR spectrum in Figure 3A using
the software Easy Spin (50 allowed the assignment of those
sets of resonances as described below.

The first two sets (g.¢ ~= 9.1 and 4.3) constitute the main
components in the EPR spectra and are characteristic of
magnetically isolated high-spin Fe(Il) in a thombic environ-
ment (5/—55). Those lines arise from the ground-state my
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Table 2: Steady-State Kinetic Constants and Metal Content of GloB Samples”

keal Kn < 10°

total metal

keat(s71) Ky (uM) (s7'/M) Fe/enzyme Mn/enzyme Zn/enzyme content
rich 168.8 + 8.5 408 + 50 3.5+0.6 0.64 +0.02 0.30 + 0.05 0.21 +0.01 1.15+0.28
Zn-M9 209.9 +6.2 295 +27 7.1+£0.6 ND ND 1.40 £ 0.02 1.40 £ 0.02
Fe-M9 149.9 +12.9 463 £ 10 32403 0.65 +0.01 ND 0.07 + 0.01 0.72 £ 0.11
Mn-M9 3949 £ 11.2 241 + 18 16.4 +£ 1.7 ND 1.10 £ 0.03 ND 1.10 £ 0.03

@ Both the metal content and the steady-state kinetics were determined as described in the Materials and Methods. Values are the average standard
deviation obtained from independent measurements on at least three protein preparations. “rich” corresponds to the enzyme obtained from LB
medium. “Zn/Fe/Mn-M9” corresponds to the enzyme obtained from minimal medium supplemented with the different metal ions. ND = not detected.

Table 3: Crystallographic Data Collection and Refinement
Statistics”

data set home source LNLS
space group P2, P2,
cell dimens a, b, c(A) 44.13, 58.37, 43.37,57.17,
54.76 53.9
f (deg) 112.08 111.90
wavelength (A) 1.541 1.427
resolution (A) 50.76 (1.67) 14.4 (1.45)
Runerge” (%)* 5.7(32) 7.3 (31.6)
Ilo(1) 9.2(2.3) 6.7 (1.9)
completeness (%) 98.3 (88.9) 99.9 (99.9)
redundancy 4.8 (4.5) 54(5.2)
no. of obsd reflns 142 464 235043
no. of unique 29723 43 386
reflns
Refinement
no. of atoms 2670
Ryor/ Riree (%0) 15.7/17.8
rmsd bond angles (deg) 0.930
bond lengths (A) 0.005
Ramachandran most favored 91.4/202
analysis (%/no.)
additional allowed 8.1/18
general allowed 0.5/1

9 Numbers in parentheses represent the highest resolution bin (1.53—
145 A). ? Ruerge = XXl — I/ZnZ K11y, where Iy is the intensity
of the /th observation of reflection / and (/) are the mean intensities
of the £ reflections. Ryere is computed over all / observations of /
reflections.

= £1/2 (ger = 9.1) and from the mg = £3/2 (gerr = 4.3)
states. The former states are populated only at very low
temperatures, explaining why this resonance is not observed
at 31 K (inset in Figure 3A). Simulation of such components
using the spin Hamiltonian H# = fgo°B+S + S:D-S, where 3
is the Bohr magneton, B is the applied magnetic field, and
D is the zero-field tensor used for S > 1/2 systems, resulted
in a good agreement between experimental and calculated
spectra (Figure 3A, lower trace) when the following param-
eters were used: go =2.0,S=5/2, D =033 cm™ !, and E
= 0.0645 cm~! (E/D = 0.195). Strains in D (AD) and E
(AE) values were also needed to achieve a better fit of the
experimental data (AD = 0.18 cm~!' and AE = 0.033 cm™!).
The agreement between calculated and experimental spectra
was very sensitive to variations in these values, which enables
us to estimate errors around ~10% for each parameter. The
parameter values determined from our simulation are very
close to those obtained by Marasinghe et al.(/3) for mito-
chondrial glyoxalase II, thus suggesting similar local envi-
ronments in both cases. The D value determined from our
simulations (0.33 cm™!) is also consistent with values
obtained for other non-heme iron proteins (54) and indicates
coordination of the Fe(Ill) ion to a ligand system primarily
formed by oxygen and nitrogen atoms that makes D

(A) T T T 3\1 ”

T T T T
100 200 300 400

T T T T
100 200 300 400
Magpnetic Field (mT)
FIGURE 3: Experimental (upper traces) and calculated (lower traces)
X-band EPR spectra from (A) 1 mM GloB and (B) 1 mM iron-

only GloB. The inset in panel A shows the GloB spectrum measured
at 31 K. The arrows indicate approximate effective g values.

approximately 0.5 cm~! (57, 55). We also attempted to
quantify the paramagnetic species on the basis of the
integration of their calculated EPR spectra (Figure 3A, lower
trace) with corrections for variations in g factors (56). We
should however keep in mind that this is not very precise in
determining spin concentrations in cases where S > 1/2 and
multiple Kramer’s doublets are populated (small D value).
Using this strategy, we estimated that resonances around 9.1
and 4.3 account for ca. 80% of the total iron content detected
in this EPR spectrum. On the basis of the heterogencous
metal content of this sample, these signals can be tentatively
attributed to an Fe(III)/Zn(1l) center, as previously observed
for other metalloproteins (73, /4, 57) (see below).

The third set of resonances comprises a sextet (region
around g ~ 2 in Figure 3A) and was simulated assuming an
apparent electron spin of 1/2 (g = 1.99) interacting with a
nuclear spin / = 5/2 (calculated isotropic hyperfine interac-
tion A = 72 G), characteristic of a mononuclear Mn(II)
center.

Finally, the broad signal at g < 2 has been previously
assigned to an antiferromagnetically coupled center consti-
tuted by a high-spin (S = 5/2) Fe(Ill) ion and high-spin (S
= 2) Fe(Il) ion (/3), and similar coupled Fe(III)/Fe(Il)
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FIGURE 4: '"H NMR spectra of GloB in (A) H,O and (B) D,O. The
spectra were recorded at 600 MHz, pH 7.2, and 298 K in 10 mM
MOPS buffer, 0.2 M NaCl.

binuclear sites have been observed for A. thaliana GLX2
(14) and calcineurin (57). This broad component is not
observed in the EPR spectrum at 31 K (inset in Figure 3A),
indicating a strong temperature dependence of this signal as
expected for dinuclear coupled centers. Simulation of the
spectrum assuming an S = 1/2 spin system allowed us to
obtain effective g values of 1.87, 1.81, and 1.60 for this
binuclear center (Figure 3A, lower trace). These g values
are in good agreement with those determined for mitochon-
drial glyoxalase II (/3). The use of a more detailed spin
Hamiltonian, which included individual zero-field splitting
for each ion and an exchange coupling, did not yield a unique
set of parameters as also pointed out by Marasinghe et al.
(13). Bearing in mind the limitations involved in quantifying
the spin concentration in the present case, we determined
that the broad signal at g < 2 accounts for roughly 20% of
the total iron contributing to the EPR spectrum in Figure
3A.

The EPR spectrum of a sample of iron-only GloB
(obtained from expression in minimal medium, as described
above) at 4.7 K (Figure 3B, upper trace) is dominated by
the signal at g < 2 (associated with a coupled Fe(IIl)/Fe-
(II) center), with a concomitant decrease of the signal at ges
~ 4.3 corresponding to a magnetically isolated Fe(I1I) center.
Simulation of this spectrum (Figure 3B, lower trace) led to
similar effective g values (1.90, 1.83, 1.62) for the Fe(Ill)/
Fe(II) species as compared to the simulation shown in Figure
3A (lower trace). However, line widths are somewhat
narrower for the iron-only enzyme than observed for the
multi-ion sample, thus leading to a better resolved spectrum
(Figure 3B, lower trace). The resonance corresponding to
mononuclear Fe(I1I) (g A~ 4.3) was satisfactorily simulated
with the same set of parameters employed for the previous
sample. The component at 9.1 could not be detected on the
basis of the low signal-to-noise ratio. The double integral of
the calculated spectrum revealed that the coupled dinuclear
Fe(IlI)/Fe(1l) center represents ca. 90% of the total iron
content, confirming a full metal upload in the protein
expressed in minimal medium.

(2) Nuclear Magnetic Resonance. The '"H NMR spectrum
of GloB recorded under conditions tailored to optimize
detection of the fast relaxing signals (48) close to a
paramagnetic metal ion shows several hyperfine-shifted
signals in the downfield region, up to 85 ppm (Figure 4). In
this experiment, we expect to observe resonances only from
iron ligands, since Mn(Il) induces a considerable line
broadening and yields no observable paramagnetic NMR
spectrum.

Biochemistry

The two most downfield shifted resonances, located at 84
(signal a) and 58 ppm, are absent when the spectrum is
recorded in a D,O solution. The signal envelope located at
58 ppm accounts for more than one proton, on the basis of
its intensity and the fact that two partially overlapping signals
can be better resolved at lower temperatures, and we label
them as resonances b and c, accordingly. The signal envelope
from 50 to 30 ppm includes several partially overlapping
signals that are clearly sharper, but could not be resolved
into individual components by changing the temperature.
However, the intensity of resonances d and f at 43 and 38
ppm is decreased in the D,O spectrum. These signals can
be assigned to His metal ligands, suggesting that there are
five His iron ligands. This is compatible with the presence
of Fe(IIT) or Fe(II) ions in the two binding sites that in total
bear five His ligands. This spectrum shows more signals than
that reported by Marashinge et al. for the mitochondrial
GLX2 from Arabidopsis (13). The narrow lines in the
Arabidopsis enzyme have been interpreted as arising from a
coupled Fe(1lI)/Fe(Il) system. The present spectrum, despite
displaying broader resonances, can only be compatible with
a coupled Fe(IIT)/Fe(I) center. A magnetically isolated Fe-
(111) site (such as expected in an Fe(I11)/Zn(Il) center) would
give rise to NMR resonances even broader (48, 58), and an
uncoupled Fe(Il) site renders narrower signals (59, 60). The
NMR lines and chemical shifts are similar to those observed
for purple acid phosphatases (58, 61, 62) that were shown
to exhibit a weak antiferromagnetic coupling (J < 10 cm™").

The NMR spectrum of iron-only GloB (obtained as
described above) was identical to the one reported in Figure
4, but with a significantly higher signal-to-noise ratio. This
confirms that these resonances correspond exclusively to the
coupled Fe(Ill)/Fe(Il) form, in agreement with the EPR
spectrum, which revealed an increase of the contribution of
this species from 20% to 90% on going from the heteroge-
neous sample to the iron-only protein.

Crystal Structure of GloB. (1) Overall Structure. The
structure of GloB was solved by molecular replacement using
the structural data of the mitochondrial GLX2 from A.
thaliana (13). The top solutions of the rotation and translation
functions had a Z score of 16.2 and 16.0, respectively. The
final structure was refined to an Ry« of 15.7% and an Rgee
of 17.8% at 1.45 A resolution (Table 3). The asymmetric
unit contains 1 protein molecule, and the final model contains
all residues present in the amino acid sequence, 475 water
molecules, and 2 metal ions. The electron density was well
defined for the whole molecule except by a short loop near
the C-terminus (Leu234—Arg240), with B factors around
20.3 A2 against an average value of 14.5 A2, indicating some
flexibility of this region compared to the rest of the protein.

As expected from the sequence homology, GloB shows
the same protein fold observed in the Arabidopsis and human
enzymes (10, 13), with a root-mean-square deviation (rmsd)
of 1.0 and 0.8 A in the Ca positions, respectively (Figure
5A). The structure is composed by two tightly interacting
domains. The N-terminal domain, which includes the first
165 residues, has the typical af/Ba four-layer sandwich
metallo-f-lactamase fold (75, /7). The smaller C-terminal
domain is situated at one edge of the main core and consists
of five helices. This domain is typical of the GLX2 family
and is considered to be essential for substrate binding (70,
13, 63).
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FIGURE 5: (A) Superposition of the structures of different GLX2°s. The backbone traces of different glvoxalases I are shown: GloB
(2QED, in blue; this work), the Arabidopsis mitochondrial isoform of GLX2 (1XMS, in red; 13), and human isoenzyme (1 QHS, in yellow;
1ch. (B) Stereoview of the stick representation and the electron density map of the metal binding site of GloB. A H-bond network situated
at the metal binding site. Fel is coordinated by N<2(@His53, Né1@HisS5, and Ne2(@His110, while Fe2 is bound to Od1@Asps7, Ne2{@His58,
and Ne2@His165. The two metals are bridged by 041@Aspl27 and a water/OH molecule (W). Two water molecules (W1 and W2) are
situated on the top of the metal site interacting with Fel and Fe2. The electron density map around the amino acids iz a |27, — 7| map

contoured at 1.57.

(2) Metal Site Structure. Seven protein residues and one
water molecule directly interact with the two metal ions
(Figure 5B). The two metals are separated by a distance of
3.3 A and are bridged by a water molecule and the 031
atom of Aspl27. The identity of the metal ions cannot be
unequivocally assessed from the electron density map.
However, Zn(IlyZn(Il), Zn{)/Mn(ll), and Zn(I)/Fe(Il)
dimetallic centers are possibly less favorable since refinement
atternpts assuming these dinuclear centers gave rise to a
strong negative signal around the density map of Zn(II) in
F, — F. even though the Zn atom occupancy is decreased.
On the other hand, assumption of a diiron, a dimanganese,
or a hybrid Fe/Mn center can account for the observed
electron density maps; thus, none of these possibilities can
be excluded. Therefore, since the metal content measure-
ments show a predominance of iron in the active site, the
final structure was refined by assuming the presence of two
iron ions in its dinuclear active site. Analysis of the side
chain atoms enrolled in the metal coordination showed the
average B factor to be around 6.4 A% this value is similar to
those observed for Fel and Fe2, which were 6.97 and 6.00
A? respectively. The small difference between Fel/Fe2 B
factors does not provide any evidence for differential
occupancies for the two sites.

According to this final model, Fel is coordinated by His53
Ne2, His55 Nél, and His110 Ne2, while Fe2 is bound to
AspST Q41, His58 Ne2, and Hisl65 Ne2. All His ligands
are bound through the Ne2 atom, except in the case of His335,

in which the N4l is the donor atom. This agrees with the
His binding mode observed along the metallo-S-lactamase
superfamily (15).

During the refinement, a weak electron density was located
close to the active site. Different attemnpts to refine this
density with a glutathione molecule were performed, but the
low occupancy does not allow us to define the position nor
the identity of this exogenous ligand. Therefore, the structure
was refined with only two solvent molecules as apical metal
ligands, one bound to each iron atom. The position of these
water molecules is the same as occupied by the oxygen atoms
of a cacodylate ion found in the structure of human GLX2
(1QH3) (/) and for a water molecule bound to Znl in the
Arabidopsis GLX2 structure (1XMS8) (43).

The position of the His side chains is determined by
second-shell interactions, such as the hydrogen bonds sub-
tended by the nonbinding N atom in the imidazole rings.
Figure 6 shows second-shell interactions observed in the
present structure. The carboxylate moiety of Asp28 is
oriented in such a way that its 042 is within H-bonding
distance of the Na1 atom of His58 (2.71 A), while its 051
atorn is located 2.71 A from the backbone nitrogen of Thr52.
Since Thr52 acts as a second-shell ligand of His53, with its
Oy1 as a H-bond acceptor from the His53 Nl atom, Asp28
seems to play an essential role in building the structure of
the metal site by orienting one His ligand from each of the
two metal binding sites. His110 forms a H-bond through its
Né1 and the main chain carbonyl oxygen from Argl3eé.
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Table 4: Differences in the Second-Shell Ligand Set among
Structurally Characterized MBL Superfamily Members®

second-sphere

DB metal metal—ligand ligand
coordinates  ion His ligand distance (43 (distance, &)
2QED Fe2 MNe2@Hislés 2.08 Od1@Asp11 (2.80)
1QHS Zn2 Ne2@His173 2413 Of1@Asp11 (3.02)
1218 Fe2 Ne2@Hisle9 2.00 Od1@Asp11 (2.89)
2BRE& Zn2 MNe2(@His235 2.20 O@Pro34 (2.68)
1744 Zn2 Ne2@His269 2.29 Oy 1@Thr233 (2.57)
1PSE Zn2 Ne2@His302 2.18 C@Rerds (2.80)

= The PDB files correspond to the following enzymes: 2QED (GloB
from 5 pyplymurien; this work), 1QHS (human GLXZ; /), 138
(4. thelimae GLX2; 13), 2BR6 (homoserine lactone hydrolase; 23),
1Y44 (tRNaseZ; 6.5), 1POE (methylparathion hydrolase; 22). The residue
mumnbering of each protein has been maintained. The compared His
ligand is homologous for all examined enzymes. The second-sphere
ligands are residues forming a H-bond with the noncoordinating His
Nl atom.

Instead, His55 H-bonds to a solvent molecule that on its turn
interacts with O¢2 from Glul139. Finally, His165 is oriented
by an interaction with the 041 from Aspll. Aspll plays
the same role in all studied GL.X2°s and seems to be unique
to these enzymes, since it is not conserved in other members
of the metallo-f-lactamase superfamily (Table 4 and Table
1 in the Supporting Information).

(3) Substrate Binding Site. The crystal structure of human
GLX2 complexed with glutathione and S [(hydroxybro-
mophenyl)carbamoy [Jglutathione showed that an arginine
residue, two lysine residues, and two tyrosine residues
(Arg249, Lys252, Lysl43, Tyrl 75, and Tyr145 in the human
GLX2 sequence (/0)) are within 13 A of Znl and interact
with these ligands. These residues involved in substrate
binding in human GL.X2 are conserved in GloB, except for
Tyr145 and Lys143, which are substituted by a Phe and Arg
residue, respectively (Phel38 and Argl3é in the GloB
sequence). In the structure of the complexed human enzyme,
the phenolic OH(@@Tyr145 interacts with a carbory] group
from glutathione. This interaction cannot be possible when
this residue is replaced by a Phe in GloB. Multiple sequence
alignment of different gly oxalases II reveals that an aromatic
residue is fully conserved in this position in all enzymes.
GLX2s from marmmals are unique in harboring a Tyr residue
in this position, while the rest (including prokary otic, fungal,

plant, and yeast enzymes) possess a Phe residue. We
therefore conclude that this interaction is not essential for
substrate recognition, vet the residue substitution among
different. species remains an interesting issue to solve.

DISCUSSION

In this work we have accomplished a structural and
biochemical characterization of GloB, the GLX2 from S
typhimurizrm. This enzyme recombinantly produced in E. coli
was isolated with significant amounts of iron, manganese,
and zinc bound to its active site, with a clear preference
toward iron. Recombinant GloB displayed similar catalytic
efficiencies with different ratios of active site bound iron,
manganese, and zine. This feature is indicative of certain
flexibility of the active site of GloB to accommodate any of
these metal ions and to carry out the hydrolytic reaction with
similar efficiency in all cases. The Mn-only variant displays
a somehow larger catalytic efficiency and kw values.
Interestingly, the recently characterized GLX2 from E. coli,
originally isolated in the dizinc form, also shows a high
activity in the reconstituted Mn(II) form (33).

EPR spectroscopy reveals the presence of a magnetically
uncoupled Fe(lll) center, a magnetically spin coupled Fe-
(TIT)/Fe(Il} center, and an uncoupled Mn(IT) center, thus
indicating that a range of metal—metal combinations are
incorporated during the overexpression. NMR data are
consistent with the presence of an Fe(IIT)/Fe(I) center with
a weak antiferromagnetic coupling. This is in agreement with
the crystal structure that shows a bridged dimetallic center.
The EPR and NMR spectra of the Fe-only sample obtained
by expression in minimal medium supplemented with iron
reveal that this enzyme harbors exclusively a coupled Fe-
(II)/Fe(IT} dinuclear site.

The binding of different metal ions may be a consequence
of the overexpression of this protein in £ cofi and may not
represent the physiologically active metal-loaded species.
One possible explanation for this observation is that a limited
metal availability during overexpression forces the nascent
polypeptide to bind other metals in addition to the native
one. Another hypothesis could be that GLX2 employs
different metal uptake machinery on its native environment
that is lacking in the heterologous host. This hypothesis could
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explain the behavior observed in the eukaryotic proteins, but
may not hold for a Salmonella protein overexpressed in E.
coli. Fially, overexpression of different members of the
metallo-f-lactamase superfamily yields exclusively Zn(Il)
variants, GLX2 being the only exception. This strongly
suggests that there must be other features related to the
enzyme itself to explain the preference for iron and the metal
1on promiscuity.

The immediate environment of metal sites in metallopro-
teins determines the selectivity in the metal ion uptake (64).
A detailed inspection of the enzyme metal site compared to
that in other systems reveals that the metal binding site of
GLX2 1s 1dentical to that found in different members of the
superfamily that have been characterized as Zn-only proteins,
such as phosphodiesterase (/9), acyl-homoserine-lactone
lactonase (20, 23, 24), methylparathion hydrolase, and
alkylsulfatase (21). Instead, some differences arise in analysis
of the second-shell amino acid ligands (Table 4, Figure 6,
and Table 1 in the Supporting Information). Aspl1 forms a
strong H-bond with His165, a Site2 ligand. This residue is
conserved in all known GLX2’s, but is replaced by Thr or
Ser residues in other superfamily members. An Asp residue
in this position is expected to increase the hardness of the
metal binding site (favoring iron uptake), as well as the
negative charge of the ligand set, favoring binding of trivalent
cations to the active site. We therefore propose that this
second-shell amino acid ligand favors iron uptake in GLX2.
Interestingly, both GLX1 and GLX2 enzymes display a
subtle control of metal ion recognition. However, the metal
ion requirements (either Ni(IT) or Zn(IT)) are strict among
GLX1’s, while GLX2’s seem to show no preference regard-
ing the different metal cations to render a preferentially more
active enzyme.

The present study shows that bacterial GL.X2’s are active
as diiron enzymes. The isolation of E. coli GLX2 (which
displays a 78% sequence identity with GloB) as a dizinc
enzyme is reported in a recent work. The study of the iron
variant of the . coli enzyme, which has not been character-
ized yet, would provide considerable insight into the
understanding of metal dependence among prokaryotic
glyoxalases II. Although the role of GloB in Salmonella
pathogenesis has not yet been studied, a recent report showed
that STM3117 (coding for a GLX1) contributes to the
replication of the pathogen inside macrophages (30). Thus,
the glyoxalase system is expected to play an important role
in the survival of the pathogen under these conditions. Fe-
(IT) concentrations above 5—10 #M have been reported (57)
to provide an appropriate environment for the metal uptake
event of this enzyme.

These observations, together with the presence of two other
homologous genes coding for GLX1 isoenzymes in Salmo-
nella allow us to postulate that proper methylglyoxal
processing would play a major role in Salmonella’s survival,
probably both inside and outside the host. Tt is possible that
these three enzymes would display differential substrate
selectivity. Since it 1s expected that GloB will second
STM3117 in the methylglyoxal pathway, a direct correlation
of the Salmonelia GLLX2 in virulence can be predicted.
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A table listing the first- and second-shell ligands com-
monly found in some representative members of the metallo-
f-lactamase superfamily. This material is available free of
charge via the Internet at http://pubs.acs.org.
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