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RESUMO

TORRES, N. U. Estudo da ativacdo de biossintese do polissacarideo PEL na formacédo de
biofilme de Pseudomonas aeruginosa PA14. 2015. 93 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) -
Instituto de Fisica de S&o Carlos, Universidade de S&o Paulo, Sdo Carlos, 2015.

Nos ultimos anos, um estilo de vida celular vem ganhando destaque no mundo cientifico: o
biofilme. O biofilme é uma comunidade celular em que as células permanecem aderidas a um
substrato e envoltas em uma matriz de biopolimeros. Bactérias no estado de biofilme possuem
algumas caracteristicas alteradas, como 0 aumento da resisténcia a antibi6ticos e a facilidade
de troca de genes de resisténcia, sendo um grande inconveniente na drea médica e industrial.
O patégeno humano Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria gram-negativa causadora de
infeccBes associadas a pacientes que apresentam o sistema imune debilitado, sendo muito
comum em casos de fibrose cistica. Além disso, P. aeruginosa é um organismo modelo no
estudo de formacdo de biofilme, podendo produzir trés tipos distintos de exopolissacarideos:
alginato, PSL e PEL. Devido ao pouco conhecimento do polissacarideo PEL, a cepa P.
aeruginosa PA14 vem sendo amplamente estudada, uma vez que essa é a Unica cepa em que
PEL é o principal polimero responsével pela estabilidade da matriz de polissacarideos. No
processo de producdo e exportacdo de PEL, sete proteinas sdo necessarias: Pel(A-G). Segundo
predicdes computacionais e comparacdes com outros tipos de complexos biossintéticos de
exopolissacarideos, um modelo de arranjo molecular das proteinas Pel foi proposto, embora
algumas proteinas ndo possuam uma funcdo bem determinada no processo de sintese de PEL.
Nesse contexto, o trabalho buscou estudar as proteinas envolvidas na formacéo de PEL para a
melhor elucidacdo do mecanismo de ativacdo, producdo e exportacdo desse polissacarideo,
com destaque para a enzima glicosiltransferase PelF e a investigacdo de uma possivel
interacdo de PelF com a proteina reguladora de producdo do polissacarideo, PelD, e a
transportadora de membrana interna, PelG. Foram realizados diversos testes de interacao entre
PelF, PelG e construcdes solliveis de PelD por cromatografia de exclusdo molecular,
crosslinking e pull-down que ndo apresentaram interacGes entre tais construcgdes, indicando
que fracdes de membrana de PelD ou outros parceiros de interacdo podem ser necessarios
para a formacdo do complexo de sintese e exportagdo de PEL da membrana interna.
Adicionalmente, mutantes de PelD sitio-dirigidos foram construidos em P. aeruginosa PA14
e tiveram sua capacidade de formagéo de biofilme avaliadas para investigacdo do mecanismo

de ativacéo de PelD. A diminuigédo da formacéo de biofilme de mutantes de algumas regides



de PelD como a hélice S (residuos 158-176), o core hidrofébico ocupado pela hélice S e
residuos que estabilizam a ligacdo de c-di-GMP nos levou a propor um mecanismo de
ativacdo desse importante regulador proteico de formacdo de biofilme em P. aeruginosa

nunca descrito anteriormente.

Palavras-chave: Biofilme. C-di-GMP. Pseudomonas.



ABSTRACT

TORRES, N. U. Study of the activation of PEL polysaccharide biosynthesis in biofilm
formation in Pseudomonas aeruginosa PA14. 2015. 93 p. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias) - Instituto de Fisica de Sdo Carlos, Universidade de Sao Paulo, S&o Carlos, 2015.

In the last years, a cellular lifestyle has been in the spotlight in the scientific world: the
biofilm. Biofilm is a cellular community in which cells are attached to a substrate and
surrounded by a biopolymeric matrix. Bacteria in a biofilm lifestyle has some altered
characteristics, as a higher antibiotics tolerance and facility in resistance genes exchange,
turning them into a big problem in medical and industrial fields. The human pathogen
Pseudomonas aeruginosa is a gram-negative bacterium which causes infections associated to
patients with an impaired immune system, as frequently found in patients with cystic fibrosis.
Moreover, P. aeruginosa is a model organism in biofilm formation studies, producing three
distinct types of exopolysaccharides: alginate, PSL and PEL. Since there is few information
about PEL polysaccharide, the strain PA14 has been broadly studied because this is the
unique strain in which PEL is the main polymer that gives stability of the polysaccharide
matrix. In the process of PEL production and exportation, seven proteins are required: Pel(A-
G). Computational predictions and comparison with other similar exopolysaccharides
biosynthetic complexes led to a model of molecular complex of Pel proteins, though some
proteins do not have a clear role in the PEL synthesis process. In this context, the work aimed
to study the proteins related to PEL synthesis for a better understanding of the mechanism of
production and exportation of this polysaccharide, focusing on the glycosyltransferase PelF
and the investigation of its possible interaction with PelD, the regulatory protein of the
polysaccharide production, and PelG, the putative inner membrane transporter. Several
interaction assays were performed with PelF, PelG and soluble constructs of PelD using size
exclusion chromatography, crosslinking and pull-down. No interaction was detected, showing
that membrane fractions of PelD or other interaction partners can be required to the inner
membrane complex of synthesis and export of PEL. Additionally, site-directed mutants of
PelD in P. aeruginosa PA14 were constructed to evaluate their biofilm formation ability and
investigate PelD activation mechanism. Mutants in regions as S-helix (residues 158-176),
hydrophobic core occupied by the S-helix and residues of c-di-GMP stabilization presented a

decrease of biofilm formation compared to the wild type strain. Those results allowed us to



propose an activation mechanism of this important regulator of biofilm formation in P.

aeruginosa never described before.

Keywords: Biofilm. C-di-GMP. Pseudomonas.
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1 Introducao

1.1 Biofilme bacteriano e c-di-GMP

O biofilme é caracterizado como uma comunidade celular séssil aderida a um substrato e
envolta em uma matriz composta por DNA, proteinas e, principalmente, exopolissacarideos.
3 Biofilmes microbianos podem conter uma ou mais espécies de microrganismos, sendo a
primeira muito frequente em infecgBes e implantes hospitalares.* Bactérias em estado de
biofilme possuem maior resisténcia a antibidticos e maior facilidade de troca de genes de
resisténcia devido a proximidade entre as células.'>°> Além disso, tais bactérias possuem
maior tolerancia contra radiagdo ultravioleta, alteram sua capacidade de biodegradacédo e
aumentam a producdo de metabodlitos secundarios.!*® Dessa forma, biofilmes bacterianos
causam grandes preocupacdes na area médica e industrial, sendo frequentemente encontrados
em infeccBes cronicas e agudas, acumulacdo e entupimento de cateteres e corrosao de
tubulagdes.?

A formacdo de biofilme ocorre em um processo de eventos ilustrados na figura 1.
Primeiramente, células no estado livre se aderem em um substrato s6lido por meio de
proteinas adesinas, flagelos, pili ou fimbrias.»*®7 Posteriormente, as células aderidas se
desenvolvem e se multiplicam, originando microcol6nias que sintetizam exopolissacarideos
(EPS).1*%7 A maturagio do biofilme ocorre quando a matriz de polissacarideos atua como
substrato para novos agentes colonizadores, que podem se ligar diretamente as microcol6nias
pioneiras ou formar coagregados.® Por fim, as células podem se desprender da matriz e voltar

a forma livre, podendo assim colonizar um novo substrato.>%”’

Figura 1 - Estagios de formacdo de biofilme bacteriano representando etapas de adesdo (1), formacdo de
microcol6nias (2), maturacdo (3) e desprendimento das células (4).
Fonte: Adaptada de MONROE ©
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O principal mensageiro intracelular da formacéo do biofilme bacteriano é a (3’-5°)
guanosina monofosfato ciclica dimérica (c-di-GMP), um nucleotideo que pode assumir forma
dimérica em solucdo dependendo de sua concentragio e da presenca de metais divalentes.®*
Em geral, elevadas concentragdes intracelulares de c-di-GMP induzem as células a passarem
do estado planctonico para o estado de biofilme.>® Sua concentragdo intracelular é regulada
por enzimas diguanilato ciclases (DGC) contendo o dominio GGDEF ativo e fosfodiesterases
(PDE) contendo o dominio EAL ou HD-GYP ativos (figura 2).14*® Tais dominios recebem os
nomes baseados em seus motivos conservados, 0s quais apresentam alguns dos aminoacidos

cataliticos essenciais para as suas atividades enzimaticas.4*°

Diguanilato -
cgiclases Fosfodiesterases

N 0
[N {

N—/ NH
/2 /
AN

NH

c-di-GMP

Figura 2 - Enzimas envolvidas na regulagéo dos niveis intracelulares de c-di-GMP.
Fonte: Adaptada de HENGGE 4

As enzimas com dominio GGDEF sintetizam c-di-GMP a partir de duas moléculas de
GTP.*15 Para serem enzimaticamente ativas, as enzimas com dominio GGDEF possuem
forma dimérica e cada mondmero se liga a uma molécula de GTP para juntos desempenharem
a catalise.!**® Além disso, aproximadamente 50% das enzimas com dominio GGDEF
possuem um sitio de ligacdo de c-di-GMP autoinibitdrio (sitio I) com o motivo RxxD.*3% Tal
motivo foi primeiramente descrito observando-se a estrutura cristalogréfica da DGC PleD de
Caulobacter crescentus e localiza-se aproximadamente cinco residuos antes do dominio
GGDEF (figura 3).%1® Por sua vez, a degradacdo do c-di-GMP é realizada por PDEs que
clivam a ligacdo fosfodiéster do dinucleotideo gerando 5’fosfoguanilil-(3’-5”)-guanosina
(pGpG).1*15 Posteriormente, proteinas com dominio HD-GYP podem ainda quebrar pGpG

em duas moléculas de GMP.YY
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Figura 3 - (A) Dominio GGDEF de PleD de Caulobacter crescentus (PDB: 1W25), mostrando uma molécula de
c-di-GMP ligada ao sitio catalitico (GGEEF) e um dimero de c-di-GMP ligado ao sitio-I representado
em esferas. (B) Interacdes do dimero de c-di-GMP com os residuos do motivo RxxD do sitio-I.

Fonte: Elaborada pela autora.

Muitos dos dominios descritos acima sdao comumente encontrados degenerados em
enzimas, ndo exercendo funcéo catalitica, mas atuando como sitio de ligagdo especifico para
c-di-GMP.B1> Além de dominios cataliticos degenerados, outras macromoléculas efetoras
como riboswitches, fatores de transcricdo e proteinas com dominio PilZ também séo capazes
de se ligar a c-di-GMP, atuando como moléculas sinalizadoras.*®?° Dominios GGDEF podem
também ser encontrados em tandem com dominios EAL ou HD-GYP em uma mesma
proteina. Enzimas desse tipo podem ser bifuncionais ou exercerem unicamente a fungdo de

DGC ou de PDE por apresentarem um de seus dominios cataliticos degenerados.'42

1.2 Matriz extracelular e exopolissacarideos

Matrizes de biofilmes variam de acordo com o ambiente externo e cada

microrganismo que a compde. Na maior parte dos biofilmes, tal matriz pode ultrapassar 90%
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da massa seca de todo o biofilme, com a massa celular representando menos de 10% da massa
seca total.?? Em geral, a matriz do biofilme é composta por EPSs, proteinas e DNA, contendo
também, em menor escala, lipideos, biosurfactantes e outras substancias secretadas pelas
células.®>?? Proteinas podem atuar na estruturacio do biofilme, formar barreiras de protecio
contra agentes microbianos, digerir compostos para aquisicdo de nutrientes e atuar em
diversas reacdes enzimaticas.?® As moléculas de DNA possuem papel importante na estrutura
e coesdo de biofilmes, além de serem utilizadas na transferéncia horizontal de genes.?? Ja os
EPSs atuam como fonte de nutrientes e sdo essenciais na estruturacdo do biofilme, formacéo

de barreira protetora e retencéo de agua e outros componentes.?

EPSs sdo usualmente produzidos por complexos de proteinas transmembranas que
sintetizam, modificam e translocam o polissacarideo através da membrana da bactéria. As
sequéncias de DNA codificantes (do inglés, CDSs) das proteinas presentes nesses complexos
estdo quase sempre dispostas em operons no DNA gendmico (JDNA) da célula.?® A figura 4
ilustra alguns dos operons de complexos biossintéticos de exopolissacarideos mais estudados.
Alguns operons de EPSs encontram-se distribuidos no gDNA formando mais de um cluster
génico, como os operons bcs de Escherichia coli, alg de Pseudomonas aeruginosa e vps de
Vibrio cholerae que codificam proteinas de producéo de celulose, alginato e polissacarideo de
Vibrio (VPS), respectivamente.?*?> Além disso, muitas das CDSs de enzimas de producio dos
precursores de exopolissacarideos encontram-se fora de seus respectivos operons ou até
mesmo em operons de outras vias metabdlicas. Como exemplo, pode-se citar AlgC, uma
fosfomanomutase envolvida na sintese de precursor do alginato, que localiza-se isolada do
operon alg.?® Por outro lado, complexos biossintéticos de celulose, 2,3-poli-B-1,6-N-
acetilglicosamina (PNAG), PSL (do inglés, polysaccharide synthesis locus) e PEL (pelicula)
utilizam enzimas de outras vias biossintéticas para a producdo de seus precursores. Para a
sintese dos precursores de PSL, por exemplo, sdo recrutadas enzimas de duas vias metabolicas
diferentes: AlgC e GalU, enzimas da via metabolica de UDP-glicose, e RmIC, epimerase da

via de sintese de dTDP-raminose.28
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Escherichia coli

Pseudomonas aeruginosa PA14

{ pelA pelB —2000pb

Figura 4 - Clusters génicos dos complexos produtores de celulose, PNAG, alginato, PSL e PEL. As CDSs das
enzimas com dominio glicosiltransferase estdo representadas em verde e as CDS de proteinas que se
ligam a c-di-GMP estdo representadas em alaranjado.

Fonte: Elaborada pela autora.

Um dos complexos biossintéticos mais bem estudados até 0 momento é o complexo de
sintese de celulose, um polimero linear formado pela ligagdo de moléculas de glicose.
Celulose é o biopolimero mais abundante do planeta, sendo encontrado em bactérias
(Salmonella enteritidis, E coli, Thermosynechococcus vulcanus, Rhodobacter sphaeroides,
entre outras), algas e, principalmente, compondo a parede celular de plantas. A figura 5A
ilustra o complexo de sintese de celulose de E. coli. BcsA é uma proteina de membrana
interna que possui um dominio glicosiltransferase (GT) e um dominio PilZ citoplasmaticos.?’
BcsB é uma proteina periplasmatica que forma um complexo com BcsA utilizando duas
hélices anfipaticas localizadas em seu C-terminal.?” B¢sE contém um dominio GIL (GGDEF
I-site like) capaz de se ligar a c-di-GMP.?® Apesar de sua funcdo ndo ser totalmente
esclarecida, foi visto que a ligacio de c-di-GMP & BcsE ativa a producéo de celulose.? Dessa
forma, o complexo de sintese de celulose é duplamente ativado pela ligacdo de c-di-GMP em
BcsE e no dominio PilZ de BcsA.2"?° No modelo de ativagdo de BcsA, um dimero de c-di-
GMP se liga ao dominio PilZ causando o afastamento de um loop que provoca uma abertura
para a entrada de UDP-glicose, o substrato de BcsA.2"?° No periplasma, o polimero é

translocado por BcsB e modificado pela hidrolase BcsZ.2
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Figura 5 - (A) Complexo biossintético de celulose de E. coli, mostrando a enzima glicosiltransferase em verde e
a proteina reguladora, BcsE, em alaranjado. (B) Estrutura molecular da celulose.
Fonte: Adaptada de LIANG %

1.3 Matriz de exopolissacarideos de Pseudomonas
aeruginosa

P. aeruginosa é uma bactéria gram-negativa do tipo bastonete frequentemente
associada a infecgbes em humanos, animais e plantas.®® Apesar de classificada como um
organismo aerobico restrito, alguns autores a classificam como anaerobico facultativo por sua
capacidade de colonizar ambientes com restricdes de oxigénio.’*2 Em seu estado de vida
livre, P. aeruginosa possui um Unico flagelo polar que auxilia em sua motilidade e adesdo em
certos substratos. Infec¢bes causadas por P. aeruginosa afetam principalmente pessoas com
sistema imune previamente debilitado, sendo muito comuns em pacientes com fibrose cistica,
doenca genética caracterizada pelo acimulo de muco no pulmao que favorece colonizacdes
bacterianas.?633

Essa bactéria € um organismo modelo no estudo de formagéo de biofilme e produz
uma matriz de biofilme que pode ser sintetizada a partir de trés EPS distintos: alginato, PSL e
PEL (figura 6).263* As sequéncias génicas das proteinas envolvidas na sintese de PEL foram
primeiramente descritas em 2004 por Friedman e Kolter, que mostraram que o operon pel era
responsavel por codificar o complexo proteico que produzia uma pelicula de biofilme na

interface ar-liquido do meio de cultura estatico contendo P. aeruginosa.
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A Alginato B PSL C PEL

Figura 6 - Microscopias de biofilmes de P. aeruginosa formados a partir de matrizes de alginato, PSL e PEL.
(A) Microscopia de forca atbmica do biofilme de P. aeruginosa FRD1, mostrando as células
embebidas em alginato. (B) Microscopia confocal de varredura de P. aeruginosa PAOL, ilustrando a
matriz de biofilme composta por PSL e (C) Microscopia eletronica de varredura do biofilme
bacteriano de P. aeruginosa PA14, mostrando a rede de polissacarideos PEL.

Fonte: Adaptada de FRIEDMAN; KOLTER *

Como ja discutido anteriormente, cepas infectantes de P. aeruginosa produzem
preferencialmente alginato, um polissacarideo capsular que confere maior protecéo a célula. 3
Cepas ndo infectantes produzem, em maior quantidade, EPS agregativos para a melhor
manutencdo estrutural do biofilme, como PSL e PEL. Uma vez que as varias cepas de P.
aeruginosa apresentam variacdo na producdo de polissacarideos agregativos, estas foram
divididas nas quatro classes listadas abaixo:34-%

» Classe I: PEL é o principal responsavel pela estabilidade da matriz. O Unico
representante dessa classe é PA14;

* Classe Il: cepas que, apesar de serem capazes de produzir PEL, produzem
majoritariamente PSL, como PAO1;

* Classe Ill: cepas que produzem baixas quantidades de PSL e PEL. Nessa classe,
quando um dos polissacarideos ndo é produzido, a estabilidade da matriz é pouco alterada;

» Classe IV: apresentam uma superproducéo de PEL e PSL.

As duas cepas mais estudadas na via de formacdo de biofilme, PA14 e PAOL,
enquadram-se nas classes | e 1l, respectivamente. PA14 € incapaz de produzir PSL devido a
uma delecdo natural de trés CDSs de proteinas da via de biossintese de PSL. Cepas da classe
IV séo as unicas que ndo apresentam diminuicdo da formac&o de biofilme quando genes pel e
psl sdo deletedos separadamente.®® Tais cepas conservam os dois loci de producio de EPSs
agregativos intactos, sendo que a inativagdo de um deles ndo interfere na capacidade de

formacdo de biofilme dessas cepas.®® Isso confere uma redundancia estrutural de EPS para as
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bactérias da classe 1V, minimizando os riscos e impactos de possiveis mutagdes em um desses
operons, como ocorrido com PA14.%

Alginato é um polimero capsular, linear e essencial na formacdo de biofilme de P.
aeruginosa de pacientes com fibrose cistica. A producéo de alginato inicia-se com as enzimas
AlgA, AlgB, AlgC e AlgD que sintetizam GDP-manuronato, precursor do alginato, a partir de
frutose-6-fosfato (figura 7).2% Dentre as CDSs do complexo de formagcéo de alginato, algC ¢ a
Unica sequéncia que se encontra fora do operon algC. Quatro proteinas estdo presentes na
membrana interna: Algl, uma proteina sem funcdo descrita, AlgJ, uma enzima hidrolase,
Alg8, uma proteina com quatro dominios transmembrana e um dominio GT citoplasmatico e
Alg44, uma proteina com dominio N-terminal citoplamatico PilZ seguido por uma hélice
transmembrana e um dominio periplasmatico.?®*® Nesse complexo, a sintese do polimero é
realizado por Alg8 que tem sua ativacdo regulada pela ligagdo de um dimero de c-di-GMP ao
dominio PilZ de Alg44.3"® A delecdo de alg8 e alg44 do gDNA de P. aeruginosa, bem como
a ndo ligacdo de um dimero de c-di-GMP a Alg44, inativam a biossintese de alginato.3%*® No
periplasma, o polimero é acetilado randomicamente por Algl, AlgJ e AlgF e é epimerizado
por AlgG.?> O alginato é entfo levado & membrana externa por AlgK, uma proteina que
possui repeti¢des do tipo TPR, dominio encontrado na formagdo de complexos e scaffolds,
para finalmente ser exportado por AIgE, uma porina com barril- de 18 fitas que forma
complexo proteico com AlgK.>®
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Figura 7 - (A) Complexo proteico de biossintese do alginato de P. aeruginosa, com destaque para Alg8, a
glicosiltransferase do complexo, e Alg44, a enzima reguladora de biossintese com dominio PilZ. (B)
Estrutura molecular do alginato.
Fonte: Adaptada de LIANG %
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Primeiramente descritas em 2004, as CDSs das proteinas do complexo PSL
encontram-se no operon nomeado psl de P. aeruginosa.’® PSL é um heterossacarideo
sintetizado a partir de GDP-manose, UDP-glicose e dTDP-raminose (figura 8). A producéo
desses precursores envolve PsIB e enzimas de outras vias biossintéticas, como AlgC, GalU e
RmIC.2® Diferentemente dos outros complexos biossintéticos citados, o complexo PSL possui
cinco enzimas GTs (enzimas GTs recebem a mesma nomenclatura de seus dominios GTSs),
PslA, PsIC, PsIH, PsIF e Psll, sendo a primeira localizada na membrana interna, com o
dominio GT citoplasmatico, e o restante localizadas no citoplasma da célula. Apesar de nédo
haver uma aparente regulacdo da biossintese de PSL por c-di-GMP, o nucleotideo regula a
transcricdo do operon psl através do fator de transcricdo FleQ.2>4! Além disso, mesmo com a
auséncia de dominios convencionais de ligacdo a c-di-GMP, a hip6tese do nucleotideo se ligar
na interface de interacdo das proteinas Psl, mediando um complexo ativado, ndo pode ser
descartada, ja que tal mecanismo foi observado no complexo biossintético de PNAG.*? PsIE é
uma proteina de membrana interna com um dominio citoplasmatico tirosina autoquinase e um
dominio periplasmatico homdlogo a Wzz. Wzz é uma proteina da via de biossintese de
lipopolissacarideo bacteriano que se organiza em estruturas hexaméricas ou octameéricas,
formando um grande poro central que pode auxiliar no transporte do polimero.** Uma vez no
periplasma, o polimero é possivelmente modificado pela hidrolase PsIG para posteriormente
ser exportado pela Unica proteina de membrana externa, PsID.

A B
Psl
PsID
RPN ORGP
OOOABA 0000000000
HO ho OH

% HO
PSIG Hq*&\ OH 1o 3
HO (o) (o) OH
PsiE o ‘?oH%&“Q;?/
‘ 099 000G 3 © HO
DG JO_p0¢
PslJ PsK PsIL
PSIB

Substratos

Figura 8 - (A) Complexo biossintético de PSL de P. aeruginosa, com destaque para as glicosiltransferases em
verde e (B) estrutura molecular do PSL.
Fonte: Adaptado de LIANG %
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Apesar de existirem algumas evidéncias estruturais do exopolissacarideo PEL, sua
estrutura molecular ainda néo foi totalmente desvendada. Sua primeira descri¢do se deu em
2004, em que tratamentos enzimaticos e bioquimicos da matriz de biofilme mostraram que
PEL apresenta ligacdes glicosidicas do tipo 1—4 e 1—6.3 Em 2015, Jennings e
colaboradores mostraram por analises de clivagem de ligagdes glicosidicas que PEL é um
polimero linear, parcialmente acetilado com carga positiva e majoritariamente composto de
N-acetilgalactosamina e N-acetilglicosamina.** Além disso, foi mostrado que anticorpos
contra PNAG e quitosana, assim como o tratamento com quitosanase, também se mostraram
efetivos contra PEL.** Estudos de PelF, a GT do complexo PEL, mostraram que a enzima é
especifica para aguicares ligados a UDP, como UDP-glicose.*+*°

O complexo biossintético de PEL é composto por sete proteinas denominadas Pel(A-G)
de acordo com a ordem em que seus respectivas CDSs aparecem no gDNA.334¢ Estudos
computacionais baseados nas sequéncias primarias das proteinas Pel ajudaram a elaborar um
modelo para o complexo biossintético de PEL. A tabela 1 mostra as caracteristicas preditas de

cada proteina e a figura 9 esquematiza o complexo enzimatico.

o O substratos

OQO

c-di-GMP

Figura 9 - Modelo de complexo biossintético de PEL de P. aeruginosa, com destaque para a GT, PelF, em verde
e a proteina reguladora, PelD, em alaranjado.
Fonte: Adaptada de LIANG %
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Tabela 1 - Descrigdo das proteinas envolvidas na biossintese de PEL baseada na predi¢éo de dominios proteicos.

Proteina Descricéo Referéncia

PelA Acetiltransferase Colvin e colaboradores, 2013
PelB B-porina de membrana externa com dominio TPR Franklin e colaboradores, 2011
PelC Proteina auxiliar de membrana externa (OMA) Vasseur e colaboradores, 2007

i . Whitney e colaboradores, 2012 e
PelD Proteina reguladora com dominios GAF e GGDEF _

Li e colaboradores, 2012

PelE Proteina de membrana interna com dominio TPR Franklin e colaboradores, 2011
PelF Glicosiltransferase Ghafoor e colaboradores, 2013
PelG Transportador de polissacarideos de membrana interna Vasseur e colaboradores, 2005

Fonte: Elaborada pela autora.

Predi¢cGes computacionais mostram que a Unica proteina inteiramente citoplasmatica
do complexo Pel é PelF. Essa enzima possui um dominio GT e encontra-se envolvida na
polimerizac&o do polissacarideo. Estudos revelaram que a expresséo de PelF ocorre apenas no
periodo de crescimento do biofilme, reforcando a ideia de que o PEL possui fungédo
estrutural.> O mecanismo de sintese e translocagdo do polissacarideo para o periplasma ainda
ndo foi totalmente elucidado. Acredita-se que esse processo seja mediado por PelD, PelE ou
PelG, as unicas proteinas contendo dominios transmembranares que sdo preditas de
localizarem-se na membrana interna.?® Embora a interacdo entre PelF e outras proteinas do
complexo Pel ainda ndo foi comprovada, estudos de pull-down indicam que PelF pode ter
outros parceiros de interacdo citosdlicos como uma provavel proteina com dominio
acetiltransferase e PA4657, uma proteina com dominio oxidorredutase dependente de
FAD/NAD.® Interessantemente, oxidorredutases desse tipo sdo capazes de manter pontes de
dissulfeto em proteinas, podendo ser essa sua fungdo em relagdo a PelF.#

PelD é uma proteina essencial para a formacdo da pelicula de biofilme de P.
aeruginosa que contém uma porcdo citosolica e um dominio de membrana interna
DUF4118.%84 A porgdo citosdlica de PelD engloba um dominio GAF, dominio que
comumente se liga a nucleotideos, seguido de um dominio GGDEF degenerado (RNDEG).
Apesar do dominio GGDEF ndo possuir funcédo catalitica, PelD mantém o motivo de ligacéo a
c-di-GMP do sitio-I intacto, sendo capaz de se ligar tanto a uma como a duas moléeculas do
nucleotideo.**%° A figura 10 ilustra duas estruturas cristalograficas de PelD ligadas a uma e a

duas moléculas de c-di-GMP. Por ser capaz de interagir com a molécula reguladora da
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formacdo de biofilme, acredita-se que PelD seja a proteina reguladora do complexo
biossintético de PEL, uma vez que ela é a nica proteina com dominio de ligagdo a c-di-GMP.
De fato, cepas de P. aeruginosa carregando PelD com mutacdes de residuos essenciais para o
reconhecimento de c-di-GMP sdo incapazes de formar biofilmes.®*®* O mecanismo de
regulacdo da producdo de PEL e a funcionalidade do dominio transmembrénico de PelD
permanecem desconhecidos, bem como a fungéo de PelE.

1 c-di-GMP
8 2 c-di-GMP

Figura 10 - (A) Alinhamento do dominio GAF das estruturas da porcéao citoplasmética de PelD (PDB: 4EUV e
4DNO) com destaque para o motivo de ligagcdo a c-di-GMP RxxD. Interagdes dos residuos de
arginina e 4cido aspartico do motivo RxxD com (B) uma molécula de ¢c-di-GMP e (C) um dimero de
c-di-GMP.

Fonte: Elaborada pela autora.

Predicdes de dominios proteicos mostram que PelG apresenta 12 hélices de membrana
interna com elevada porcentagem de residuos de leucinas e isoleucinas em sua cadeia
polipeptidica (21,3 e 7,9%, respectivamente).*® Tais caracteristicas sdo tipicas de membros da
familia de transportadores de polissacarideos procarioticos (do inglés, PST), proteinas que
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transportam precursores de lipopolissacarideos e carboidratos complexos.? Alguns membros
da familia PST atuam em conjunto com outras proteinas que regulam a passagem de
carboidratos complexos.>*>* Dessa forma, tem sido especulado que PelG seja a possivel
transportadora de polissacarideo de membrana interna, sendo esta provavelmente regulada por
PelD.

A Unica proteina inteiramente periplasméatica desse complexo é PelA, uma proteina
fundamental para a formacio de biofilme de PA14.48% PelA apresenta atividade deacetilase
in vitro que corrobora com a deteccao de aclicares aminoacetilados no polissacarideo PEL.#45°
Dessa forma, acredita-se que PelA possa modificar o polissacarideo nascente antes do mesmo
ser translocado para o exterior da célula, desempenhando papel similar a acetilases Algl, AlgJ
e AlgF do complexo de sintese de alginato.

As proteinas transmembranicas restantes localizam-se na membrana externa com
dominios periplasmaticos. PelB ¢ uma proteina rica em fitas [, estrutura comumente
encontrada em porinas de membrana externa. PelB contém um dominio periplasmatico TPR
que possivelmente interage com o dominio TPR de PelE para proteger o polissacarideo
durante sua migracdo no periplasma, desempenhando papel similar ao dominio TPR de
AlgK.% A segunda proteina de membrana externa é PelC, proteina essencial na producéo de
PEL.* PelC foi prevista ser um membro de proteinas auxiliares de membrana externa (do
inglés, OMA), proteinas multiméricas que ajudam no transporte de substancias para 0 meio
extracelular.*® Apesar de haver vérias teorias sobre a funcionalidade de PelC, nenhuma delas
ainda foi comprovada.

Anélises de bioinforméatica e comparagdes dos complexos biossintéticos descritos
sugerem que 0s mecanismos de regulacdo, producédo e exportacdo de todos 0s polissacarideos
possuam semelhancas entre si. Por exemplo, producédo de celulose, alginato e PEL envolvem
proteinas reguladoras com dominios de ligacdo a c-di-GMP que se encontram ancoradas na
membrana interna (BcsA e Bcsk, Alg44 e PelD, respectivamente). No periplasma, 0s
polimeros sofrem modificacdes catalisadas por hidrolases ou acetilases e, no caso de PEL e
alginato, sdo transportados através de um scaffold proteico formado pelo dominio TPR de
PelB, PelE e AlgK. Por essas semelhancas, acredita-se que a producgéo de PEL seja ativada
pela interacéo de c-di-GMP com PelD que, por sua vez, regula a ativacdo do complexo. A fim
de analisar essa hipotese, diversos estudos estruturais e bioquimicos foram realizados, levando

a um modelo de ativacdo de PelD.
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1.4 Modelo de ativacao de PelD

Como descrito anteriormente, PelD possui um dominio de membrana interna seguido de
dois dominios citoplasmaticos GAF e GGDEF (figura 11). Assim como na GT translocadora
Alg8, o dominio de membrana de PelD é formado por quatro hélices transmembranas que sdo
conectadas ao dominio GAF por uma longa hélice a, denominada hélice justamembrana
(hélice JM) (residuos 111-154), sequida da hélice S (de sinalizadora, que serd discutida

posteriormente, residuos 158-176).

Pel D154-455 .

1 50 100 150 200 250 300 350 400 450
1 1 1 1 1 1

PE| D176-455

Pel D111-455
Membrana Citoplasma
- i l_‘ﬁ
1 5'0 160 léO 260 2;30 360 35;0 460 45'30

Figura 11- Organizagdo de dominios de PelD e predicdo de coiled-coil realizada através do programa
MARCOIL. Na figura, observa-se as duas construcdes de PelD utilizadas nesse trabalho, PelD11-4%5
e PelD76-455, pelD11-455 contém toda a porgdo da hélice S e JM e PelD76-455 contém uma porgéo da
hélice S (indicada na estrutura, PDB: 4EUV) com pequena probabilidade de formacdo de coiled-
coil.

Fonte: Adaptada de SILVA %6

Em 2012, dois grupos independentes resolveram a estrutura cristalografica de
construgdes sollveis de PelD (residuos de 156/158-455).4°0 Nesses trabalhos, foi visto que
as estruturas da porcéao citoplasmatica de PelD estavam ligadas a uma e a duas moléculas de
c-di-GMP, concordando com dados de calorimetria de titulagio isotérmica (ITC).*° Embora
os dominios citoplasmaticos de PelD possuam estrutura cristalogréafica resolvida e tenham
sido caracterizados bioquimicamente, os trabalhos de Whitney e colaboradores bem como Li e
colaboradores ndo chegaram a um modelo de ativagdo de PelD mediado por c-di-GMP.
Buscando entender esse mecanismo de ativagdo, nosso grupo percebeu através de

sobreposicdes estruturais que a ligacdo sequencial de uma e duas moléculas de c-di-GMP
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promove uma abertura relativa dos dominios GAF e GGDEF, diminuindo as interagdes dos
dominios GAF e GGDEF com a hélice S entre os dominios (figura 12).%® Essa observacéo
levantou a hipotese que a ligacdo de c-di-GMP poderia deslocar a hélice S, levando a um
rearranjo dos dominios GAF e GGDEF. Isso foi confirmado pela resolucdo estrutural de uma

construcio de PelD sem a hélice S (PelD%%, figura 13) por nosso grupo.*®

“) =~ - |

Sem c-di-GMP \
¥ 1c-di-GMP 3 £
W 2 c-di-GMP ~

Figura 12 - Mudanga conformacional do dominio GGDEF de PelD dependente da ligacdo de c-di-GMP.
Alinhamento dos dominios GAF de PelD sem c-di-GMP (cinza claro, PDB: 4ETX), com uma
molécula de c-di-GMP (cinza escuro, PDB: 4ETZ) e ligada a um dimero do nucleotideo (preto,
PDB: 4DNO). A hélice S e o dimero de c-di-GMP estéo representados em amarelo.

Fonte: Elaborada pela autora.

B cAF
@ GGDEF
[ Hélice S
GAF
B GGDEF

PelD 176-455

PelD 154455
(PDB: 4ET2)

o

Figura 13 - (A) Estrutura cristalografica de PelD76-4% obtida por nosso grupo®® com dominios GAF e GGDEF
mostrados em azul e verde, respectivamente. Residuos de arginina e acido aspartico do motivo
RxxD estdo mostrados em bastdo. (B) Alinhamento dos dominios GAF da estrutura cristalogréfica
resolvida por nosso grupo e 4ETZ, destacando o rearranjo conformacional gerado pela auséncia da
hélice S e 0 motivo RxxD em roxo.

Fonte: Elaborada pela autora.
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GAF é um dominio de ligacdo de nucleotideos, como cGMP e cAMP, que usualmente
assume forma homodimérica. Em PelD, o dominio GAF ndo é capaz de se ligar a esses
nucleotideos (afinidade de ligacdo muito menor do que ja reportado para outros dominios
GAFs) e ndo forma dimeros, uma vez que sua interface de dimerizacdo encontra-se voltada
para 0 dominio GGDEF.>%>! Dessa forma, construcdes citoplasmaticas contendo o dominio
GAF e GGDEF de PelD apresentam-se monoméricas em solugdo. Por outro lado, constructes
de PelD contendo a hélice JM apresentam-se diméricas, possivelmente pela formacéo de um
coiled-coil previamente predito nessa regifo.>>® Apesar de menos comum, esse tipo de
oligomerizacdo foi observado em algumas proteinas, como em uma proteina de funcéo
desconhecida de P. aeruginosa (PA5279) e na fosfodiesterase 2A de humanos. Além da
hélice JM, estudos de bioinformatica realizados por nosso grupo indicaram que a hélice S
possui uma pequena probabilidade de formacdo de coiled-coil, podendo também participar da
formacao de dimeros.

Visando analisar a dependéncia das hélices JM e sinalizadora na ligacdo de PelD com
c-di-GMP, nosso grupo realizou experimentos de dicroismo circular de PelD!4% ¢ pelD7®-
4% na presenca do nucleotideo. Foi verificado que o sinal de c-di-GMP dimérico diminuia na
presenca das duas construcdes de PelD, mostrando que ambas as construcdes eram capazes de
se ligar ao c-di-GMP. Porém, quando os dimeros de c-di-GMP em solucdo eram induzidos
pela presenca de Mn?*, apenas PelD!% era capaz de se ligar ao nucleotideo, quebrando os
dimeros de c-di-GMP a mondmeros (dados ndo publicados).

A possibilidade de formacao de coiled-coil da hélice S, as analises de ITC e os dados
de dicroismo circular levaram o grupo a especular um mecanismo de ativacao de PelD em que
a hélice S de PelD atua de maneira andloga a hélice S de LapD de Pseudomonas fluorescens
(figura 14)°’. Nesse mecanismo, a ligagdo de c-di-GMP no dominio EAL degenerado de
LapD provoca mudancas conformacionais em seu switch loop, gerando o afastamento da
hélice S do dominio EAL®. Esse afastamento € entdo transmitido ao dominio
transmembrénico e periplasmatico através da hélice JM coiled-coil e, apenas nessa
conformacdo ligada ao c-di-GMP, o dominio periplasmatico é capaz de se ligar & enzima
LapG.>’
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Figura 14 - Mecanismo de ativacdo de LapD de P. fluorescens. A ligacdo do c-di-GMP ao dominio EAL
desestabiliza a hélice S (azul) provocando seu rearranjo estrutural que é translocado ao dominio
periplasmatico. Essa mudanga provoca o recrutamento da protease periplasmatica LapG.

Fonte: Adaptada de NAVARRO 6

No mecanismo proposto para ativacdo de PelD (figura 15), acredita-se que a hélice S
desempenhe um papel semelhante a hélice S de LapD na transducdo de sinal até seu dominio
de membrana. Nesse modelo, a auséncia de c-di-GMP caracteriza o estado autoinibido de
PelD, em que a proteina encontra-se dimérica pelo coiled-coil de sua hélice IM.*® A ligacdo
de uma molécula de c-di-GMP a cada dominio GGDEF do dimero provoca o afastamento da
hélice S, gerando uma nova interface dimérica.>® O coiled-coil da hélice JM é quebrado,
criando uma cavidade livre para o transporte do polissacarideo que é posteriormente
translocado pelo dominio de membrana.®® A ativagdo do dominio de membrana parece ser
essencial para a biossintese de PEL, uma vez que a expressao do dominio citoplasmético de
PelD em cepas deletadas de pelD (PA14ApelD) ndo é capaz de promover a producdo da
matriz exopolissacaridica.>® Além disso, as mudancas conformacionais do dominio
citoplasmatico de PelD provavelmente favorecem a interacdo de PelD com PelF, ja que a
proximidade do dominio GT a membrana é necessaria para que, apos a sintese, o polimero

seja exportado para o meio extracelular.®
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Figura 15 - Mecanismo de ativagdo de PelD proposto por nosso grupo em 2012, mostrando que a ligagéo de c-
di-GMP promove a ligacéo de PelF e translocacéo do polissacarideo nascente por PelD.
Fonte: Adaptada de SILVA %6

O modelo atual de ativacdo de PelD apresenta-se condizente com os dados
experimentais e compara¢des com outras vias de producdo de EPS. Porém, grande parte do
mecanismo de ativagdo permanece obscuro e ainda nao foi comprovado.

Por exemplo, foi visto que PelD interage com formas monomeéricas e dimericas de c-
di-GMP, mas o papel da interacdo de PelD com as diferentes formas do nucleotideo nunca foi
descrito. Pode-se citar também a suposta formacdo do coiled-coil de PelD através da hélice S
em seu estado ativado. Embora exista uma pequena probabilidade de formacéo de coiled-coil
nessa regido, essa hipotese foi baseada unicamente em predicbes computacionais e em
compara¢fes com outros mecanismos de transducdo de sinal envolvendo hélices JM e
dominios de membrana. Além disso, a estrutura cristalografica obtida por nosso grupo
mostrou que, na auséncia da hélice S, os dominios GAF e GGDEF se rearranjam formando
um core hidrofébico na regido anteriormente ocupada pela hélice S. Contudo, a importancia
desse rearranjo no mecanismo de ativacdo de PelD nunca foi descrito.

A hipotese de que PelD transloca o polimero nascente vem da similaridade entre os
dominios de membrana de PelD e Alg8, deixando de lado o possivel recrutamento de PelG,
uma proteina que é predita de possuir dominios de translocagé@o de polissacarideos. A possivel
participacdo de PelG na formacdo do complexo de sintese e transporte de PEL pela membrana
interna também n&o foi especulada. A interagdo entre PelD, PelF e PelG pode ocorrer, pois,

diferentemente de GTs de outras vias hiossintéticas de matrizes extracelulares, PelF nédo
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possui nenhuma parte transmembranica capaz de transportar o polissacarideo sintetizado ao
periplasma. Assim, é necessario que PelF esteja proxima a proteina transportadora, PelG, e da
proteina ativadora de todo o complexo, PelD. Por fim, o0 modelo de ativacdo mediado por c-
di-GMP demonstra como PelD é provavelmente ativada, mas ndo demonstra como PelD
retorna a seu estado autoinibido, um mecanismo essencial na via de regulacdo da formagéo de
EPSs.
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2 Objetivos

Visando desvendar os mecanismos moleculares que regem a ativacdo do complexo de
biossintese de PEL, o presente trabalho se prop6s a realizar analises biofisicas, bioquimicas e
microbiologicas a fim de esclarecer a ativacdo e desativacdo de PelD mediada por c-di-GMP,
assim como investigar a formacdo do possivel complexo de membrana interna. Para isso,
primeiramente foi realizada a producdo de amostras proteicas por meio de processos de
clonagem das CDSs de PelA, PelB, PelC, PelE, PelF, PelG e alguns dos dominios isolados
dessas proteinas. Além disso, foi feita a clonagem de toda por¢do génica pelA-G e pelD-G,
visando a co-purificacdo do complexo proteico Pel. A expressdo heter6loga de todos os clones
foi testada e as proteinas expressas tiveram seus processos de purificacdo otimizados para
futuras caracterizacdes biofisicas e ensaios cristalograficos.

Posteriormente, a interacdo entre PelF, PelG e porcdes citoplasmaticas de PelD, foram
analisadas por reacOes de crosslinking, cromatografia de exclusdo molecular (do inglés, SEC)
e pull-down. A possivel interacdo de outras proteinas com o complexo de membrana interna
também foi estudada por pull-down e analise de formacdo de biofilme da biblioteca de
mutantes de P. aeruginosa PA14.585°

Finalmente, buscando avaliar a importancia da hélice S e da ligacdo de c-di-GMP a
porcOes citoplasmaticas de PelD, foram realizados ensaios funcionais in vivo de cepas de P.
aeruginosa PA14 com mutacdes sitio dirigidas na CDS de PelD. Tais mutantes tiveram sua
capacidade de formacdo de biofilme avaliadas visando identificar regides proteicas

importantes para a ativacao de PelD.
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3 Metodologia

3.1 Obtencao de amostras proteicas

Nesta secdo seré detalhado o processo de producdo de amostras proteicas, englobando
a clonagem das CDSs em vetor de expressdo, expressao heteréloga e purificacdo de proteinas.
As amostras obtidas foram utilizadas em caracterizacdes biofisicas, ensaios cristalograficos e

estudos de interagdo descritos posteriormente.

3.1.1 Clonagem

Buscando uma melhor caracterizacdo estrutural das proteinas Pel, decidiu-se estudar
as proteinas inteiras, assim como seus dominios proteicos. Para isso, primeiramente, 0S
programas Pfam,®® Psipred,®1%? SignalP®® e THMM® foram utilizados com objetivo de
delimitar regides de dominios proteicos. Apds essa etapa, foram desenhados
oligonucleotideos para a amplificacdo de cada construcdo contendo um sitio de clivagem de
exonucleases especificas em seu inicio (tabela 2). As sequéncias pelD-G e pelA-G tiveram a
sequéncia inicial de seus oligonucleotideos prolongada com 15 pb da sequéncia complementar
do vetor de expressdo pBADm11-Strep para uma clonagem utilizando o método In-Fusion
(Clontech).®> Os oligonucleotideos foram sintetizados pelas empresas Exxtend, IDT e
Eurofins.

Os clones das construcdes soltveis de PelD foram previamente clonados pela aluna
Sumiria Silva durante seu trabalho de mestrado em nosso grupo.>® Os clones das construcoes
de membrana, bem como todo o processo de producado e caracterizagao de tais amostras foram
realizados no Laboratdrio de Biologia Estrutural de Secrecdo Bacteriana (Instituto Pasteur -
Franca), sob a supervisdo de Rémi Fronzes e Petya Krasteva. A clonagem das CDSs de
construcdes de membrana se deu a partir da amplificacdo das respectivas CDSs do gDNA de
P. aeruginosa PAO1, enquanto que as CDSs correspondentes a construgdes citoplasmaticas e
periplasmaticas foram amplificadas a partir do gDNA de P. aeruginosa PA14. A amplificacdo
génica foi realizada utilizando a enzima High Fidelity (Thermo Scientific) na presenca de
dimetilsufoxido (DMSO) e seguindo as instrucdes do fabricante.
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Tabela 2 - Sequéncias de DNA clonadas nesse trabalho e seus respectivos primers de amplificacdo. Sequéncias
em azul, verde e amarelo representam porcdes periplasmaticas, citoplasmaticas e de membrana,
respectivamente.

Construcéo Caracteristica Vetor Primers
1798 . ) CATGGAATTCGGCGGGCCGTCCAGCGTG
PelA Inteira PET-SUMO CATGCTCGAGTCAGCGGCAGACGAGTTGGCC
- 251103 - : CATGGAATTCACCTTCAACAGCGAAGAAGTATTCATGCC
£ PelB Dominio TPR pET-SUMO CATGAAGCTTTCAGCGGCCGAAGCGCGT
©
=2
5 Porcao CATGGGATCCGCTACGCCGCTGGCGCGC
< 27-172 3
& PelC periplasmatica PET-SUMO CATGAAGCTTTCACTCGAGCCGCAGGTCGC
88.329 . : CATGGGATCCTTCCCGGCGCTGTACCTG
PelE Dominio TPR  pET-SUMO CATGAAGCTTTCATGTCCAGTATCTCGCCAG
. GAATTCATGACCGAACACACCGCTC
FelF Inteira PET-SUMO CTCGAGATCATGCAATCTCCGTGGCT
Dominio GAATTCATGACCGAACACACCGCTC
1-289 .
PelF DUF2492 PET-SUMO CTCGAGATCACTCGGCGCCATCGAGTA
c\s 1201 Dominio ] GAATTCATGACCGAACACACCGCTC
£ PelF DUF2492 PET-SUMO CTCGAGATCACCGTGGCTCGGCGCCAT
@
:
= Dominio GAATTCGATGTCTGCCTGCTGCTG
13-289 3
O PelF DUF2492 PET-SUMO CTCGAGATCACTCGGCGCCATCGAGTA
310507 - ) GAATTCCGGCGGCCGCCGGGGAT
PelF Dominio GT  pET-SUMO CTCGAGATCATGCAATCTCCGTGGCT
313.507 . GAATTCCCGGGGATTCCGCCG
PelF Dominio GT  pET-SUMO CTCGAGATCATGCAATCTCCGTGGCT
. GGATCCCATATGGCCAACTCGTCTGCCGCTGAC
PelB Inteira PET-21a CTCGAGAAGCTTTCAGCGGCCGAAGCGCGTGCT
. GGATCCCATATGTCCGCGCACAAGGATTTCACC
PelD Inteira PET-21a CTCGAGGCGGCCGCAACAGCCACTTGCTGATCATTC
CATATGGGATCCATGGCCGGCATCGGCTTCGAAC
= - Inteira PET-SUMO  CTCGAGGCGGCCGCCTATCAGCGATTGAGCATGAAGGT e
= e pET-21a CATATGGAATTCATGGCCGGCATCGGCTTCGAAC
£ CTCGAGAAGCTTTCAGCGATTGAGCATGAAGGT
e
) . GGATCCCATATGGCCAACTCGTCTGCCGCTGAC
= PelBC Inteiras pPET-21a CTCGAGAAGCTTCTCGAGCCGCAGGTCGCCGAC
HllE Inteiras pBADM11- ACAGGAGGAATTAACCATGTCCGCGCACAAGGATTTC
Strep CTGCGGGTGGCTCCAGCGATTGAGCATGAAG
PelA-G T pBADmM11- ACAGGAGGAATTAACCATGCGGTTCAGCAAGAAAG
Strep CTGCGGGTGGCTCCAGCGATTGAGCATGAAG

Fonte: Elaborada pela autora.



43

Todos os DNAs amplificados foram analisados através de gel de agarose 0,8% e
purificados com o kit Wizard Genomic DNA Purification (Promega). Posteriormente, 0s
DNAs amplificados e os vetores de expressdo foram digeridos com exonucleases apropriadas.
Uma nova etapa de purificacao foi realizada e os insertos foram ligados ao vetor de expressao
com o auxilio da enzima T4 DNA ligase (Invitrogen). As sequéncias amplificadas e
purificadas de pelD-G e pelA-G foram utilizadas diretamente para a ligagcdo no vetor pBAD-
m11-Strep utilizando o kit In-Fusion.

Os clones foram entdo inseridos na cepa de propagacéo E. coli DH5a (ou Top10, para as
construces de membrana) por meio de choque térmico e apds o periodo de recuperacédo celular
em meio Luria-Bertani (LB) as bactérias foram plaqueadas em meio LB sélido contendo 50
pg/ml canamicina (para clones em pET-SUMO) e 100 pg/ml ampicilina (para clones em pET-
21a e pBADmM11-Strep). Apds o crescimento das bactérias, colbnias isoladas foram pré-
inoculadas para a posterior extracdo de DNA plasmidial (kit SV Miniprep, Promega).

Aproximadamente 200 ng de DNA plasmidial foram digeridos com as respectivas
exonucleases para a confirmacdo de ligacdo do inserto ao vetor de expressdao. Em caso
afirmativo, os clones eram sequenciados utilizando o método de Sanger no sequenciador 3130
Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Por fim, os resultados do sequenciamento foram
analisados com o auxilio do programa BioEdit.

Mutantes de PelF com elevada energia superficial entrépica foram preditos pelo
programa SERp,®® que retornou trés regides com alta entropia: E357/E358/E359,
K219/E220/K222 e E114/E115. Os oligonucleotideos foram desenhados para cada uma das
trés regides a fim de mutar os residuos citados por residuos de alanina. As mutacfes foram
feitas com a amplificacdo de todo o vetor pET-SUMO-pelF utilizando a enzima Phusion
(New England Biolabs) segundo as instrucdes do fabricante. Os DNAs amplificados foram
tratados com a enzima Dpnl (Thermo Scientific) visando clivar qualquer DNA molde
metilado proveniente de E. coli DH5a (DNA sem mutacdo) e foram entdo transformados na
mesma bactéria de propagacdo. Coldnias Unicas foram isoladas, tiveram seus plasmideos

extraidos e as mutagdes foram confirmadas por sequenciamento.

3.1.2 Testes de expressao e indugéo

As expressoes heterélogas das proteinas Pel foram realizadas em E. coli BL21 (DE3) e

em Topl0, para os clones em pBADmM11-Strep. Culturas com densidade éptica (DOeoo nm)
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entre 0,6-0,8 foram induzidas com concentragGes crescentes dos agentes indutores isopropil-
B-D-galactopiranosideo (IPTG), para clones em vetores pET, e arabinose, para clones em
pBADmM11-Strep. A expressdo heterdloga se deu por 3 ha 37 °C e, posteriormente, as culturas
foram fervidas e analisadas em eletroforese em gel SDS-PAGE, podendo ser posteriormente
analisadas por Western blot.

Para o western blot, as amostras de construgdes de membrana celular foram
transferidas do gel para uma membrana de nitrocelulose (BioRad) utilizando o equipamento
Trans-Blot Turbo (BioRad) de acordo com as instrugdes do fabricante. A membrana foi entdo
bloqueada em 5% leite dissolvido em tampéo fosfato salino (PBS) contendo 0,1% Tween.
Anticorpos Anti-polyHistidine Clone HIS-1 (Clontech) e StrepMAB-Classic (IBA) foram
adicionados a solucdo para interacdo especifica com poli-histidina e estreptavidina,
respectivamente. Apds 16 horas de incubacao a 4 °C, as membranas foram lavadas no mesmo
tampdo e anticorpos anti-mouse conjugados com HPR (Sigma) foram adicionados por 45
minutos a temperatura ambiente. As membranas foram lavadas novamente e a revelagéo foi
feita utilizando o reagente ECL (GE Healthcare).

O mesmo teste de inducdo foi realizado em células E. coli Rosetta (DE3) para 0s
clones pET-21-pelB, pET-21-pelD, e em meio Terrific-Broth (TB) para os clones pBADm11-
Strep-pelD-G e pBADmM11-Strep-pelA-G.

3.1.3 Expresséo heterologa e purificacédo de construcdes soluveis

A expressio heterdloga de PelA%7-948 PelB35-1193 pe|C?27-172) pe|ES8-32° Pe|F, PelF 1289,
PelF 1328 pelF 1291 ¢ mutantes com energia entropica reduzida de PelF, foi realizada em
meio LB. Ao atingir a DOgoonm de aproximadamente 0,6, as células contendo os plasmideos
de expressao de construcdes citoplasmaticas e periplasmaticas foram induzidas com 0,1 mM
IPTG.

ApoOs a expressdo, as celulas foram separadas por centrifugacdo e ressuspendidas em
20 mM Tris-HCI pH 8, 300 mM NacCl (PelC foi ressuspendida em 20 mM Tris-HCI pH 7,5,
150 mM NacCl) na presenga de 5 mM imidazol, lisozima (Sigma) e coquetel de inibidor de
protease (Roche). A lise celular foi realizada por sonicacdo e os debris celulares foram
separados por centrifugagéo.

A fracdo soluvel era entdo filtrada e aplicada em resina TALON (Clontech)

previamente equilibrada com os respectivos tampdes. As proteinas foram lavadas com 10
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volumes de coluna (VC) em seus respectivos tampdes contendo 10 mM imidazol e foram
eluidas na presenca de 50, 150 e 300 mM imidazol com 5 VC. Apos a analise de todas as
fracdes em gel SDS-PAGE, as fragdes contendo as proteinas eluidas eram incubadas em
presenca de ULP1 a 4 °C por aproximadamente 16 horas para a clivagem da cauda 6xHis-
SUMO.

Apb6s a clivagem, as reacGes foram concentradas em membranas com poros
apropriados (Milipore) e dialisadas para retirada do imidazol. Uma vez que a enzima ULP1
também possui uma cauda 6xHis, uma nova cromatografia de afinidade por metal imobilizado
(do inglés, IMAC) foi feita para a retirada da protease e de 6xHis-SUMO. Por fim, as
construcgdes foram concentradas e purificadas por SEC em coluna Superdex75 10/300GL (GE
Healthcare). Os picos de absorcdo em 280 nm foram separados e analisados por SDS-PAGE.

A expressao e purificacdo das fracdes soltveis de PelD foram realizadas como descrito

por Silva.*®

3.1.4 Otimizacéo da purificacdo de PelG

Culturas de E. coli BL21 (DE3) foram crescidas em meio TB até a DOgoonm atingir
aproximadamente 1 unidade de absorbancia. A expressdo proteica foi induzida com 0,8 mM
IPTG a 16 °C por 16 horas. As etapas de coleta de células, lise celular e separacdo de debris
celulares foram feitas como descrito para as construgdes soluveis.

Uma vez que PelG é uma proteina integral de membrana, a membrana celular
bacteriana foi separada por meio de centrifugacdo do lisado (100.000 g durante uma hora) e a
membrana foi entdo solubilizada em 20 mM Tris-HCI pH 8,6, 300 mM NaCl, 50 uM DTT.

Para um teste de solubilidade, dez aliquotas da por¢do de membrana foram deixadas
na presenca dos detergentes mostrados na tabela 3. Ap6s uma hora de agitacdo a 4 °C, as
porcOes insoluveis e sollveis foram separadas por uma nova centrifugacdo e analisadas por
SDS-PAGE seguido de Western blot.

Para o teste de atividade de ULP1 na presenca de detergentes, a solubilizacdo da
membrana foi feita em 20 mM Tris-HCI pH 8,6, 300 mM NaCl, 50 uM DTT, 1% DDM e oito
aliquotas iguais foram separadas. Cada aliquota foi aplicada em uma coluna contendo resina
TALON previamente equilibrada com tampdo de extracdo. Cada coluna foi lavada com 15
VC de 20 mM Tris-HCI pH 8,6, 300 mM NaCl contendo os detergentes indicados na tabela 3

em concentracdes duas vezes maiores que suas respectivas Concentracdes Micelares Criticas
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(CMCs). PelG foi eluida em 5 VC dos mesmos tampdes suplementados de 120 mM imidazol
e foi incubada na presenca de ULP1 a 4 °C por 6 horas. Por fim, as aliquotas foram analisadas
por SDS-PAGE.

Tabela 3 - Detergentes utilizados na otimizacdo de extracao e purificacdo de PelG.

Concentracdo de CMC

Nome Abreviatura M
extracio (%) (%) Fornecedor
n-Dodecyl-p-D-maltopyranoside B-DDM 1 0,009 Anatrace
Cymal 6 Cymal-6 2 0,030 Anatrace
N,N-Dimethyldodecylamine N-oxide LDAO 1 0,020 Anatrace
n-Decyl-N,N-Dimethylamine-N-Oxide DDAO 2 0,200 Anatrace
n-Octyl-f-D-glucopyranoside 0G 2 0,500 Anatrace
Fos-choline 12 Fos-choline 12 1 0,047 Anatrace
3[(3-Cholamidopropyl
_[( p Py o CHAPS 1 0,500 Sigma

dimethylammonio] propanesulfonic acid
n-Decyl-p-D-maltopyranoside bM 1 0,090 Anatrace
2,2-dioctylpropane-1,3-bis-p-D-

DM-NPG 2 0,003 Anatrace

maltopyranoside

Fonte: Elaborada pela autora.

3.1.5 Expresséo heterdloga e purificacéo de PelG

PelG foi expressa heterologamente em células E. coli BL21 (DE3) cultivadas em meio
TB na presenca de 0,8 mM IPTG. Apds a lise celular e a separacdo da membrana lipidica
descritas no item anterior, a membrana foi dissolvida em 20 mM Tris-HCI pH 8,6, 300 mM
NaCl, 50 uM DTT, 1% DDM, centrifugada para retirar fragdes insoltveis e aplicada em uma
coluna contendo resina TALON. A resina foi lavada com 15 VC de 20 mM Tris-HCI pH 8,6,
300 mM NaCl, 50 uM DTT, 0,006% DM-NPG contendo 15 mM imidazol e a proteina foi
eluida com 5 VC do mesmo tampéo contendo 160 mM imidazol.

A fragdo eluida foi concentrada, dialisada e incubada na presenca de ULP1 durante
16h a 4 °C. Para a retirada da protease e 6xHis-SUMO, uma segunda IMAC foi realizada: a
amostra era adicionada a coluna, sendo isolada durante a lavagem com tampao sem imidazol,
enquanto que ULP1 e 6xHis-SUMO eram eluidas na presenga de 200 mM imidazol.

Aliquotas concentradas de PelG foram submetidas a uma SEC utilizando a coluna
Superdex200 10/300GL (GE Healthcare) e diversos tampdes e detergentes diferentes.
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3.1.6 Otimizacao de tamp0es

A otimizacdo de PelC?"172 e PelF foi feita baseada nos valores de polidispersividade
medidos em experimentos de espalhamento dindmico de luz (do inglés, DLS). Proteinas
purificadas foram concentradas a aproximadamente 20 mg/ml e diluidas a 2 mg/ml em cada
uma das condicbes do kit de solubilidade JBS. Apds duas horas a temperatura ambiente, 0s
precipitados eram retirados por centrifugacdo e a fracdo sollvel era medida a 20 °C em
Zetasizer uV (Malvern). Condi¢cbes em que as proteinas apresentavam menores estados
oligoméricos agregativos e menor polidispersividade eram selecionadas para posteriores SECs
seguidas de ensaios cristalograficos.

Além do DLS, uma nova otimizacdo de tampdes de PelF foi realizada utilizando a
técnica Thermofluor.” As medidas de fluorescéncia em diferentes agentes tamponantes do kit
de solubilidade foram realizadas com o auxilio do fluoréforo SYPRO Orange (Life
Technologies) que fluoresce ao se ligar as regides hidrofébicas de proteinas desnaturadas. As
solucgdes contendo 0,4 mg/ml de PelF foram aquecidas de 20 °C a 95 °C com incrementos de
1 °C a cada 30 s, e a cada incremento de temperatura as amostram eram excitadas a 490 nm e
tinham sua fluorescéncia medida a 575 nm. A partir das medidas de fluorescéncia, foi
possivel tracar curvas de desnaturacao referentes a cada um dos tampdes teste e escolher o
melhor tamp&o de acordo com a maior temperatura de desenovelamento de PelF. A fim de
testar aditivos que poderiam ajudar na estabilizacdo da proteina, reagentes do kit Additive
Screen foram utilizados em PelF previamente diluida no melhor tampédo escolhido. As
medidas foram realizadas como descrito acima.

A otimizacédo de PelG foi feita primeiramente em relacdo ao agente tamponante e ao
meio de cultura utilizado no cultivo de células. Dessa forma, as células foram cultivadas em
meio LB e TB e o processo de purificacdo da proteina de cada meio foi realizado nos agentes
tamponantes Tris-HCI pH 8,6 e CHES pH 9,5. Apds todo o processo de purificacdo, os
cromatogramas das quatro condi¢des foram comparados para a escolha da melhor condicgéo de
expressdo e de tamponamento. Depois disso, PelG foi expressa e purificada como descrito em
3.1.5, sendo a ultima SEC realizada em 20 mM Tris-HCI pH 8,6, 300 mM NaCl na presenga
de:

e 0,006% DM-NPG;
e 0,006% DM-NPG e 100 uM DTT;
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e 0,014% DDM,
e 0,03% LDAO;
e 4 mM LDAO e 0,5% éter mono-octil tetraetileno glicol (CsEs) (Anagrade);

e 1,4% sacarose monododecanoato (Anatrace).

Os cromatogramas foram comparados e as melhores condicGes foram escolhidas para

ensaios cristalograficos.

3.2 Ensaios cristalograficos

Amostras purificadas de PelC?1"2 PelF, PelF, PelF K219A/E220A/K222A, PelF
E114A/E115A e PelG foram submetidas a varios ensaios de cristalizacdo que englobavam
diversos kits e condicGes de cristalizacdo. Todas as triagens foram feitas utilizando a técnica

de gota sentada.

PelC?"172 e PelF foram utilizadas em triagens com os Kits Index, PEGRx 1 e II,
MembFac e SaltRx I e I (Hampton Research). Triagens de PelC?"17?, foram realizadas em 20
mM Tris-HCI pH 7,5, 150 mM NaCl e 20 mM Tris-HCI pH 8, 300 mM NacCl, com
concentracdes proteicas variando de 1 a 7,5 mg/ml. Ja os ensaios de PelF e seus mutantes
foram realizados com proteinas de 1 a 30 mg/ml em 20 mM Tris-HCI pH 8, 300 mM NaCl e
20 mM HEPES pH 8, 300 mM NaCl, sendo algumas das triagens realizadas na presenca de 50
mM arginina e 50 mM &cido glutamico.

Triagens de PelG foram feitas utilizando os kits MemGold | e 1l (Molecular
Dimensions), MemStart&MemSys (Molecular Dimensions), JB Screen Classic 1-5 (Jena
Bioscience) e JB Screen Membrane 1-3 (Jena Bioscience). Os ensaios foram realizados com
PelG variando de 0,5 a 3 mg/ml em tampao 20 mM Tris-HCI pH 8,6, 300 ou 500 mM NacCl,
100 uM DTT na presenca de 0,006% DM-NPG, 0,03% LDAO, 4 mM LDAO e 0,5% CgE4 e
1,4% sacarose monododecanoato. Condi¢cdes que apresentaram formacdo de microcristais
foram otimizadas com variacdo de pH, concentracdo de agente precipitante e por uma nova
triagem utilizando o kit Additive Screen (Hampton Research) utilizando a técnica de gota

pendurada.
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3.3 Estudos oligoméricos

3.3.1 Cromatografia de exclusdo molecular

A primeira investigacdo de oligomerizacéo das proteinas Pel foi feita por SEC, uma
vez que o volume de elui¢do de uma dada amostra se correlaciona com sua massa molecular.
Essa correlacdo pode ser obtida com uma curva de calibragdo da coluna utilizada,
relacionando a massa de proteinas globulares ja conhecidas com seus respectivos volumes de
eluicdo. Assim, foi feita a curva de calibragdo da coluna Superdex75 10/300 GL utilizando
proteinas padrGes e as instrucdes do kit de calibracdo de baixo peso molecular (GE
Healthcare). Os volumes de eluicdo de cada proteina foram encontrados utilizando a
ferramenta de integracdo do software AKTA pure (GE Healthcare). Utilizando as mesmas
condicdes cromatograficas das proteinas padrdo, fez-se a SEC de PelA*"%4 pg|B35-11%3
PelC?172 PelE®®32° ¢ PelF e, a partir de seus volumes de elui¢io, suas massas moleculares

puderam ser estimadas.

3.3.2 Crossliking

A oligomerizacgio de PelA*-948 pelB¥-119 pe|C27-172) pe|D14% pe|D164%5 pe|E8S-
329 pelF e PelG foram estudadas por crosslinking. Todas as proteinas foram primeiramente
dialisadas em tampdo HEPES para o agente de crosslinking ndo interagir com aminas
primarias do tampdo Tris, no qual as proteinas foram purificadas. Cada proteina a uma
concentragdo de 5 pM foi incubada por 30 minutos a 4 °C com 0,5 mM de etileno glicol bis-
sulfosuccinimidil succinato (EGS, Sigma Aldrich), com excecdo de PelG, que foi incubada
com 3 mM bis-sulfosuccinimidil suberato (BS®, Thermo Scientific). As reagdes foram
interrompidas com a adi¢do de 50 mM Tris-HCI pH 8 e analisadas por meio de eletroforese
SDS-PAGE. As mesmas condi¢bes de crosslinking foram utilizadas para avaliar a
dependéncia dos estados oligoméricos de PelD45% PelD76-4% ¢ PelF na presenca de c-di-

GMP, com concentracgdes do nucleotideo variando de 0 a 0,1 mM.
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3.3.3 Espalhamento de raios-X a baixo angulo

O estado oligomérico de PelF também foi avaliado por espalhamento de raios-X a
baixo angulo (do inglés, SAXS) utilizando 1 e 2,5 mg/ml de proteina em 20 mM HEPES pH
7,5, 300 mM NaCl. Os espalhamentos foram realizados na linha D02A-SAXS2 do
Laboratério Nacional de Luz Sincroton (LNLS) utilizando um comprimento de onda de 1,488
A e uma distancia de 1200 mm entre o detector e a amostra. O vetor de espalhamento q foi
definido por q = 4zsend/l, sendo 26 o angulo espalhado, e as curvas espalhadas foram
coletadas com amostras a 20 °C em um porta amostra de caminho 6ptico de 1 mm, sendo a
cela formada por duas janelas de mica. O espalhamento foi realizado em pulsos de 300 s e 0s
dados foram normalizados pela intensidade incidente do feixe. Com a finalidade de obter
curvas em escala absoluta para o calculo de massa molecular, foram realizadas medidas de
agua nas mesmas condic¢des, obtendo-se espalhamento médio da &gua que, junto de sua
constante de choque a 20 °C, possibilitou a correcdo dos dados para escala absoluta. O
espalhamento do tampéo foi subtraido do espalhamento da proteina e os padrées de integracédo
foram feitos utilizando o software FIT2D. As curvas foram escalonadas de acordo com a
concentracdo proteica e as funcbes de distribuicdo de disténcia, P(r), e diametro méximo,
Dmax, foram avaliados pelo pacote Gnom®. Os raios de giro (Rg) foram determinados
independentemente pelo método de transformada de Fourier inversa utilizando o0 Gnom e pela
equacio de Guinier®®. Utilizando o valor de 1(0), bem como a comparagéo de outras curvas de
SAXS de proteinas padrdo (lisozima e BSA),”*" foi possivel determinar a massa molecular

de PelF em solucéo.

3.4 Estudos de interacao

3.4.1 Cromatografia de exclusdo molecular de PelF e porcoes
citoplasmaticas de PelD

Os ensaios de interacdo entre PelF e construcBes sollveis de PelD foram feitos por
SEC na coluna analitica Superdex75 10/300 GL. Aproximadamente 4,5 nmols de PelF e cada
construcao de PelD eram incubados em banho de gelo por trés horas na presenca e auséncia

de c-di-GMP. Apo0s o periodo de incubacdo para a interacdo das proteinas, as amostras eram
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centrifugadas para a retirada de qualquer precipitado. Além dos testes de interacdo, as
proteinas isoladas (com e sem c-di-GMP) também passaram pelo mesmo processo para a
comparacdo dos cromatogramas. As amostras foram entdo aplicadas na coluna de exclusao
molecular e os cromatogramas foram comparados por sobreposicdo. Todos 0S ensaios

cromatogréaficos foram feitos em 20 mM Tris-HCI pH 8, 500 mM NaCl.

3.4.2 Crosslinking

Estudos de interagdo por crosslinking entre PelF, construcGes sollveis de PelD e PelG
foram conduzidos em 20 mM HEPES pH 8, NaCl 500 mM, entre as construcfes sollveis, e
em 20 mM HEPES pH 8,6, NaCl 500 mM, 50 uM DTT, 0,006% DM-NPG para reacoes

contendo PelG, como descrito no item de estudos oligoméricos.

3.4.3 Quantificacdo de biofilme dos mutantes da biblioteca de transposons
de P. aeruginosa PAl14

Visando encontrar possiveis parceiros de interacdo de PelF similares a acetil-
transferase e oxidorredutase descritas por Ghafoor®, bem como encontrar proteinas
relacionadas a sintese de UDP-glicose, estudos computacionais utilizando PSI-BLAST2 e a
enciclopédia de Kyoto de genes e genomas (do inglés, KEGG)"" foram realizados para
selecionar as proteinas em P. aeruginosa PA14 correspondentes as proteinas descritas no
trabalho citado. Selecionadas as proteinas de interesse, mutantes de uma biblioteca de
transposons de PA14°%% contendo a inativacido dos diversos genes selecionados foram
isolados da biblioteca de transposons e tiveram suas capacidades de formacdo de biofilme
avaliadas utilizando o método de cristal violeta.”™ O isolamento desses mutantes, assim como
0s ensaios de cristal violeta foram realizados no laboratério da professora Regina Baldini, no
Instituto de Quimica (IQ - USP), com o auxilio do Dr. Gianlucca Nicastro. Cepas mutantes
pré-inoculadas em meio LB foram incubadas a 37 °C e 200 rpm por 16 horas. As culturas
foram diluidas 5% em um novo meio LB em placas de poliestireno que foram mantidas
estaticamente a 30 °C por 16 horas. Para a retirada de células ndo aderidas na forma de
biofilme, a placa foi lavada vigorosamente com agua e os biofilmes foram corados por 5

minutos com solugdo de 0,1% de cristal violeta. A placa foi novamente lavada, o corante
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aderido foi dissolvido em DMSO e a solucdo teve sua densidade medida em 595 nm. Os

experimentos foram feitos em triplicata.
3.4.4 Pull-down

Culturas de P. aeruginosa PA14 ApelD crescidas por 16 horas a 30 °C foram coletadas
por centrifugacdo, ressupendidas em tampdo 20 mM Tris-HCI pH 8, NaCl 500 mM e lisadas
por sonicagdo. Os debris celulares foram separados por centrifugacéo e foi adicionado 0,04%
Triton X-100 para a solubilizacdo das proteinas presentes nas micelas de fosfolipideos. A
fracdo sollvel foi novamente separada por centrifugacao e utilizada nos estudos de pull-down.

Nos ensaios, 6xHis-SUMO e 6xHis-SUMO-PelD"6-4% foram imobilizados em
colunas de afinidade Ni-NTA e os excessos proteicos foram lavados no tampdo descrito
acima. O extrato soltvel de P. aeruginosa PA14 ApelD foi passado nas colunas e as resinas
foram lavadas com 10 VC de tampédo suplementado de 10 mM imidazol. A eluicdo das
proteinas foi feita em tampdo contendo 500 mM imidazol e as amostras eluidas foram
analisadas por SDS-PAGE.

3.5 Estudos do controle de PelD por c-di-GMP

3.5.1 Clonagem

Para a construcdo do plasmideo suicida utilizado na delecdo e reconstituicdo da CDS
pelD, regides de 750 pb up e downstream a CDS pelD foram amplificadas utilizando as
sequéncias de nucleotideos iniciadores sintetizados pela IDT (Life Technologies) indicados na
tabela 4. A amplificacdo foi realizada utilizando os pares de primers 1-2, 3-4 e 1-4. As
reacOes foram feitas com a enzima Phusion (New England Biolabs) na presencga de 200 ng de
gDNA de P. aeruginosa PA14 e 3% DMSO, segundo as indicagdes do fabricante. Apos a
confirmacdo da amplificacdo pela analise em gel de agarose 0,8%, as reacOes foram
purificadas com o kit Wizard SV Gel and PCR clean-up (Promega).
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Tabela 4 - Sequéncias iniciadoras utilizadas para amplificacdo das regides up e downstream a CDS de PelD e
para a amplificagdo dos plasmideos mutantes. Primers 1 e 3 se anelam nas extremidades 5' das regides
up e downstream, respectivamente, enquanto os primers 3 e 4 se anelam na extremidade 3'. Além dos
mutantes indicados, duplos mutantes de R367A com residuos da hélice S e dominios GAF e GGDEF
também foram construidos.

Primer Localizagéo Sequéncia
ApelD 1 ] AAGCTTGGAGTTCAACTACGGCATCG
ApelD 2 GATATCGCGAGGGTGAAATCCTTG
ApelD 3 ] GATATCGCTGGGACATTTCCTTTTCA
ApelD 4 GGATCCCTCGAGGATGTGCTCCAGTA
1608 ilioae GCAGCGAACTGCGCTCGCTCTGGTCGTTGE
GCAACGACCAGAGCGAGCGCAGTTCGCTGC
L 164E ilioa s TCGCAGACCGAGCTCCGAACTGCGCAGE
CCTGCGCAGTTCGGAGCTCGGTCTGCGA
L167E i e GCAGTTGTCGCTCACCGAGCAGCGAACTGC
GCAGTTCGCTGCTCGGTGAGCGACAACTGC
L171E lioa e TCTGCGACAACTGGAGCGCGAGCTGCCG
CGGCAGCTCGCGCTCCAGTTGTCGCAGA
GGCGGAAACCGAGCTGGCGCTGE
V188E GAF GCAGCGCCAGCTCGGTTTCCGCC
. GAF GCGATGTGCCCGGCCTCGATCGCCAGCAGGC
GCCTGCTGGCGATCGAGGCCGGGCACATCGE
La1E Loop CGGCCAGTTGCTCTGCGCGACGGTCGC
conector GCGACCGTCGCGCAGAGCAACTGGCCG
La16E Loop GATGTCGGCCTCTTGCAGTGCGCGACGGTCG
conector CGACCGTCGCGCACTGCAAGAGGCCGACATC
RaETA GGDEF CACGTCGAGGCCAGCCTGGCTGCCTTCC
(RxxD) GGAAGGCAGCCAGGCTGGCCTCGACGTG
| a60E GGDEF CGCAACTGCACGTCCTCGCCACGCTGGCTGE
(RxxD) GCAGCCAGCGTGGCGAGGACGTGCAGTTGCG
| 300E CCDER CCTTCGGCGGAAGTCTCCGGCAACAACACCAG

CTGGTGTTGTTGCCGGAGACTTCCGCCGAAGG

Fonte: Elaborada pela autora.

Para a delecdo de pelD, regides up e downstream amplificadas (1-2 e 3-4,
respectivamente) foram duplamente digeridas com enzimas de restricdo Fast Digest Hindlll e
EcoRV; e EcoRV e BamHI (Thermo Scientific), respectivamente. Os insertos foram
novamente purificados e simultaneamente ligados ao vetor pNPTS138 previamente digerido
com Hindlll e BamHI com o auxilio da T4 DNA ligase (Thermo Scientific), segundo as
instrucGes do fabricante. A reagdo foi utilizada para transformar células quimiocompetentes E.
coli DH5a que foram crescidas em meio LB solido contendo 50 pg/ml de canamicina.
Colonias isoladas foram pré-inoculadas e tiveram seus DNAs plasmidiais extraidos com o

auxilio do kit Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification (Promega). Aproximadamente 150
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ng dos plasmideos foram digeridos com Hindlll e BamHI e a presenca dos insertos foi
analisada em gel de agarose 0,8%. Os plasmideos que possuiam os dois insertos duplamente
clonados (pNPTS138 ApelD) foram analisados no sequenciador 3130 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems).

Para reconstituicdo génica, o inserto clonado no vetor pNPTS138 estendeu-se da
regido de 750 pb upstream de pelD até a regido de 750 pb downstream, incluindo a CDS de
PelD. As etapas de clonagem foram feitas como descrito acima, sendo que a ligacao foi feita
com um unico inserto. Apos a construcdo desse plasmideo (pNPTS138 RpelD), mutantes
sitio-dirigidos que interferem na forma ativa de PelD foram gerados utilizando primers da
tabela 4. A amplificagdo foi feita utiliando a enzima Phusion DNA polimerase (New England
Biolabs) na presenca de 3% DMSO segundo as recomendacGes do fabricante. Os DNAS
amplificados foram digeridos com a enzima Fast Digest Dpnl (Thermo Scientific) e
posteriormente utilizados para transformar células E. coli DHSa. Apods a extragdo do DNA

plamidial, as mutagdes foram confirmadas por sequenciamento, como descrito anteriormente.

3.5.2 Construgdo de mutantes de PelD em Pseudomonas aeruginosa PA14

O vetor pNPTS138 ApelD foi utilizado para transformar células E. coli S17 que, apds
o0 crescimento em meio sélido LB contendo 50 pg/ml de canamicina, foi estriada juntamente
com PA14 em LB para promover a conjugacdo do plasmideo. Apds 6 horas a 37 °C, as
bactérias foram crescidas em LB sélido contendo 250 pug/ml de canamicina e 20 pug/ml de
acido nalidixico para selecionar apenas as células que incorporaram o plasmideo em seu
gDNA.

Para confirmar a insercdo do vetor, uma PCR de colbnia foi realizada utilizando os
primers ApelD_1 e ApelD_4. Os clones que apresentavam amplificagdes correspondentes a
cepa selvagem e com a CDS deletada, indicando a insercdo do vetor no gDNA, eram
selecionados para as proximas etapas.

A fim de promover a recombinacdo génica e retirada do vetor suicida, culturas das
colonias selecionadas eram crescidas em meio LB por 16 horas a 37 °C e plaqueadas em meio
LB sem sal contendo 10% sacarose. O vetor pNPTS138 possui 0 gene sacB, que confere
sensibilidade a sacarose presente no meio. Dessa forma, bactérias que possuem o plasmideo

inserido no gDNA néo sdo capazes de crescer nesse meio. Para selecionar a mutacéo
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desejada, uma nova PCR de col6nia foi realizada e o sequenciamento do gDNA foi realizado
para confirmacéo da delecéo.

Na reconstituicdo génica de pelD, as etapas de conjugacdo e recombinacdo génica
foram realizadas como descrito no item anterior, utilizando a cepa PAl44pelD e E. coli S17

transformada com os plasmideos de reconstituicdo construidos.

3.5.2 Analise da formacéo de biofilme em mutantes de PelD

O crescimento dos mutantes de PA14 para a andlise de formacdo de biofilme foi
realizado como descrito no item 3.4.3. Apos o periodo de incubacdo, as culturas finais tiveram
suas absorbancias medidas a 595 nm e a placa foi lavada vigorosamente com agua. A placa
foi corada por 5 minutos com solucéo de 0,1% de cristal violeta, lavada em agua e o corante
aderido foi dissolvido em 95% etanol. A solucédo teve sua densidade dptica medida em 595
nm. O valor da densidade dptica do corante foi dividido pela densidade Optica das células,

gerando um valor de unidade de adeséo. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

3.5.3 Calorimetria diferencial de varredura

Visando avaliar a estabilidade térmica de PelD7%4% em relagfo & proteina complexada
a c-di-GMP, estudos de DSC foram realizados com 1 mg/ml de proteina na presenca e
auséncia de 250 uM c-di-GMP. Os experimentos foram conduzidos em um microcalorimetro
VP-DSC (Microcal) com amostras aquecidas de 15 a 90 °C a 1,5 °C/minuto. Os termogramas
dos tampdes foram subtraidos dos termogramas das proteinas e as curvas resultantes foram
normalizadas pela concentracdo proteica. Todos os experimentos foram feitos em duplicata
em 20 mM Tris-HCI pH 8, 500 mM NacCl.



56



57

4 Resultados e discussao

O presente trabalho se propds a realizar varios estudos in vivo para investigar o
mecanismo de ativacao de PelD e estudos bioquimicos para investigar o recrutamento de PelF
pelo complexo Pel de membrana interna. Complementarmente, o trabalho buscou detectar a
formacéo dos complexos Pel de periplasma, de membrana interna e de membrana externa, por
meio de ensaios interagdo com seus componentes isolados, assim como pela expresséo
heter6loga das regides que codificavam os complexos isolados (pelBC, pelD-G) e o complexo
inteiro (pelA-G).

4.1 Obtencéo e caracterizacao de amostras proteicas

Para os estudos bioquimicos, é essencial a producdo e obtencdo de amostras proteicas
puras. Dessa forma, o item 4.1 mostrara o processo de obtencdo e caracterizacdo inicial das
amostras proteicas utilizadas nesse trabalho, abrangendo as etapas de clonagem, expressdo
heter6loga, purificacdo proteica, otimizacdo de condi¢cbes de producdo de amostras e

caracterizacdes oligoméricas e estruturais iniciais.

4.1.1 Clonagem

A producdo de amostras para estudos bioquimicos iniciou-se com o desenho de
construcdes sollveis de PelA, PelB, PelC, PelE (construcbes periplasmaticas) e PelF (proteina
citosolica). Para isso, foram realizadas predi¢des computacionais de peptideo sinal, dominios
proteicos, hélices transmembrana e estrutura secundéria a fim de produzir por¢des funcionais
solUveis e ndo truncadas.

Como exemplo, analises da sequéncia de PelF revelaram a presenca de dois dominios:
DUF3492 e GT. A sigla do dominio DUF vem do inglés, Domain of Unknown Function, que
significa dominio de funcdo desconhecida. O dominio DUF3492 de PelF ¢ predito se estender
do aminoacido 12 ao 291, enquanto que o dominio GT estende-se de 310 ao 482, como

mostrado na figura 16. Adicionalmente, foram feitas predi¢cOes de estrutura secundéaria de
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PelF para que as construcbes proteicas ndo interrompessem alguma possivel estrutura
secundaria, o que poderia ocasionar uma desestabilizacdo da construcéo proteica expressa.

cont : J1TI3EIII01250000220233352333200000002:0¢
Pred: - >

Pred: CCCCCCCOCCCCCEEEEECCCCCCCCCCHHHHRRRHRRCC
AA: MTEXTAPTAPVAOVCLLLECTWPYVRCCOVSSWVINQLILCL

10 20 30 40

cont: J0332003333532300233222200333203333023000¢

Pred: g

Pred: CCCEEEEELEECCCCCCCCCCCCCCCCCCEEEEREECCCCC
: PDL‘H‘S\'ﬂ'Z.CCQXDA’{CM}NYPXPDN\'L!.(XI:EXI'LE?AD.I

0 <0 70 80

cont: 31303003230020300233003022-0300303520000

Pred:

Pred: CCCCCCCCCCCHENHHHRRHHHRNHCCCCCCCCORRHHNNNK
AA: SSPNPQTRQCSSETEKALRDLHRFTHYPETPOVELCOALL

90 100 110 120

cont: J03332000352332002000030303033:20000225008
Pred: )] — e}

Pred: HHKXCCCCCCCCCCCCHENHHHENHHRHNKHCCCCCCCCKH
AA: DLLAECRICREDFLHSKASWEAITACYERYCTOPSFVNYT

130 140 150 160
cont: 1303022200023300322003020032003225200000
Pred: Y———D—

Pred: HHKNHHHKXHHHEXHHHKCCCCCCEEEECCCCKNHHHKKK
AA: NTLRSMOAPVEMLAEAARRMPRARMLHSISTCYACLLCCT

cone : j131302031008338500083083338330203303033 D

Pred: ) anh
——

= =
Pred: HHXXHCCCCCCCEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCER
AA: QRQ‘IDCAEI:RRTRVKPHG{DLOA“ACALI;RRP?CXPW\{

290 300 1o 320
cont : 3113333333000330333003-032303-03223,00000
Pred: ...\ e N

v —
Pred: EEEECCCCCCCHARHHHNKHHRRKRCCCEEEEEECCCCCC
AA: CLVCR‘»NP!KDVXTI'XRAM!}CVVSMD\IECNXVCPEIIQ

330 340 aso 360

cont : 12:0003330303220333-03300033330325-000030¢
Preds ) >

= =
Pred: CHXMHHHKKHHHKCCCCCCEEECCCCCHKHHHXCCCEEEE
ARz POYASEC&‘S&:\'ASLCWN\.TTLCFRRICIE\'L?QLCLWX..

37 380 3%0 400

cont : 3033003332033330258323035033333335333320

Pred: g D —
Pred: CCCCCCCCHRHRNKHHHCCCEERCCCCCCCEERECCCCCCC
AA: TSXSC&QPL\:'X LUNMCAP_VVSSDVCSCRELX[CAD,\ED

410 420 430 440

cont : 333133233:0230030200233202:030322203022 0
Pred: =] p¥3)

Pred: CCCCCCEEECCCCCHHHNKHHHXKHHCCKHHHNKHHNNKHK
AA: RALCRACW\:'AXADP’.‘ATS}}AI ULLR!-’PQRWQ}.M‘&VCX:

170 180 130 200 430 4¢0 470 480

cont s 3033350328033230352300030033532220003333f cont: 111003323333333033030330200
Prods =) ) Pred: ). >

Pred: HHKNHCCCEEEECCCCHKNHRHHEKKRHHCCCCCCOCCCCCCC Pred: HHKKHHCCKHHHNKHHHKKHHHNKHHC
AA: LORAWCCRYLLSEXCIYTXERKIOLAQANWIAENPDEQLS ARz QRV:R\'YT:A‘WW“TRCL\:“ATE!A
210 220 230 240 490 500
lagends
conts 3333333300033330200303303023-00-032000000
@ - mtix  conte L33MMl = contidence of prediction
Pred: .0 D T >_Q: - .
Pred: CCCCCHHRNHHHKKHHHNKHHHRKHHRHXCCEEEECCHKNH =) . strand Pred: predicted secondary structure
AA: TCLOAEVSYIRRLWIRFFERVCLLTYRAANPIVALYECUNR
2'50 2.60 2'70 .:30 - coil AAl target sequence

Figura 16 - Predi¢cBes computacionais de estruturas secundarias e dominios proteicos de PelF pelos programa
Psipred e Pfam. As barras indicam a confiabilidade da predicdo, os cilindros indicam hélices alfa
(H), as setas indicam fitas beta (E) e as linhas regides de loops (C). As cores indicam os dominios
DUF3492 (verde) e GT (alaranjado).

Fonte: Elaborada pela autora.

O mesmo tipo de andlise foi feito para as construcdes periplasmaticas de PelA, PelB,
PelC e PelE, gerando as construcdes apresentadas nas tabelas 2 e 5. Baseado nessas
construcdes, foi feito o desenho apropriado dos primers (tabela 2) e todas as construcoes
foram amplificadas (figura 17) e ligadas em seus respectivos vetores de expressao (com
exce¢do das construgcdes do dominio GT de PelF que, apesar de terem sido amplificadas, ndo
foram ligadas no vetor pET-SUMO). Os clones foram propagados e a insercao de cada inserto
foi confirmada por sequenciamento. Visando a maior solubilizacdo da proteina de interesse,
construgdes soltveis (e CDS de PelG) foram clonadas em vetor pET-SUMO, uma vez que a
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proteina de fusdo SUMO decorrente da expressao nesse vetor é conhecida por apresentar alta
solubilidade em solugdes aquosas.

Construcbes de membrana foram clonadas preferencialmente em vetores que
produziriam um tag na regido C-terminal da proteina, como os vetores pET-21a e pBADmM11-
Strep, para que a sinalizagdo do peptideo sinal e o enovelamento da proteina hidrofobica néo
fossem interferidos pela expressdo de um tag na regido N-terminal da proteina. Além disso, as
maiores construces génicas, pelD-G e pelA-G, foram inseridas no vetor pBADmM11-Strep
utilizando uma clonagem baseada em recombinacdo homologa. Essa estratégia dispensa 0 uso
de enzimas de restricdo apropriadas que podem n&o ser encontradas em grandes fragmentos
de DNA.

Tabela 5 - Construcfes clonadas nesse trabalho, mostrando o tamanho dos fragmentos de DNA clonados e as
massas moleculares das respectivas constru¢Ges proteicas expressas. As massas apresentadas
correspondem apenas a construcdo clonada, desconsiderando os 16 kDa da proteina de fusdo SUMO
no caso das costrugdes em pET-SUMO.

Construcao Caracteristica Vetor Tamanho (pb) Massa (kDa)

PelA 47948 Inteira pET-SUMO 2703 100

% PelB 351193 Dominio TPR pET-SUMO 3474 131

? PelC 2”12 | Porgao periplasmatica pET-SUMO 435 16

PelE 832 Dominio TPR pET-SUMO 723 26

PelF Inteira pET-SUMO 1521 57

PelF 1-289 Dominio DUF2492 pET-SUMO 867 33

% PelF -2 Dominio DUF2492 pET-SUMO 873 33

g PelF 13-289 Dominio DUF2492 pET-SUMO 831 32

PelF 310507 Dominio GT pET-SUMO 594 21

PelF 313-507 Dominio GT pET-SUMO 585 21

PelB Inteira pET-21a 3582 140

PelD Inteira pET-21a 1368 50

g PelG Inteira PET-SUMO e pET-21a 1371 51
o]

é PelBC Inteiras pET-21a 4141 152

PelD-G Inteiras pBADmM11-Strep 5227 192

PelA-G Inteiras pBADmM11-Strep 12196 450

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 17 - Géis de agarose das amplificacGes de todas as construces periplasmaticas, citoplasmaticas e de
membrana estudadas nesse trabalho.
Fonte: Elaborada pela autora.

4.1.2 Teste de expressao e indugdo

Culturas celulares foram crescidas e induzidas a expressar as proteinas Pel
heter6logas. Todas as construcdes periplasmaticas e citoplasmaticas foram expressas, como
mostrado nas figuras 18 e 19.

Contudo, apesar de todos os esforgos variando as cepas e condi¢bes de expressao das
proteinas e complexos de membrana clonados nos vetores pET-21a e pBADm11-Strep,
nenhuma expressdo foi observada por western blot. Assim, decidiu-se clonar pelG no vetor
pET-SUMO, observando-se entdo a expressdo protéica, como mostrado na figura 19. A
expressdo de PelG com o tag 6xHis-SUMO na regido N-terminal mostra que, apesar de
possuir um dominio altamente soltvel na por¢do N-terminal, a proteina pdde ser corretamente
expressa, uma vez que o processo de enovelamento e aderéncia de PelG na membrana deve

ocorrer concomitantemente ao processo de sintese proteica.
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Figura 18 - Teste de expressdo das constru¢des Pel do periplasma e citoplasma. O primeiro poco representa a
cultura ndo induzida e o segundo pogo a cultura induzida com 1 mM IPTG. A seta branca em PelA
destaca a banda de sua expresséo.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 19 - (A) SDS-PAGE do teste de inducdo de PelF, onde a seta branca ressalta a concentragdo de 0,01 mM
IPTG em que ocorre a saturacdo da expressédo proteica. (B) Western blot do teste de inducdo de PelG
com a seta branca indicando a condigdo de saturacdo de expressdo proteica a 0,8 mM IPTG.

Fonte: Elaborada pela autora.

4.1.3 Producéo e caracterizacdo proteica

Devido ao grande nimero de amostras, 0s proximos itens de produgdo de amostras
apresentardo em maiores detalhes a otimizacdo de obtencdo das duas proteinas com melhores
resultados: PelF, cujas etapas de clonagem e purificacdo sdo idénticas as das outras
construgdes sollveis (citosolicas e periplasmaéticas), e PelG, a Unica proteina de membrana

que pdde ser expressa.
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4.1.3.1 PelF e construcdes solUveis

PelF foi expressa heterologamente e purificada como descrito nos item 3.1.3. A figura
20A apresenta as primeiras etapas de purificacdo de PelF, mostrando a recuperacédo de 6xHis-
SUMO-PelF do extrato celular, clivagem do tag 6xHis-SUMO, e recuperagdo de PelF na
fracdo ndo ligada da segunda IMAC. Posteriormente, PelF foi submetida a uma SEC para a
retirada de agregados e outros contaminantes e, no fim das etapas de purificacdo, a proteina

apresentou-se livre de contaminantes e apta para estudos biofisicos e cristalograficos.
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Figura 20 - (A) Gel SDS-PAGE com fracGes da purificagdo da primeira (esquerda) e segunda IMAC (direita) de
PelF, mostrando a fracdo de proteina purificada apés a clivagem com ULP1. (B) Cromatograma de
SEC de PelF e gel SDS-PAGE indicando as fragdes de PelF eluidas.

Fonte: Elaborada pela autora.

Em futuros ensaios cristalograficos, € desejavel que as proteinas purificadas estejam
em condicOGes tamponantes que propiciem a formagédo ordenada de cristais, estando elas as
mais monodispersas possiveis e em uma Gnica populagdo conformacional.’®”’’ Por isso, foi
feita a otimizacdo de tampd@es de PelF utilizando o kit de solubilidade JBS (Jena Bioscience) e
o kit Additive Screen (Hampton Research) por meio de analises de DLS e Thermofluor. As
melhores condig¢bes tamponantes de PelF foram Tris-HCI pH 8 e HEPES pH 7,5 contendo
300 mM NacCl podendo ser suplementado com 1,2% glicerol.

Utilizando os tampdes descritos acima, foram realizadas diversas triagens
cristalograficas com o auxilio de varios kits comerciais com diferentes agentes precipitantes.
Pela reluténcia da cristalizacdo de PelF e suas construgdes, tentou-se expressar a proteina
inteira em E. coli SHuffle, uma cepa produtora da chaperona isomerase DsbC que ajuda na
formacéo de pontes de dissulfeto (PelF possui seis cisteinas), e novos ensaios cristalograficos

foram feitos com essa proteina purificada, ndo retornando formacao de cristais.
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Sabendo-se que residuos de aminodcidos carregados que possuem elevado grau de
liberdade podem prejudicar o arranjo das proteinas no processo de formacdo de um cristal,
indispensavel para a resolucdo da estrutura por cristalografia de raios-X, optou-se por fazer
mutantes de PelF com energia superficial entropica reduzida, ou seja, realizar a mutacao dos
aminoacidos que elevam a entropia da superficie proteica por aminoécidos com graus de
liberdade menores. Para predizer tais aminoacidos, utilizou-se o programa SERp,®® que
retornou trés regides com alta probabilidade de elevada entropia superficial: E357/E358/E359,
K219/E220/K222 e E114/E115. Foi feita a mutacdo desses trés clusters substituindo os
referidos aminodcidos por alaninas e as proteinas foram novamente expressas. O mutante
E357A/E358A/E359A permaneceu em fragBes insollveis do lisado bacteriano, apresentando
caracteristicas hidrofobicas. Dessa forma, apenas 0s outros dois mutantes foram utilizados nos
ensaios cristalograficos que ainda ndo apresentaram a formacéao de nenhum cristal proteico.

Até aqui foram apresentados os resultados referentes a melhor amostra soltvel obtida,
PelF. Contudo, as mesmas etapas de producdo de amostras visando a caracterizagdo estrutural
e estudos bioquimicos de todas as construcdes apresentadas nesse trabalho também foram
realizadas. A seguir, € mostrada uma tabela de progressdo indicando todas as etapas
concluidas para cada construcéo sollvel trabalhada (tabela 6). Além de PelF, foram obtidas
amostras purificadas das construgdes periplasmaticas do complexo Pel cujos cromatogramas

séo apresentados na figura 21.

Tabela 6 - Progressdo de cada construgdo trabalhada. “ +" indica que a etapa foi realizada e “x” indica que,
apesar dos esforcos para conclui-las, as etapas ndo foram concluidas com sucesso.

Construcéo Clonagem  Expressdo Purificacéo _Estgdqs Cristalizacéo Otlml_zaggo
bioquimicos de cristais
PelA 47-948 v v v
(5o
% PelB 351193 v v v v
g PelC 27-172 v v v v v
o
PelE 88-329 v v v v
PelF v v v v v v
PelF 1-289 v v
PelF 129 v v
(5o
% PelF 13-289 v v
E‘ Pe": 310-507 X
s
Pe": 313-507 X
PelD 4% v *Trabalho de mestrado de
*Trabalho de mestrado de Silva® -
PelD 176-45 v Silva

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 21 - (A) Curva de calibracdo de Superdex 75 10/300GL construida com o auxilio de proteinas globulares
de massa molecular conhecida. Pontos redondos indicam as posicBes referentes aos volumes de
eluicdo de cada amostra. (B) Cromatogramas de SEC das construgdes periplasmaticas.

Fonte: Elaborada pela autora.

Tabela 7 - Massas calculadas das construcfes periplasmaticas e de PelF comparadas as massas calculadas a
partir da SEC. Construgdes de PelA e PelC aparentam estar em estado monoméricos em solugéo,
enquanto que PelF possivelmente possui duas formas oligoméricas em solugdo: monomérica e

dimérica.
Construcéao Massa calculada (kDa) Massa SEC (kDa)
PelA 47-948 100 96
(55
&  Pelp 1% 131 104
= 16 19
[a
PelE 88-329 26 100
. (34
=45 57 84/55
O3

Fonte: Elaborada pela autora.

A partir dos volumes de eluicdo de cada amostra, foi possivel calcular a massa
molecular de cada proteina (tabela 7) baseada na curva de calibracdo da coluna Superdex 75
10/300GL (Figura 21A). As massas calculadas por SEC das construcfes periplasmaticas
indicam que PelA*-%48 ¢ PelC?7172 encontram-se majoritariamente monoméricas em solug&o.
Complementarmente, foram realizados estudos de crosslinking que indicaram que PelA%7-%48
apresenta outros dois estados oligoméricos, sendo um deles dimérico (banda proxima a 200

kDa) e outro de maior ordem (figura 22A). Apesar de mondmeros e dimeros serem as
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oligomerizagBes mais comuns em acetiltransterases, estruturas tetraméricas também foram
descritas, podendo esse ser o enovelamento do maior estado oligomérico de PelA*-%48 78 O
mesmo estudo foi realizado com PelC?-172 que, na presenca do crosslinker, apresentou o
mesmo padrdo que a fracdo controle, indicando que essa construcdo muito provavelmente
encontra-se monomérica em solug&o.

Observando as massas moleculares calculadas por SEC de PelB311% ¢ pelE88-329,
pode-se inferir que tais proteinas possuem massas correspondentes a estados monoméricos e
tetraméricos. Porém, apesar das proteinas terem sido purificadas, as massas correspondentes a
essas construcdes nos géis de poliacrilamida apresentavam-se muito discrepantes de suas
massas calculadas, o que poderia ser um forte enovelamento formado pelo dominio TPR de
ambas as proteinas. Mesmo assim, apesar dos plasmideos de expressao dessas proteinas terem
sido sequenciados, optou-se por ndo realizar outros estudos com essas amostras que poderiam

ser proteinas truncadas ou mesmo proteinas diferentes de PelB3511% ¢ pe|E88-329,
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Figura 22 - (A) Crosslinking de PelA*-%48 e PelC?"172, onde o primeiro poco indica a proteina controle e o
segundo pogo indica a proteina com o crosslinker EGS. (B) Crosslinking de PelF em concentraces
proteicas crescentes, mostrando que o aumento da concentracdo proteica ndo leva a formacdo de
novos estados oligoméricos.

Fonte: Elaborada pela autora.

PelF apresentou picos de eluicdo na SEC com massas correspondentes a estados
monoméricos e diméricos. Para investigar a presenca desses estados oligoméricos, foram
feitas analises de SAXS que apresentaram massa molecular de 112 + 12 kDa utilizando a
curva em escala absoluta, corroborando com indicios de que PelF possui fragcdes diméricas em

solucdo. Em contrapartida, estudos de crosslinking ndo apresentaram indicios de dimeros de
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PelF, o que pode ocorrer quando ndo ha aminas primérias suficientemente proximas para
reagirem com o crosslinker. Uma vez que a intensidade dos picos monomérico de PelF na
SEC é bem mais pronunciado que o pico de eluicdo do monémero, a enzima possivelmente
encontra-se em um equilibrio de estados monomérico e dimérico em solucdo, sendo

prevalente a fragdo monomeérica em baixas concentragdes de PelF.

4.1.3.2 PelG

Diferentemente do processo de purificacdo de uma proteina solivel como PelF,
proteinas de membrana possuem duas etapas de purificacdo adicionais: a extracdo da fracdo
de membrana realizada por ultracentrifugacdo e a extracdo da proteina dos fosfolipideos com
0 auxilio de detergentes. Na busca pelo melhor detergente para extracdo de PelG, membranas
contendo a proteina superexpressa foram solubilizadas em diferentes detergentes e a extracao
foi avaliada por gel SDS-PAGE seguido de western blot. Como pode ser observado na figura
23, com excecdo de CHAPS, todos os outros detergentes foram capazes de solubilizar PelG
em maior ou menor escala. Visto que a extracdo é a etapa de purificacdo que utiliza a maior

quantidade de detergente, optou-se por utilizar o detergente DDM por motivos financeiros.
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Figura 23 - Western blot do teste de solubilidde de PelG em diversos detergentes. Em cada amostra, o primeiro
poco representa a fracdo sollvel e o segundo poco representa a fragdo insollvel apGs o processo de
solubilizacdo. O controle foi preparado sem a adicdo de detergentes.

Fonte: Elaborada pela autora.

Sabendo-se que em ambientes contendo detergente algumas proteases sollveis perdem
sua eficiéncia, a proxima etapa de purificacdo envolveu um teste de clivagem de 6xHis-
SUMO de PelG por ULP1 na presenca de diversos detergentes, uma etapa crucial para os

futuros passos de purificagdo proteica. Assim, apds a extragdo com DDM e uma primeira
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IMAC com troca de detergentes, PelG e a protease foram incubadas e a clivagem foi
analisada por SDS-PAGE. Observando a figura 24, pode-se notar que as condi¢des com maior
porcédo de clivagem foram na presenca de detergentes ndo-idnicos, como DM-NPG, DDM e
OG. Por outro lado, ULP1 apresentou perda de atividade em detergentes zwitteridnicos,
deixando uma porcdo consideravel de proteina ndo clivada. Por apresentar menor CMC e
propiciar a atividade eficiente de ULP1, DM-NPG foi escolhido como o detergente de

purificacdo de PelG.

Figura 24 - Teste de clivagem de ULP1 na presenca de diferentes detergentes. O primeiro po¢o de cada
detergente representa a fracdo ndo clivada e o segundo pogo representa a fracdo incubada com
ULP1. Apesar de PelG néo ter sido totalmente clivada em todas as condices, é notavel a melhor
acdo enzimatica na presenca de detergentes ndo-iénicos.

Fonte: Elaborada pela autora.

Encontradas as melhores condicbes de solubilizacdo e clivagem de 6xHis-SUMO,
PelG foi novamente expressa em meio LB, extraida utilizando DDM e purificada em tampé&o
contendo DM-NPG. As préximas etapas de purificacdo foram andlogas as de PelF,
englobando uma primeira IMAC para a separacdo do extrato celular, clivagem de 6xHis-
SUMO, segunda IMAC para a retirada do tag e da protease e, finalmente, uma SEC para

separacdo de qualquer agregacdo ou contaminante (figura 25).
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Figura 25 — (A) Primeira e segunda IMAC de PelG, respectivamente. Apesar de PelG possuir aproximadamente
51 kDa, a proteina migra como uma massa aparente menor no gel, indicando um enovelamento
parcial mesmo na presenca de fortes agentes desnaturantes, fato comum para proteinas de
membrana. Além disso, o enovelamento parcial de PelG no gel também é favorecido pela amostra
ndo sofrer tratamento térmico, uma vez que o aquecimento de PelG levava a formacdo de agregados
que ndo penetravam o gel. (B) Cromatograma de SEC de PelG e gel SDS-PAGE indicando as
fracOes eluidas de PelG.

Fonte: Elaborada pela autora.

Apesar da obtencdo de uma amostra pura de PelG, a proteina apresentou-se
extremamente ndo homogénea no perfil de eluicdo apresentado no cromatograma da figura
25B. A fim de aumentar a homogeneidade da amostra para futuros ensaios cristalograficos,
foi feita a otimizacdo de condigdes de expressdo e purificagdo de PelG por meio da
comparacédo dos perfis de SEC de cada condigéo testada. Inicialmente, PelG foi purificada de
culturas crescidas em meio LB e TB contendo agentes tamponantes Tris-HCI pH 8,6 e CHES
pH 9,5. A purificacdo de PelG foi feita como descrito no item 3.1.5 e os cromatogramas finais
s&o mostrados na figura 26. E possivel observar que, quando expressa em meio LB, a proteina
adota, no minimo, trés estados conformacionais, enquanto que em meio TB PelG apresenta
majoritariamente dois estados. Além disso, a expressdo em TB combinada com um pH menos
basico permitiu a obtencao de maiores quantidades proteicas com menos agregados, 0 que ndo
foi visto para as outras condi¢des. Assim, optou-se por realizar a expressdo de PelG em meio

TB e a purificacdo proteica em tampéo Tris-HCI pH 8,6.
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Figura 26 - SEC em Superdex200 10/300 GL de PelG para verificar as melhores condi¢Ges de expressao e
purificacéo. Setas cinzas indicam diferentes estados oligoméricos de PelG.
Fonte: Elaborada pela autora.

PelG foi entdo expressa e purificada nas condic¢Ges indicadas acima para ser utilizada
em novas triagens de detergentes. Observando a figura 27, pode-se notar que o pico de eluigédo
de PelG é bem largo na presenca de DDM e LDAO, abrangendo os trés estados oligoméricos
observados e tornando essas condi¢des desfavoraveis para cristalizagdo. Quando a proteina é
mantida na presenca de amphipols, polimeros surfactantes capazes de estabilizar proteinas de
membrana, o oligdmero maior € estabilizado. Contudo, uma vez que complexos proteina-
amphipols sdo conhecidos por apresentarem dificuldades de cristalizacéo, essa condicao foi
descartada. Condicbes contendo DM-NPG, DM-NPG + DTT e sacarose monododecanoato
foram capazes de estabilizar os dois estados oligoméricos maiores de PelG e a combinacdo de
detergentes LDAO + CgE4 estabilizou preferencialmente o menor estado da proteina. Dessa

forma, esses detergentes foram escolhidos para serem utilizados em triagens cristalograficas.
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Figura 27 - Dependéncia dos estados oligoméricos de PelG na presenca de diferentes detergentes.
Cromatogramas em linhas mais espessas indicam as condi¢des capazes de estabilizar
preferencialmente os estados intermedidrios e de menor massa molecular. Setas pretas indicam os
trés estados oligoméricos de PelG em solugdo.

Fonte: Elaborada pela autora

Ensaios cristalograficos iniciais realizados com PelG em tamp&o 20 mM Tris-HCI, pH
8,6, 300 mM NaCl, 0,006% DM-NPG, 100 uM DTT resultaram na formacéo de microcristais
em condigdes contendo 0,1 M NaCl, 0,1 M Tris-HCI pH 8,5, 0,1 M MgCl,, 12% M/V PEG
4000 e 0,1 M acetato de zinco, 0,1 M acetato de sédio pH 4,6, 12% M/V PEG 4000 (figura
28). Essas condicOes foram otimizadas em triagens do tipo gota pendurada com a variacdo de
pH, agente precipitante e utilizando o kit Additive Screen. Apesar de nenhuma mudanca ainda
ter sido observada, os cristais de PelG certamente passardo por outras longas triagens de

otimizacdo para obtencéo de cristais e resolucao se sua estrutura molecular.

Figura 28 - Microcristais de PelG crescidos em tamp8es (A) Tris-HCI pH 8,5 e (B) acetato de sodio pH 4,6.
Barras de escala representam 10 pum.
Fonte: Elaborada pela autora.
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Por fim, foram feitas caracterizagfes oligoméricas de PelG por meio de crosslinking
em varias concentracdes protéicas e na presenca de c-di-GMP (figura 29). Observando os
padrdes de crosslinking é possivel notar pelo menos dois estados oligoméricos de PelG com
massas correspondentes a dimeros e trimeros (massa real calculada de 51 kDa) que nédo sao
influenciados pela concentragdo proteica ou presenca de c-di-GMP. Como descrito
anteriormente, PelG mantém-se parcialmente enovelada em gel SDS-PAGE, sendo sua frago

dimérica também resistente a desnaturacao total nas condigdes apresentadas.
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Figura 29 - Crosslinking de PelG na presenca e auséncia de c-di-GMP, indicando que a formagdo de dimeros e
trimeros de PelG independe de sua concentragdo protéica ou presenca de c-di-GMP.
Fonte: Elaborada pela autora.

4.2 Estudos de interacao

Como ja descrito anteriormente, especula-se uma interacdo entre PelD, PelF, e PelG
uma vez que o polimero sintetizado por PelF deve estar proximo a membrana para ser
exportado e PelD é a Unica proteina do complexo biossintético de PEL com dominio de
ligacdo a c-di-GMP. Além disso, o trabalho também buscou avaliar as provaveis interagdes
proteicas da porcdo periplasmética de complexo biossintético de PEL, resultados que seréo

mostrados ao longo dessa secao.
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4.2.1 Estudos de interacdo da porc¢ao periplasmatica do complexo Pel

Como descrito anteriormente, decidiu-se trabalhar apenas com as construcbes
periplasmaticas de PelA e PelC, que apresentaram resultados condizentes com o desenho de
cada construgdo. Utilizando essas amostras, foram feitos estudos de crosslinking para
averiguar a formacdo de uma possivel interacdo proteica dessas fracOes periplasmaticas
(figura 30). Observando a figura 30, pode-se notar que ndo houve a formacdo de uma nova
banda referente ao complexo PelA*"*48/PelC?7-172 no padrdo de crosslinking, indicando que
essas duas proteinas ndo interagem ou necessitam de outros componentes periplasmaticos

para formarem um complexo.
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Figura 30 - Crosslinking de PelA*%4 e PelC?"172, mostrando que n&o ocorre a formacdo de um complexo
proteico entre as duas proteinas.
Fonte: Elaborada pela autora.

4.2.2 Estudos do recrutamento de PelF pelo complexo Pel de membrana
interna

Para compreender toda a dindmica e os fatores que influenciam essas interacdes, €
necessario também compreender como essas proteinas isoladas encontram-se em solucéo e
quais fatores sdo capazes de influenciar estruturalmente cada uma delas. Assim, é preciso
compreender a dependéncia oligomérica de PelD, PelF e PelG com fatores como a
concentracgdo e presenca de c-di-GMP. Tais caracterizacGes foram realizadas com PelF e PelG
e estdo mostrados na secao 4.1.3. Dessa forma, antes de realizar estudos de interacdo entre as
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trés proteinas citadas, primeiramente apresentaremos caracterizages oligoméricas das
construgdes soltveis de PelD.

Estudos oligoméricos de construcGes citoplasmaticas de PelD foram conduzidos por
crosslinking, como mostrado na figura 31. PelD54% apresentou-se monomérica em todos 0s
ensaios realizados, enquanto que PelD'4%° apresentou fracdes diméricas que diminuiam com
0 aumento de concentracdo de c-di-GMP, mostrando que a presenca da hélice JM e a presenca
do nucleotideo sdo essenciais para a formacdo de dimeros de PelD. A diminui¢do do dimero
de PelD na presenca do nucleotideo corrobora com o mecanismo de ativacdo de PelD

proposto pelo grupo e sera mais detalhado nos préximos itens.
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Figura 31 - Crosslinking de (A) PelD5%%% ¢ (B) PelD'*4% na presenca de concentracBes crescentes de c-di-
GMP. As massas reais calculadas de PelD64% g PelD14% sjo, respectivamente, 31 e 39 kDa.
Fonte: Elaborada pela autora.

Sabendo que PelD pode ser afetada pela presenca de c-di-GMP, a interacdo entre
construcdes soltveis de PelD e PelF foi primeiramente analisada por SEC na presenca e
auséncia de c-di-GMP. Como mostrado na figura 32, o cromatograma de amostras contendo
ambas as proteinas é apenas a sobreposi¢cdo dos cromatogramas controle das proteinas
separadas, indicando que ndo houve a formacdo de um complexo proteico com massa
molecular maior. Como as condi¢Oes de interacdo variam ao longo da cromatografia, em
especial as concentragdes proteicas e de c-di-GMP, novos testes de interagcdo usando reacgoes
de crosslinking foram feitos variando as concentracdes protéicas e presenca de c-di-GMP
monomérico e dimérico induzido pela presenca de ions divalente. Contudo, nenhuma
interacdo proteica foi detectada, indicando que a provavel interacdo entre essas proteinas
requer outros fatores reacionais ou parceiros de interagcdo. Por isso, ensaios de crosslinking e

pull-down foram realizados com PelF, PelG e construcgdes soltveis de PelD a fim de averiguar
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uma possivel interacdo entre essas proteinas (figura 33). Novamente, nenhuma interacdo foi
detectada, indicando que a por¢do de membrana de PelD e PelE podem ser essenciais na

formacéo desse complexo, bem como outros possiveis parceiros de PelF.
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Figura 32 - Testes de interagdo entre PelD 4% e PelF realizados por (A) SEC e (B) crosslinking.
Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 33 - Pull-down de PelF, PelG e PelD''45 com PelG imobilizada na coluna TALON através do tag
6xHis-SUMO. Observa-se que a resina provavelmente estava contaminada com PelG, o que ndo
comprometeu a analise ja que a banda de eluicdo de PelG é muito mais pronunciada. Além disso,
nota-se que PelD!% se ligava inespecificamente na resina, mas sua banda de eluicdo néo
aumentava na presenca de PelG, indicando que essas proteinas ndo interagiram.

Fonte: Elaborada pela autora.
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4.2.3 Busca por parceiros de interacdo fora do complexo biossintético de
PEL

Em 2013, Ghafoor e colaboradores, descreveram UDP-glicose como o possivel
substrato de PelF pela medida da concentracdo intracelular dessa molécula em cepas
selvagens e com pelF deletado.”® Além disso, no mesmo trabalho foi descrita a provavel
interacdo de PelF com enzimas acetiltransferases e oxidorredutases, comumente encontradas
na modificacdo de polimeros e na conservacdo de pontes de dissulfeto proteicas,
respectivamente. A existéncia de possiveis parceiros de interacdo de PelF e a ndo interacdo
entre PelF, PelG e fragBes solUveis de PelD nos levou a buscar outros parceiros de interacdo
citoplasmaticos do complexo Pel.

Inicialmente, fora realizados estudos de pull-down contra o extrato celular de P.
aeruginosa PA14 deletada de pelD usando como isca imobilizada a proteina PelD"6-4%® ligada
a 6xHis-SUMO (figura 34). Comparando o padrdo de eluicio de PelD!®*>> com a amostra
controle 6xHis-SUMO, pode-se observar a presencga de duas bandas proteicas co-eluidas com
PelD!"6-%55 que ndo estdo presentes na amostra controle. Visto que tais bandas ndo possuem
tamanho correspondente a outros componentes do complexo Pel, é possivel que essas
proteinas possam interagir com PelD e outros componentes desse complexo proteico. A

identificacdo dessas bandas por espectrometria de massas estd em andamento.
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Figura 34 - Pull-down de PelD54% com setas pretas ndo-identificadas mostrando as bandas de proteinas co-
eluidas com PelD1764%5,
Fonte: Elaborada pela autora.
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Posteriormente, para encontrar possiveis parceiros de interagdo de PelF descritas por
Ghafoor#, assim como encontrar proteinas relacionadas a sintese de UDP-glicose, utilizou-se
0 PSI-BLAST? e 0 KEGG"™' para selecionar as proteinas em P. aeruginosa PA14
correspondentes as proteinas descritas no trabalho citado. Selecionadas as proteinas de
interesse (tabela 8), mutantes da biblioteca de transposons de PA14°%° contendo a inativacio
dos correspondentes genes selecionados foram isolados da biblioteca de transposons e tiveram
suas capacidades de formacdo de biofilme avaliadas. Nessa abordagem, a inativacdo das
CDSs das provaveis proteinas que interagem com PelF, ou que sintetizam seu substrato,

levaria a uma drastica diminuicéo da formacéo de biofilme.

Tabela 8 - 36 proteinas de P. aeruginosa PA14 selecionadas por PSI-BLAST e KEGG como possiveis parceiros

de interacdo de PelF.

Proteina

Descrigéo

Acetiltranferases

Oxidor-
redutases

Sintese de UDP-glicose

PAL4_32860
PA14_06300
PA14_35760
PA14_19360
PAL4_64320
PA14_46460
PA14_51560
PA14_20491
PA14_58830
PA14_64360
PAL4_46440
PA14_03080
PA14_30760
PAL4_39410
PA14_71690
PA14_11750
PA14_09990
PAL4_20491
PA14_06250
PAL4_40130
PA14_31660
PA14_35200

PA14_61600
PA14 51040
PA14_44560

PA14_18380
PA14_71970
PA14_70270
PA14_62840
PA14_38350
PA14_68200
PA14_07790
PA14_73220
PA14_62620
PA14_68210
PA14 18580

Hypothetical protein

GNAT family acetyltransferase
Hypothetical protein

GNAT family acetyltransferase
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Acetyltransferase
Acetyltransferase

Hypothetical protein
Hypothetical protein
Acetyltransferase
Acetyltransferase
Acetyltransferase

Hypothetical protein

GNAT family acetyltransferase
Acetyltransferase
Acetyltransferase
Acetyltransferase

GNAT family acetyltransferase
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Acetyltransferase

Hypothetical protein
Oxidoreductase
Flavin-containing monooxygenase

AlgA: mannose-1-phosphate guanylyltransferase
WpbW: GDP-mannosepyrophosphorylase

AlgC: phosphomannomutase
GImM:phosphoglucosaminemutase

GalU: UTP-glucose-1-phosphate uridylyltransferase
RmIA: glucose-1-phosphate thymidylyltransferase
Nucleotidyltransferase

GImU: glucosamine-1-P acetyltransferase
Glucose-6-phosphate isomerase

RmIC: dTDP-4-dehydrorhamnose 3,5-epimerase
AlgD: GDP-mannose 6-dehydrogenase

Fonte: Elaborada pela autora.
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A triagem inicial da formacéo de biofilme de todos os mutantes foi feita em placas de
poliestireno e, posteriormente, aqueles que apresentaram uma diminui¢do da formacdo de
biofilme foram melhores avaliados utilizando tubos de vidro. A anélise dos biofilmes revelou
que o Unico mutante com diminuicao da formacdo de biofilme era incapaz de expressar GalU,
enzima unica na ultima etapa de biossintese da UDP-glicose, corroborando com os dados de
que tal nucleotideo glicosilado é um dos substratos de PelF (figura 35).%°
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Figura 35 - Formagao de biofilme utilizando o corante cristal violeta em mutantes da biblioteca de tranposons de
PA14. (A) Quantificacdo do biofilme das cepas selecionadas ap6s a triagem inicial e (B) biofilme
corado dos mutantes de PelF e GalU comparados a cepa selvagem.

Fonte: Elaborada pela autora.

4.3 Estudo do controle de PelD por c-di-GMP

Como ja mencionado anteriormente, PelD é a Unica proteina do complexo
biossintético de PEL com dominio de ligacdo a c-di-GMP, o mensageiro intracelular da
formacdo de biofilme bacteriano. Assim, PelD é provavelmente a Unica proteina reguladora
desse complexo, sendo sua regulacdo promovida pelo c-di-GMP.

Para compreender melhor o mecanismo de ativacdo de PelD por c-di-GMP proposto
em 2012%, nosso grupo realizou uma série de experimentos de dicroismo circular e
calorimetria de titulacdo isotérmica visando estudar a resposta de duas construcdes
citoplasmaticas de PelD (PelD% que contém as hélices JM e S, e PelD5%%) com a
presenca de c-di-GMP. Como descrito no item 1.4, foi visto que a presenca das hélices JM e S
é essencial para a ligacio de PelD a dimeros de c-di-GMP. Além disso, PelD14% ¢ capaz de
quebrar dimeros de c-di-GMP a mondmeros (dados ndo publicados), podendo essa ser uma

etapa essencial na ativagdo de PelD. Complementarmente, observou-se que a constante de
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afinidade de PelD"5%%° por mondmeros de c-di-GMP é menor que a afinidade de PelD14%
por dimeros do nucleotideo (dados ndo publicados), fatos que ajudam a entender como a
proteina pode ser desativada pelo facil despreendimento do mondémero de c-di-GMP.

A fim de comprovar 0 mecanismo de ativacdo dependente de c-di-GMP de PelD
proposto por nosso grupo, foram planejados diversos mutantes que desestabilizariam a hélice
S de sua posi¢do entre os dominios GAF e GGDEF, desestabilizariam o core hidrofobico
entre 0s mesmos dominios na auséncia da hélice S e que seriam incapazes de se ligar a c-di-
GMP. A figura 36 ilustra as posicdes das mutacOes realizadas nas estruturas de PelD
citoplasmatica que contém a hélice S (PelD***%, suposto estado inativado da proteina) e que
ndo contém a hélice S (PelD"®4%° suposto estado ativado), enquanto a tabela 9 mostra os
fenotipos esperados para cada mutacdo (discutido com mais detalhes no item 4.3.2). Além

disso, estudos de DSC foram feitos com PelD76-%% visando avaliar a influéncia de c-di-GMP

na estabilidade da proteina.

Hélice JM
B RxxD
(1 Hélice S
B GAF
B Loop
B GGDEF

Figura 36 - Estruturas cristalograficas de PelD****% (PDB: 4ETZ, suposto estado inativado de PelD) e PelD"®
455 (suposto estado ativado) resolvida por nosso grupo o dominio GAF representado em cinza claro e
GGDEF em cinza escuro. RegiBes coloridas representam as superficies em contato tanto com a
hélice S quanto com o core hidrofébico entre os dominios GAF e GGDEF. Residuos de aminoacidos
marcados indicam aqueles mutados nesse trabalho, como mostrado na tabela 9.

Fonte: Elaborada pela autora.



79

Tabela 9 - Mutantes de PelD em P. aeruginosa PA14 com seus respectivos fen6tipos esperados e alteragdes
estruturais promovidas. “*” indica a altera¢do provocada na forma ativada de PelD.

Mutacédo Alteracéo estrutural Fendtipo esperado
L160E
L164E Desestabiliza a hélice S q duzir biofil
Afeta 0 coiled-coil* Incapaz de produzir biofilme
L167E
L171E

R367A

Desestabiliza a hélice S
Desestabiliza o core hidrofobico*

Reducéo da formacéo de biofilme

Desestabiliza o core hidrofébico*

Desestabiliza a hélice S
Desestabiliza o core hidrofobico*

Reducéo da formacao de biofilme

Reducéo da formacao de biofilme

N&o se liga a c-di-GMP

Incapaz de produzir biofilme

L167E + R367A
L171E + R367A

Igual ao mutante simples

Igual ao mutante simples

V188E + R367A
L369E + R367A
L390E + R367A

Igual ao mutante simples

Igual ao mutante simples

Fonte: Elaborada pela autora.

4.3.1 Construcdo de mutantes

A construcdo dos mutantes descritos na tabela 9 foi feita através da reconstituicdo

génica de pelD com as respectivas mutacdes em uma cepa de P. aeruginosa PA14 deletada de

pelD (PA14 ApelD). Dessa forma, primeiramente foi construida a cepa PA14 ApelD e, a partir

dessa cepa, 0 gene selvagem pelD e seus mutantes foram reconstituidos para a analise de

formagéo de biofilme, como descrito na se¢do 3.5.1. A figura 37 mostra algumas etapas da

construcdo dos mutantes de PelD. Com excecdo do duplo mutante L299E + R367A, todos os

mutantes foram construidos com sucesso.



80

I N PN R
T KPS

Figura 37 - (A) PCR de colénia mostrando a segunda recombinacéo génica de PA144pelD com a amplificacdo
positiva do fragmento de 1,5 kpb correspondente ao fragmento deletado. (B) Primeira recombinacéao
da reconstituicdo de algumas das CDSs mutadas nesse trabalho. Observa-se fragmentos
correspondentes ao vetor de reconstituicdo (3 kpb) e a cepa PA14ApelD (1,5 kpb), indicando a
incorporagdo do plasmideo no gDNA.

Fonte: Elaborada pela autora.

4.3.2 Anélise de formacao de biofilme em mutantes de PelD

Analises semiquantitativas da formacdo de biofilme dos mutantes produzidos foram
realizadas utilizando ensaios de cristal violeta (figura 38). Como esperado, o mutante PA14
ApelD apresentou formacdo de biofilme praticamente nula enquanto que a cepa com a CDS
reconstituida restaurou a capacidade de formacdo de biofilme da linhagem selvagem.

Mutantes do loop conector entre os dominios GAF e GGDEF (L314E e L316E,
representados em vermelho) ndo afetariam a suposta forma inativada de PelD, uma vez que
seus residuos estdo direcionados para o solvente (figura 36). Porém, na provavel forma
ativada de PelD, tais residuos se encontram voltados para o core hidrofébico entre os
dominios GAF e GGDEF, participando de varias interacdes hidrofobicas nessa regido. Assim,
a mutacdo desses residuos afetaria apenas o core hidrofobico de PelD ativada. Observando a
figura 38, nota-se uma grande diminuicdo da formacéo de biofilme desses mutantes (de 4 a 5
vezes menor em relacdo a cepa selvagem), indicando que a estabilidade desse core

hidrofébico € muito importante para o estado ativado de PelD.
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Figura 38 - Reducdo da formacdo de biofilme de PA14 ApelD corado com cristal violeta (canto direito superior)
e unidade de adesdo dos mutantes gerados, mostrando a importancia dos contatos hidrofébicos da
hélice S e regido interdominios para a ativagdo do complexo Pel.

Fonte: Elaborada pela autora.

Barras em alaranjado representam 0s mutantes na regido da hélice S de PelD. Os
mutantes com mutacgdo Unica nessa regido quebrariam os contatos hidrofébicos da hélice S
com os dominios GAF ou GGDEF, fendmeno provocado pela ligagcdo de um dimero de c-di-
GMP, desestabilizando a hélice dessa regido. Concomitantemente, essas mutacoes impediriam
a formacdo do coiled-coil da hélice S, uma estrutura que seria essencial na translocacdo de
sinal do dominio citoplasmatico para o periplasmatico. Pelo impedimento da formacdo do
coiled-coil, era esperado que tais mutacOes abolissem a formacdo de biofilme desses
mutantes, o que de fato ocorreu nos mutantes L160E e L164E. Contudo, os mutantes L167E e
L171E mantiveram aproximadamente 50 e 80% de sua capacidade da formacéo de biofilme,
respectivamente. Em uma primeira analise, isso parece contradizer o0 mecanismo proposto por
NOSSO grupo, uma vez que tais mutagdes desestabilizam a hélice S e a formacao de seu coiled-
coil. Porém, nota-se que a capacidade de formacéo de biofilme dos mutantes da hélice S é
restaurada & medida que as mutagdes sdo feitas do N para o C-terminal da hélice, indicando
que, ao perder os contatos com os dominios citosolicos, a hélice S possivelmente forma uma
estrutura do tipo coiled-coil com sua por¢do N-terminal, causando o rearranjo do restante da

hélice JM que transloca o sinal ativador para o dominio de membrana. Dessa forma, mutagdes
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no C-terminal da hélice S ndo afetariam muito a formacao de biofilme desses mutantes, como
observado em nossos experimentos. Esse mecanismo € suportado pelas analises
computacionais previamente realizadas pelo grupo que predizem a provavel existéncia de
formacéo de coiled-coil na regido da hélice S (figura 11). Além disso, estudos de crosslinking
mostram que o aumento da concentracdo de c-di-GMP diminui a formacdo de dimeros de
PelD45 mostrando que o afastamento da hélice S causado pela ligagdo do nucleotideo
interfere na estrutura coiled-coil formado pela hélice JM. No entanto, mesmo em grande
excesso molar do ligante, PelD'4% ainda possui uma pequena porcéo dimérica, reforcando o
fato de que a hélice S forma um fraco coiled-coil capaz de estabilizar dimeros da proteina.

MutacGes dos dominios GAF e GGDEF (representados em azul e verde,
respectivamente, com o motivo RxxD do dominio GGDEF em roxo) causariam, a0 mesmo
tempo, a desestabilizacdo da hélice S e do core hidrofébico da forma ativada de PelD. A
desestabilizacdo da hélice S, segundo nosso modelo, promoveria a ativacdo de PelD, gerado
um mutante super ativo. Todavia, como a desestabilizacdo da hélice é acompanhada da
desestabilizacdo do core hidrofébico da forma ativada, foi observada a diminui¢do da
formacdo de biofilme dessas cepas, mostrando novamente a importancia do core hidrofobico
de PelD e concordando com os dados de formacédo de biofilme dos mutantes do loop conector
que também desestabilizavam essa forma ativada da proteina.

Por fim, sabe-se que a mutacdo R367A impede a ligacdo de c-di-GMP a PelD, gerando
cepas incapazes de formar biofilme, como visto em nossos experimentos.>*>! Segundo nosso
modelo, a ligacdo de c-di-GMP a PelD seria necessaria para promover a desestabilizacdo da
hélice S entre os dominios GAF e GGDEF. Uma vez que essa desestabilizacdo foi gerada
pelos mutantes da hélice S e dos dominios GAF e GGDEF, os duplos mutantes contendo
mutacOes dessas regides e R367A ndo teriam sua formacdo de biofilme afetada, possuindo um
fenotipo igual ao dos mutantes simples. Contudo, como observado na figura 38, todos 0s
duplo mutantes apresentaram-se incapazes de formar biofilme, indicando o c-di-GMP néo sé
promove a desestabilizacdo da hélice S, como também € essencial para que o estado ativado

de PelD seja estabilizado.
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4.3.3 Calorimetria diferencial de varredura

Para estudar a estabilidade do estado ativado de PelD promovido pela ligacdo do c-di-
GMP, foram feitos experimentos DSC buscando avaliar a estabilidade térmica de PelD764%
baseada nas temperaturas medias de desenovelamento (Tm) da proteina na presenca e auséncia
de c-di-GMP, como mostrado na figura 39. Os termogramas obtidos foram tratados como
descrito no item 3.5.3, resultando em um ATy de 3,18 °C (Tm = 41,65 £ 0,06 °C para a
PelD176-45 sem c-di-GMP e 44,83 + 0,09 °C para a proteina ligada ao nucleotideo). Isso
evidencia que a ligacdo do nucleotideo estabiliza PelD, mantendo o core hidrofébico
interdominio bem estruturado, sendo essa estabilizacdo importante para o estado ativado de

PelD, segundo 0 mecanismo proposto por nosso grupo.

PeIDﬂG 454
10 - —— PelD'7%** + ¢-di-GMP
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o
<
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E
T
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Figura 39 - Analise da influéncia de c-di-GMP na estabilidade térmica de PelD76% realizada por DSC. A
proteina mantém-se mais estavel quando ligada a c-di-GMP, como mostrado na curva vermelha. A
precipitagdo proteica inicia-se préximo a 53 °C, onde observa-se o inicio do pico exotérmico de
precipitacéo.

Fonte: Elaborada pela autora.
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5 Conclusoes e perspectivas

O presente trabalho buscou estudar o mecanismo de ativacdo da formacéo de biofilme
de Pseudomonas aeruginosa PA14. A sintese de polissacarideos da matriz de biofilme de P.
aeruginosa PA14 é feita pelo complexo proteico biossintético de PEL, um polimero cuja
estrutura e biossintese sd@o pouco descritas. Dessa forma, foram utilizados diversos ensaios
bioquimicos e funcionais visando o estudo das interacdes proteicas e 0 mecanismo de ativacdo
mediado por c-di-GMP desse complexo proteico.

Para isso, construcdes periplamaticas das proteinas Pel (PelA*"%48 PelB35-1198 pe|C?T-
172 ¢ PelE®329) PelF e PelG foram produzidas e caracterizadas oligomericamente. As
amostras passaram por diversos testes interacao buscando detectar a formacdo de complexos
periplasmaticos, citoplasmaticos e de membrana interna, mas nenhuma interacdo pode ser
detectada. E provavel que a formacio do complexo Pel de membrana interna ocorra somente
na presenca de todas as proteinas de membrana interna ou na presenca de outras proteinas nao
codificadas pelo operon pel, como sugerem nossos estudos de pull-down. Na tentativa de
solucionar a primeira hipotese, CDSs das proteinas de membrana isoladas, das proteinas de
membrana interna e de todo o complexo Pel foram clonadas a fim de realizar ensaios de
interacdo dos complexos de membrana. Contudo, apesar dos inumeros esforcos para a
producdo de tais amostras, apenas PelG foi expressa e pdde ser purificada. Para avaliar as
hipGteses de interacdo, clones das proteinas de membrana podem ser feitos em outros vetores
de expressdo para que, uma vez expressas, as proteinas com todos os dominios de membrana
possam ser melhores investigadas.

Ensaios de crosslinking mostraram que PelD*764% monomérica em solugéo, enquanto
que PelD#% possui formagdo de dimeros dependente das concentragbes de c-di-GMP,
indicando que as hélices JM e S de PelD (PelD!176) desempenham um papel importante no
controle de formacdo de dimeros. Além disso, a diminuicdo de dimeros na presenca de
elevadas concentragdes de c-di-GMP corrobora com o modelo de ativagdo de PelD por meio
da hélice S, analogo ao mecanismo da hélice S de LapD®’ proposto por nosso grupo.

A analise de quantificacdo de biofilme de cepas de PA14 contendo mutagdes pontuais
em PelD revelou regides importantes para a ativacdo da proteina, como o core hidrofobico
interdominio da forma ativa de PelD e o N-terminal da hélice S. Juntamente com estudos de

oligomerizagdo dependente de c-di-GMP e predicOes de formacdo de coiled-coil de PelD,
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esses dados reforcam e complementam o novo mecanismo de ativagao de PelD proposto pelo
grupo (figura 40), em que a ligagdo do c-di-GMP dimérico promove o afastamento da hélice
S, gerando um rearranjo da hélice JM e dos dominios citoplasmaticos que permanecem
ligados a uma molécula de c-di-GMP. Nesse rearranjo, GAF e GGDEF se aproximam
formando um bolsdo hidrofébico estabilizado por uma molécula de c-di-GMP, enquanto a
hélice JM se reorienta para a translocacao de sinal para o dominio de membrana, quebrando o
forte coiled-coil dessa regido. Concomitantemente, a por¢cdo N-terminal da hélice S forma um
coiled-coil pouco estavel essencial na translocacéo de sinal e ativacdo do complexo Pel. Uma
vez ativada, PelD pode ser capaz de recrutar outras proteinas Pel, como PelF e PelG,
modificar conformacdes de outras proteinas membrana, ativando-as, ou recrutar proteinas que
ndo fazem parte do complexo biossintético de PEL. Quando as concentracdes de c-di-GMP
intracelular diminuem, o nucleotideo se desliga de PelD devido a sua baixa constante de

afinidade pela proteina que volta a seu estado inibido.

Estado inibido Intermediario Estado Ativado -
Periplasma
Membrana
Citoplasma <o
® o @
@ DUF 4118 J Hélice JM/S B GAF B GGDEF (sitio I)

Figura 40 - Mecanismo de ativacdo de PelD proposto nesse trabalho. A ligacdo do dimero de c-di-GMP causa o
deslocamento da hélice S provocando a formacdo de um coiled-coil fraco na regido da hélice S
exposta e a aproximagdo dos dominios citoplasmaticos, estabilizada por c-di-GMP. Essa mudanca
conformacional é translocada ao dominio transmembranico pela hélice JM, ativando o complexo.
Quando as concentragdes celulares de c-di-GMP diminuem, o nucleotideo se desliga de PelD,
fazendo a proteina voltar ao seu estado inicial.

Fonte: Elaborada pela autora.

Por fim, utilizando uma combinacgédo de ensaios bioquimicos e funcionais, o presente
trabalho contribuiu significativamente no entendimento dos mecanismos moleculares que
regem a formacéo de biofilme de P. aeruginosa PA14, desvendando o mecanismo de ativacao
de PelD mediado por c-di-GMP, uma etapa essencial na formacéo de biofilme dessa bactéria.
O conhecimento dos mecanismos moleculares de ativacdo, sintese e translocagdo de PEL é
fundamental para o entendimento da via de formacdo de biofilme desse importante patégeno
humano, sendo esse 0 primeiro passo para 0 comeco da busca de farmacos que possam

impedir a formagé&o do biofilme em P. aeruginosa PA14.



87

Referéncias

1 OTOOLE, G.; KAPLAN, H. B.; KOLTER, R. Biofilm formation as microbial
development. Annual Review of Microbiology, v. 54, p. 49-79, 2000. doi:
10.1146/annurev.micro.54.1.49.

2 PARSEK, M. R.; SINGH, P. K. Bacterial biofilms: an emerging link to disease
pathogenesis. Annual Review of Microbiology, v. 57, p. 677-701, 2003. doi:
10.1146/annurev.micro.57.030502.090720

3 COSTERTON, J. W.; LEWANDOWSKI, Z.; CALDWELL, D. E.; KORBER, D. R;
LAPPIN-SCOTT, H. M. Microbial biofilms. Annual Review of Microbiology, v. 49, p. 711-
745, 1995. doi: 10.1146/annurev.mi.49.100195.003431.

4 ELIAS, S.; BANIN, E. Multi-species biofilms: living with friendly neighbors. FEMS
Microbiology Reviews, v. 36, n. 5, p. 990-1004, 2012.

5COLVIN, K. M.; GORDON, V. D.; MURAKAMI, K.; BORLEE, B. R.; WOZNIAK, D. J,;
WONG, G. C.; PARSEK, M. R. The pel polysaccharide can serve a structural and protective
role in the biofilm matrix of Pseudomonas aeruginosa. PLoS Pathogens, v. 7, n. 1, p.
e1001264, 2011.

6 MONROE, D. Looking for chinks in the armor of bacterial biofilms. PLoS Biology, v. 5, n.
11, p. €307, 2007.

7 LAVERTY, G.; GORMAN, S. P.; GILMORE, B. F. Biomolecular mechanisms of
pseudomonas aeruginosa and Escherichia coli biofilm formation. Pathogens, v. 3, n. 3, p.
596-632, 2014.

8 ROSS, P.; WEINHOUSE, H.; ALONI, Y.; MICHAELI, D.; WEINBERGER-OHANA, P.;
MAYER, R.; BRAUN, S.; DE VROOM, E.; VAN DER MAREL, G. A.; VAN BOOM, J. H,;
BENZIMAN, M. Regulation of cellulose synthesis in Acetobacter xylinum by cyclic
diguanylic acid. Nature, v. 325, n. 6101, p. 279-81, 1987.

9 ZHANG, Z.; KIM, S.; GAFFNEY, B. L.; JONES, R. A. Polymorphism of the signaling
molecule c-di-GMP. Journal of the American Chemical Society, v. 128, n. 21, p. 7015-
7024, 2006.

10 GENTNER, M.; ALLAN, M. G.; ZAEHRINGER, F.; SCHIRMER, T.; GRZESIEK, S.
Oligomer formation of the bacterial second messenger c-di-GMP: reaction rates and
equilibrium constants indicate a monomeric state at physiological concentrations. Journal of
the American Chemical Society v. 134, n. 2, p. 1019-1029, 2012.

11 STELITANO, V.; BRANDT, A.; FERNICOLA, S.; FRANCESCHINI, S.; GIARDINA,
G.; PICA, A.; RINALDO, S.; SICA, F.; CUTRUZZOLA, F. Probing the activity of
diguanylate cyclases and c-di-GMP phosphodiesterases in real-time by CD spectroscopy.
Nucleic Acids Research, v. 41, n. 7, p. €79, 2013.



88

12ROMLING, U.; GOMELSKY, M.; GALPERIN, M. Y. C-di-GMP: the dawning of a novel
bacterial signalling system. Molecular Microbiology, v. 57, n. 3, p. 629-39, 2005.

13 KRASTEVA, P. V.; GIGLIO, K. M.; SONDERMANN, H. Sensing the messenger: the
diverse ways that bacteria signal through c-di-GMP. Protein Science, v. 21, n. 7, p. 929-48,
2012.

14 HENGGE, R. Principles of c-di-GMP signalling in bacteria. Nature Reviews
Microbiology, v. 7, n. 4, p. 263-273, 20009.

15 ROMLING, U.; GALPERIN, M. Y.; GOMELSKY, M. Cyclic di-GMP: the first 25 years
of a universal bacterial second messenger. Microbiology and Molecular Biology Reviews,
v.77,n.1, p. 1-52, 2013.

16 CHAN, C.; PAUL, R.; SAMORAY, D.; AMIOT, N. C.; GIESE, B.; JENAL, U,
SCHIRMER, T. Structural basis of activity and allosteric control of diguanylate cyclase.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United State of America, v. 101,
n. 49, p. 17084-17089, 2004.

17 RYAN, R. P.; FOURY, Y.; LUCEY, J. F.; CROSSMAN, L. C.; SPIRO, S.; HE, Y. W,;
ZHANG, L. H.; HEEB, S.; CAMARA, M.; WILLIAMS, P.; DOW, J. M. Cell-cell signaling
in Xanthomonas campestris involves an HD-GYP domain protein that functions in cyclic di-
GMP turnover. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United State of
America, v. 103, n. 17, p. 6712-6717, 2006.

18 SUDARSAN, N.; LEE, E. R.; WEINBERG, Z.; MOY, R. H.; KIM, J. N.; LINK, K. H.;
BREAKER, R. R. Riboswitches in eubacteria sense the second messenger cyclic di-GMP.
Science, v. 321, n. 5887, p. 411-413, 2008.

19 AMIKAM, D.; GALPERIN, M. Y. PilZ domain is part of the bacterial c-di-GMP binding
protein. Bioinformatics, v. 22, n. 1, p. 3-6, 2006.

20 BARAQUET, C.; MURAKAMI, K.; PARSEK, M. R.; HARWOOD, C. S. The FleQ
protein from Pseudomonas aeruginosa functions as both a repressor and an activator to control
gene expression from the pel operon promoter in response to c-di-GMP. Nucleic Acids
Research, v. 40, n. 15, p. 7207-7218, 2012.

21 MILLS, E.; PULTZ, I. S.; KULASEKARA, H. D.; MILLER, S. I. The bacterial second
messenger c-di-GMP: mechanisms of signalling. Cell Microbiology, v. 13, n. 8, p. 1122-
1129, 2011.

22 FLEMMING, H. C.. WINGENDER, J. The biofilm matrix. Nature Reviews
Microbiology, v. 8, n. 9, p. 623-633, 2010.

23 FONG, J. N.; YILDIZ, F. H. Biofilm Matrix Proteins. Microbiology Spectrum, v. 3, n. 2,
2015. doi:10.1128/microbiolspec.MB-0004-2014.

24 YILDIZ, F. H.; SCHOOLNIK, G. K. Vibrio cholerae O1 EIl Tor: identification of a gene
cluster required for the rugose colony type, exopolysaccharide production, chlorine resistance,



89

and biofilm formation. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
State of America, v. 96, n. 7, p. 4028-4033, 1999.

25 LIANG, Z. X. The expanding roles of c-di-GMP in the biosynthesis of exopolysaccharides
and secondary metabolites. Natural Product Reports, v. 32, n. 5, p. 663-683, 2015.

26 FRANKLIN, M. J.; NIVENS, D. E.; WEADGE, J. T.; HOWELL, P. L. Biosynthesis of the
Pseudomonas aeruginosa Extracellular Polysaccharides, Alginate, Pel, and Psl. Frontiers in
Microbiology, v. 2, p. 167, 2011. doi: 10.3389/fmich.2011.00167

27 MORGAN, J. L.; STRUMILLO, J.; ZIMMER, J. Crystallographic snapshot of cellulose
synthesis and membrane translocation. Nature, v. 493, n. 7431, p. 181-186, 2013

28 FANG, X.; AHMAD, I.; BLANKA, A.; SCHOTTKOWSKI, M.; CIMDINS, A,
GALPERIN, M. Y.; ROMLING, U.; GOMELSKY, M. GIL, a new c-di-GMP-binding protein
domain involved in regulation of cellulose synthesis in enterobacteria. Molecular
Microbiology, v. 93, n. 3, p. 439-452, 2014.

29 MORGAN, J. L.; MCNAMARA, J. T.; ZIMMER, J. Mechanism of activation of bacterial
cellulose synthase by cyclic di-GMP. Nature Structural & Molecular Biology, v. 21, n. 5,
p. 489-96, 2014.

30 TORTORA, G. J. F,; FUNKE, B. R.; CASE, C. L. Microbiologia. 8. ed. Porto Alegre:
Artmed, 2005.

31 HASSETT, D. J. Anaerobic production of alginate by Pseudomonas aeruginosa: alginate
restricts diffusion of oxygen. Journal of Bacteriology, v. 178, n. 24, p. 7322-7325, 1996.

32 COMOLLLI, J. C.; DONOHUE, T. J. Pseudomonas aeruginosa RoxR, a response regulator
related to Rhodobacter sphaeroides PrrA, activates expression of the cyanide-insensitive
terminal oxidase. Molecular Microbiology, v. 45, n. 3, p. 755-768, 2002.

33 FRIEDMAN, L.; KOLTER, R. Genes involved in matrix formation in Pseudomonas
aeruginosa PA14 biofilms. Molecular Microbiology, v. 51, n. 3, p. 675-690, 2004.

34 MANN, E. E.; WOZNIAK, D. J. Pseudomonas biofilm matrix composition and niche
biology. FEMS Microbiology Reviews, v. 36, n. 4, p. 893-916, 2012.

35 COLVIN, K. M.; IRIE, Y.; TART, C. S.; URBANO, R.; WHITNEY, J. C.; RYDER, C,
HOWELL, P. L.; WOZNIAK, D. J.; PARSEK, M. R. The Pel and Psl polysaccharides
provide Pseudomonas aeruginosa structural redundancy within the biofilm matrix.
Environmental Microbiology, v. 14, n. 8, p. 1913-1928, 2012.

36 MERIGHI, M.; LEE, V. T.; HYODO, M.; HAYAKAWA, Y.; LORY, S. The second
messenger bis-(3'-5")-cyclic-GMP and its PilZ domain-containing receptor Alg44 are required
for alginate biosynthesis in Pseudomonas aeruginosa. Molecular Microbiology, v. 65, n. 4, p.
876-895, 2007.

37 OGLESBY, L. L.; JAIN, S.; OHMAN, D. E. Membrane topology and roles of
Pseudomonas aeruginosa Alg8 and Alg44 in alginate polymerization. Microbiology, v. 154,
n. pt 6, p. 1605-1615, 2008.



90

38 WHITNEY, J. C.; WHITFIELD, G. B.; MARMONT, L. S.; YIP, P.; NECULAI, A. M;
LOBSANOQV, Y. D.; ROBINSON, H.; OHMAN, D. E.; HOWELL, P. L. Dimeric c-di-GMP
is required for post-translational regulation of alginate production in Pseudomonas
aeruginosa. Journal of Biological Chemistry, v. 290, n. 20, p. 12451-12462, 2015.

39 KEISKI, C. L.; HARWICH, M.; JAIN, S.; NECULAI, A. M.; YIP, P.; ROBINSON, H.;
WHITNEY, J. C.; RILEY, L.; BURROWS, L. L.; OHMAN, D. E.; HOWELL, P. L. AlgK is
a TPR-containing protein and the periplasmic component of a novel exopolysaccharide
secretin. Structure, v. 18, n. 2, p. 265-73, 2010.

40 JACKSON, K. D.; STARKEY, M.; KREMER, S.; PARSEK, M. R.; WOZNIAK, D. J.
Identification of psl, a locus encoding a potential exopolysaccharide that is essential for
Pseudomonas aeruginosa PAO1 biofilm formation. Journal of Bacteriology, v. 186, n. 14, p.
4466-4475, 2004.

41 HICKMAN, J. W.; HARWOOD, C. S. Identification of FleQ from Pseudomonas
aeruginosa as a c-di-GMP-responsive transcription factor. Molecular Microbiology, v. 69, n.
2, p. 376-89, 2008.

42 STEINER, S.; LORI, C.; BOEHM, A.; JENAL, U. Allosteric activation of
exopolysaccharide synthesis through cyclic di-GMP-stimulated protein-protein interaction.
EMBO Journal, v. 32, n. 3, p. 354-368, 2013.

43 LARUE, K.; KIMBER, M. S.; FORD, R.; WHITFIELD, C. Biochemical and structural
analysis of bacterial O-antigen chain length regulator proteins reveals a conserved quaternary
structure. Journal of Biological Chemistry, v. 284, n. 11, p. 7395-403, 2009.

44 JENNINGS, L. K.; STOREK, K. M.; LEDVINA, H. E.; COULON, C., MARMONT, L.
S.; SADOVSKAYA, I.; SECOR, P. R.; TSENG, B. S.; SCIAN, M.; FILLOUX, A;
WOZNIAK, D. J.; HOWELL, P. L.; PARSEK, M. R. Pel is a cationic exopolysaccharide that
cross-links extracellular DNA in the Pseudomonas aeruginosa biofilm matrix. Proceedings of
the National Academy of Sciences of the United State of America, v. 112, n. 36, p. 11353-
11358, 2015.

45 GHAFOOR, A.; JORDENS, Z.; REHM, B. H. Role of PelF in pel polysaccharide
biosynthesis in Pseudomonas aeruginosa. Applied and Environmental Microbiology, v. 79,
n. 9, p. 2968-2978, 2013.

46 VASSEUR, P.; SOSCIA, C.; VOULHOUX, R.; FILLOUX, A. PelC is a Pseudomonas
aeruginosa outer membrane lipoprotein of the OMA family of proteins involved in
exopolysaccharide transport. Biochimie, v. 89, n. 8, p. 903-15, 2007.

47 WANG, C.; WESENER, S. R.; ZHANG, H.; CHENG, Y. Q. An FAD-dependent pyridine
nucleotide-disulfide oxidoreductase is involved in disulfide bond formation in FK228
anticancer depsipeptide. Chemistry & Biology, v. 16, n. 6, p. 585-593, 2009.

48 VASSEUR, P.; VALLET-GELY, I.; SOSCIA, C.; GENIN, S., FILLOUX, A. The pel
genes of the Pseudomonas aeruginosa PAK strain are involved at early and late stages of
biofilm formation. Microbiology, v. 151, n. Pt 3, p. 985-97, 2005.



91

49 LI, Z.; CHEN, J. H.; HAO, Y.; NAIR, S. K. Structures of the PelD cyclic diguanylate
effector involved in pellicle formation in Pseudomonas aeruginosa PAO1. Journal of
Biological Chemistry, v. 287, n. 36, p. 30191-204, 2012.

50 WHITNEY, J. C.; COLVIN, K. M.; MARMONT, L. S.; ROBINSON, H.; PARSEK, M.
R.; HOWELL, P. L. Structure of the cytoplasmic region of PelD, a degenerate diguanylate
cyclase receptor that regulates exopolysaccharide production in Pseudomonas aeruginosa.
Journal of Biological Chemistry, v. 287, n. 28, p. 23582-93, 2012.

51 LEE, V. T.; MATEWISH, J. M.; KESSLER, J. L.; HYODO, M.; HAYAKAWA, Y.;
LORY, S. A cyclic-di-GMP receptor required for bacterial exopolysaccharide production.
Molecular Microbiology, v. 65, n. 6, p. 1474-84, 2007.

52 HVORUP, R. N.; WINNEN, B.; CHANG, A. B.; JIANG, Y.; ZHOU, X. F.; SAIER, M. H.
The multidrug/oligosaccharidyl-lipid/polysaccharide (MOP) exporter superfamily. European
Journal of Biochemistry, v. 270, n. 5, p. 799-813, 2003.

53 ISLAM, S. T.; LAM, J. S. Synthesis of bacterial polysaccharides via the Wzx/Wzy-
dependent pathway. Canadian Journal of Microbiology, v. 60, n. 11, p. 697-716, 2014.

54 ISLAM, S. T.; LAM, J. S. Wzx flippase-mediated membrane translocation of sugar
polymer precursors in bacteria. Environmental Microbiology, v. 15, n. 4, p. 1001-15, 2013.

55 COLVIN, K. M.; ALNABELSEYA, N.; BAKER, P.; WHITNEY, J. C.; HOWELL, P. L,;
PARSEK, M. R. PelA deacetylase activity is required for Pel polysaccharide synthesis in
Pseudomonas aeruginosa. Journal of Bacteriology, v. 195, n. 10, p. 2329-39, 2013.

56 SILVA, S. S. Estudos estruturais da proteina PelD de Pseudomonas aeruginosa: um
receptor de c-di-GMP responsavel pela producdo de exopolissacarideos e formacdo de
biofilmes. 2013. 127p. Dissertacdo (Mestrado em Fisica Biomolecular) - Instituto de Fisica de
Séao Carlos, Universidade de S&o Paulo, Sdo Carlos, 2013.

57 NAVARRO, M. V.; NEWELL, P. D.; KRASTEVA, P. V., CHATTERJEE, D
MADDEN, D. R.; OTOOLE, G. A.; SONDERMANN, H. Structural basis for c-di-GMP-
mediated inside-out signaling controlling periplasmic proteolysis. PLoS Biology, v. 9, n. 2, p.
€1000588, 2011.

58 LIBERATI, N. T.; URBACH, J. M.; MIYATA, S.; LEE, D. G.; DRENKARD, E.; WU,
G.; VILLANUEVA, J.; WEI, T.; AUSUBEL, F. M. An ordered, nonredundant library of
Pseudomonas aeruginosa strain PA14 transposon insertion mutants. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United State of America, v. 103, n. 8, p. 2833-2838,
2006.

59 PA14 transposon insertion mutant library. Massachusetts 2006. Disponivel em: <
http://ausubellab.mgh.harvard.edu/cgi-bin/pal4/home.cgi >. Acesso em: 05 nov. 2015.

60 FINN, R. D.; BATEMAN, A.; CLEMENTS, J.; COGGILL, P.; EBERHARDT, R. Y_;
EDDY, S. R.; HEGER, A.; HETHERINGTON, K.; HOLM, L.; MISTRY, J,;
SONNHAMMER, E. L.; TATE, J.; PUNTA, M. Pfam: the protein families database. Nucleic
Acids Research, v. 42, n. D 1, p. D222-D230, 2014.



92

61 JONES, D. T. Protein secondary structure prediction based on position-specific scoring
matrices. Journal of Molecular Biology, v. 292, n. 2, p. 195-202, 1999.

62 BUCHAN, D. W.; MINNECI, F.; NUGENT, T. C.; BRYSON, K.; JONES, D. T. Scalable
web services for the PSIPRED Protein Analysis Workbench. Nucleic Acids Research, v. 41,
W1, p. W349-57, 2013. doi: 10.1093/nar/gkt381.

63 PETERSEN, T. N.; BRUNAK, S.; VON HEIINE, G.; NIELSEN, H I. SignalP 4.0:
discriminating signal peptides from transmembrane regions. Nature Methods, v. 8, n. 10, p.
785-786, 2011

64 KROGH, A.; LARSSON, B.; VON HEINE, G.; SONNHAMMER, E. L. Predicting
transmembrane protein topology with a hidden Markov model: application to complete
genomes. Journal of Molecular Biology, v. 305, n. 3, p. 567-580, 2001.

65 LOW, H. H.; GUBELLINI, F.; RIVERA-CALZADA, A.; BRAUN, N.; CONNERY, S,;
DUJEANCOURT, A.; LU, F.; REDZEJ, A.; FRONZES, R.; ORLOVA, E. V.; WAKSMAN,
G. Structure of a type IV secretion system. Nature, v. 508, n. 7497, p. 550-553, 2014.

66 GOLDSCHMIDT, L.; COOPER, D. R.; DEREWENDA, Z. S.; EISENBERG, D. Toward
rational protein crystallization: A Web server for the design of crystallizable protein variants.
Protein Science, v. 16, n. 8, p. 1569-1576, 2007.

67 ERICSSON, U. B.; HALLBERG, B. M.; DETITTA, G. T.; DEKKER, N.; NORDLUND,
P. Thermofluor-based high-throughput stability optimization of proteins for structural studies.
Analytical Biochemistry, v. 357, n. 2, p. 289-98, 2006.

68 SVERGUN, D. Determination of the regularization parameter in indirect-transform
methods using perceptual criteria. Journal of Applied Crystallography, v. 25, p. 495-503,
1992,

69 GUINIER, A.; FOURNET, G. Small angle scattering of X-rays. New York: Wiley 1955.

70 PETOUKHOV, M. V.; SVERGUN, D. I. Joint use of small-angle X-ray and neutron
scattering to study biological macromolecules in solution. European Biophysics Journal, v.
35,n.7, p. 567-576, 2006.

71 MYLONAS, F.; SVERGUN, D. I. Accuracy of molecular mass determination of proteins
in solution by small-angle X-ray scattering. Journal of Applied Crystallography, v. 40, p.
$245-s249, 2007.

72 ALTSCHUL, S. F. et al. Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein
database search programs. Nucleic Acids Research, v. 25, n. 17, p. 3389-3402, 1997.

73 KANEHISA, M.; GOTO, S. KEGG: kyoto encyclopedia of genes and genomes. Nucleic
Acids Research, v. 28, n. 1, p. 27-30, 2000.

74 KANEHISA, M.; GOTO, S.; SATO, Y., KAWASHIMA, M.; FURUMICHI, M.;
TANABE, M. Data, information, knowledge and principle: back to metabolism in KEGG.
Nucleic Acids Research, v. 42, p. D199-205, 2014. doi: 10.1093/nar/gkt1076.



93

75 OTOOLE, G. A.; KOLTER, R. Initiation of biofilm formation in Pseudomonas
fluorescens WCS365 proceeds via multiple, convergent signalling pathways: a genetic
analysis. Molecular Microbiology, v. 28, n. 3, p. 449-461, 1998.

76 WANG, D. N.; SAFFERLING, M.; LEMIEUX, M. J.; GRIFFITH, H.; CHEN, Y.; LI, X.
D. Practical aspects of overexpressing bacterial secondary membrane transporters for
structural studies. Biochimica et Biophysica Acta, v. 1610, n. 1, p. 23-36, 2003.

77 GEERLOF, A.; BROWN, J.; COUTARD, B.; EGLOFF, M. P.; ENGUITA, F. J.; FOGG,
M. J.; GILBERT, R. J.; GROVES, M. R.; HAOUZ, A.; NETTLESHIP, J. E.; NORDLUND,
P.; OWENS, R. J.; RUFF, M.; SAINSBURY, S.; SVERGUN, D. I. et al. The impact of
protein characterization in structural proteomics. Acta Crystallographica D, v. 62, pt 10, p.
1125-1136, 2006.

78 ANGUS-HILL, M. L.; DUTNALL, R. N.; TAFROV, S. T.; STERNGLANZ, R.;
RAMAKRISHNAN, V. Crystal structure of the histone acetyltransferase Hpa2: A tetrameric
member of the Gen5-related N-acetyltransferase superfamily. Journal of Molecular Biology,
V. 294, n.5, p. 1311-1325, 1999.



	INSTITUTO DE FÍSICA DE SÃO CARLOS
	1 Introdução
	1.1 Biofilme bacteriano e c-di-GMP
	1.2 Matriz extracelular e exopolissacarídeos
	1.3 Matriz de exopolissacarídeos de Pseudomonas aeruginosa
	1.4 Modelo de ativação de PelD

	2 Objetivos
	3 Metodologia
	3.1 Obtenção de amostras proteicas
	3.1.1 Clonagem
	3.1.2 Testes de expressão e indução
	3.1.3 Expressão heteróloga e purificação de construções solúveis
	3.1.4 Otimização da purificação de PelG
	3.1.5 Expressão heteróloga e purificação de PelG
	3.1.6 Otimização de tampões

	3.2 Ensaios cristalográficos
	3.3 Estudos oligoméricos
	3.3.1 Cromatografia de exclusão molecular
	3.3.2 Crossliking
	3.3.3 Espalhamento de raios-X a baixo ângulo

	3.4 Estudos de interação
	3.4.1 Cromatografia de exclusão molecular de PelF e porções citoplasmáticas de PelD
	3.4.2 Crosslinking
	3.4.3 Quantificação de biofilme dos mutantes da biblioteca de transposons de P. aeruginosa PA14
	3.4.4 Pull-down

	3.5 Estudos do controle de PelD por c-di-GMP
	3.5.1 Clonagem
	3.5.2 Análise da formação de biofilme em mutantes de PelD
	3.5.3 Calorimetria diferencial de varredura


	4 Resultados e discussão
	4.1 Obtenção e caracterização de amostras proteicas
	4.1.1 Clonagem
	4.1.2 Teste de expressão e indução
	4.1.3 Produção e caracterização proteica
	4.1.3.1 PelF e construções solúveis
	4.1.3.2 PelG

	4.2 Estudos de interação
	4.2.1 Estudos de interação da porção periplasmática do complexo Pel
	4.2.2 Estudos do recrutamento de PelF pelo complexo Pel de membrana interna
	4.2.3 Busca por parceiros de interação fora do complexo biossintético de PEL

	4.3 Estudo do controle de PelD por c-di-GMP
	4.3.1 Construção de mutantes
	4.3.2 Análise de formação de biofilme em mutantes de PelD
	4.3.3 Calorimetria diferencial de varredura


	5 Conclusões e perspectivas

