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RESUMO

As interacOes entre proteinas desempenham papéis bioldgicos importantes nas células, como
no caso da biossintese do peptideoglicano (PG), maior componente da parede celular bacteriana
e responsavel por definir a morfologia e proteger a célula do estresse causado pela alta pressao
osmotica intracelular presente tanto em bactérias Gram-negativas como Gram-positivas. A
sintese do PG é um processo dinamico e altamente complexo, consistente de muitos passos de
sintese que sdo orquestrados por diferentes enzimas localizadas em diferentes espacos na célula.
As ligases Mur (MurC a MurF) sdo as proteinas responsaveis por catalisar a sintese dos
precursores de PG no citoplasma juntamente com as proteinas MurG e MraY, as quais também
estdo relacionadas com a sintese dos precursores do PG na membrana, lipideo | e lipideo II,
respectivamente. Esse grupo de proteinas sdo essenciais para a sobrevivéncia da bactéria e séo
encontradas somente em células de organismos procariota, deste modo, tornando-se alvos
potenciais para o desenvolvimento de novos antibidticos. No presente trabalho foi realizada a
expressao e purificacdo de MraY de Streptococcus pneumoniae, proteina integral de membrana,
e foi analisada a sua possivel interacdo com a enzima MurF. Existem muitas evidéncias sobre
a formacdo de complexos entre essas proteinas, no entanto este trabalho descreve de forma
inédita a interacdo direta entre as ligases Mur de Streptococcus pneumoniae, as quais formam
um mega-complexo em solucdo. Também observamos que a interacdo entre essas proteinas esta
fortemente relacionada com a presenca dos seus estados oligoméricos. Outro achado inédito €
a habilidade de MurG de se auto associar em diferentes espécies, dependendo da concentracao
de detergente em solugéo, representando um processo dindmico, importante para a montagem
do mega-complexo entre as ligases Mur, uma vez que a interacdo entre essas proteinas também
foi observada neste estudo. Assim, a formacdo do mega-complexo pode ser explorada como

um mecanismo regulatorio espacial e temporal da sintese do peptideoglicano.

Palavras-chave: InteracGes, Peptideoglicano, Enzimas Mur, Oligbmeros, Streptococcus

pneumoniae, Complexo de proteinas.



ABSTRACT

Protein interactions play important biological roles for cells, as in the case of the biosynthesis
of peptidoglycan (PG), the major component of the bacterial cell wall. The PG is involved in
the determination of cell morphology and protection against osmotic stress, both in Gram-
negative and Gram-positive bacteria. The synthesis of PG is a dynamic and highly complex
process, which requires many steps mediated by different enzymes located in different
compartments of the cell. The Mur (MurC to MurF) ligases are responsible for the catalysis of
the synthesis of PG precursors in the cytoplasm, together with the MurG and MraY proteins,
which are related to the synthesis of lipid I and lipid Il respectively. These proteins are essential
for bacterial survival and are found only in prokaryotic organisms, and are thus potential targets
for the development of new antibiotics. Here we present the expression and purification of
MraY from Streptococcus pneumoniae, an integral membrane protein, as well as its analysis of
the interaction with MurF. There is vast evidence regarding the formation of complexes
between these proteins; however, this work describes, for the first time, the direct interaction
between the Mur ligases of Streptococcus pneumoniae, which form a mega-complex in
solution. We also observed that the interaction between these proteins is strongly related to the
presence of their oligomeric forms. Interestingly, we have found that S. pneumoniae MurG is
able to self-associate and form different oligomeric species in solution. This fact represents a
dynamic process, important for the assembly of a mega-complex within the cytoplasm, and
could be representative of a spatial and temporal PG-regulatory mechanism.

Keywords: Interactions, Peptidoglycan, Mur enzymes, Streptococcus pneumoniae, Mur
complex, protein complex.
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LNBio: Laboratério Nacional de Biociéncias

LNLS: Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron

LCP: Fase cubica lipidica (Lipid Cubic Phase)

MALDI: Desorcao a laser por matrix assistida (Matrix-Assisted Laser Desorption)
MS: Mass Spectrometry

M. tuberculosis: Mycobacterium tuberculosis

MBP: Proteina que se liga a Maltose (Maltose Binding-Protein)

N-ter: N-terminal ou amino-terminal

NADPH: Fosfato de dinucleotido de nicotinamida e adenina (Nicotinamide adenine

dinucleotide phosphate)

NEB: New England Bio labs

NHS: N-hidroxissuccinimida (N-Hydroxysuccinimide)

D.O.: Densidade Optica

PBP: Proteinas que se ligam a penicilina (Penicillin Binding Protein)
PCR: Reacdo de Polimerase em Cadeia (Polymerase Chain Reaction)
PDB: Protein Data Bank (Banco de dados de proteina)

PG: Peptideoglicano

pl: ponto isoelétrico (Isoelectric Point)

P. aeruginosa: Pseudomonas aeruginosa

rpm: RotagOes por minuto (Revolutions per minute)

RMN: Ressonancia Magnética Nuclear

SDS-PAGE: Eletroforese de dodecil-sulfato de sédio (SDS) de poliacrilamida (PAGE)
(Sodium Dodecyl Sulfate PolyAcrylamide Gel Electrophoresis)

SEC: Cromatografia de exclusdo molecular (Size Exclusion Chromatography)



SOC: Meio liquido com repressdo de catabolitos (Super Optimal broth medium with
Catabolite repression)

S. pneumoniae: Streptococcus pneumoniae

S. flexneri: Shigella flexneri

T. maritima: Thermotoga maritima

TBS-T: Tampao Tris - salina acrescido de Tween 20 (Tris-buffered saline — Tween 20)
UDP: Difosfato de uridina (Uridine diphosphate)

UDPGIcNAc: UDP-N-acetetilglucosamina (UDP-N -acetylglucosamine)
UDPMurNAc: &cido UDP- N-acetilmuramico (UDP-N -acetylmuramic acid)

UMA: UDP-N- acetilmuramoil-I-alanina (UDP-N -acetylmuramoyl-I-alanine)

WB: Western Blot
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1. INTRODUCAO

Este projeto de doutorado foi desenvolvido no Grupo de Patogénese Bacteriana em
duas localidades, Laboratorio Nacional de Biociéncias (LNBio) — Campinas, Brasil e Institut

de Biologie Structurale (IBS) — Grenoble, Franga, sob supervisdo da Dra. Andréa Dessen.

Diversas técnicas foram empregadas para o desenvolvimento dessa tese que
englobam estudos desde a biologia molecular até a bioquimica, biofisica e biologia estrutural
de proteinas de membrana e proteinas sollveis. Os ensaios de biologia molecular foram
realizados com o auxilio do Dr. Daniel Maragno Trindade. As plataformas disponiveis em
ambos 0s centros de pesquisa foram extensivamente utilizadas para a caracterizacdo das
proteinas desse estudo. Além disso, os experimentos de biologia estrutural foram realizados no
Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS) — Campinas, Brasil e o European Synchrotron
Radiation Facility (ESRF) — Grenoble, Franca sob supervisdo do Dr. Carlos Contreras-Martel.
As andlises espectroscopicas foram realizadas no Laboratério de Espectroscopia e Calorimetria
no LNBIo e as analises de espectrometria de massas foram realizadas em colabora¢do com o
grupo de Espectrometria de Massas do LNBio sob supervisdo da Dra. Adriana Paes Lemes. As
analises de SEC-MALS foram realizadas no laboratorio de espectroscopia do EMBL de
Grenoble com o auxilio da Dra. Caroline Mas. Os substratos das enzimas utilizadas nessa tese
para a cristalografia foram gentilmente cedidos por nossa colaboradora Dra. Martina Hrast -

University of Ljubljana.

Nesta tese primeiramente é descrito uma introducdo geral sobre a parede celular
bacteriana e o peptideoglicano, o qual é considerado o principal componente estrutural celular.
Também é descrita a sintese do peptideoglicano detalhadamente em trés estagios através das
enzimas Mur no citoplasma e posteriormente pela formacdo do lipideo | e Lipideo Il na
membrana citoplasmatica pelas enzimas MraY e MurG, respectivamente. Posteriormente, sao
descritos os trabalhos referentes a dois projetos diferentes que foram realizados durante este
doutorado, mas que estdo intimamente relacionados. O primeiro projeto esta relacionado com
a proteina integral de membrana MraY. A segunda parte desta tese esta envolvida com a
caracterizacgdo individual das enzimas Mur, assim como a rede de interac6es que sdo formadas

entre elas.
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Durante este doutorado também foi publicado um artigo de revisdo na revista
Antibiotics intitulado “Structural Insights into Protein-Protein Interactions Involved in Bacterial
Cell Wall Biogenesis” e um segundo artigo intitulado “MurG is an oligomeric scaffold for the
cytoplasmic steps of peptidoglycan biosynthesis in Bordetella pertussis” que esta nas etapas
finais para sua submissdo, em ambos os artigos tenho a co-autoria. Também tenho a
participagdo no artigo da Dra. Ioulia Nikolaidis intitulado “Lipid II transport and Mur ligase
binding by RodA from Streptococcus pneumoniae” que estd na fase final para ser submetido.
Além disso, um quarto artigo de minha autoria estad em fase de preparacédo para a publicacéo, o

qual descreve parte dos resultados desta tese.
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1.1 A parede celular bacteriana

As bactérias tém diferentes formatos celulares que podem variar desde esferas
(cocos) e bastonetes (bacilo) até as formas mais variadas tais como, curvaturas e hélices.
Também podem produzir uma variedade de apéndices, como pilus e flagelo. Além disso, muitas
bactérias podem alterar sua morfologia no momento da colonizacdo do hospedeiro e
provavelmente existe uma pressao seletiva para os diferentes formatos celulares uma vez que

ISso pode ser considerado um mecanismo de viruléncia (Yang et al., 2016).

A parede celular bacteriana € uma estrutura elastica que define a morfologia da
bactéria e a protege do estresse causado pela alta pressdo osmética intracelular impedindo sua
lise. A sintese da parede celular é um processo complexo que € coordenado cuidadosamente
através de enzimas que permitem sua remodelacao para o crescimento e divisao celular. Além
disso sua integridade € critica para a viabilidade celular. Em ambos grupos de bactérias, Gram-
negativas e Gram-positivas, o principal elemento que compde a parede celular é o
peptideoglicano (PG). Pelo fato deste elemento essencial ser uma estrutura comum a maioria
das bactérias o PG torna-se um alvo atrativo para o desenvolvimento de agentes
antimicrobianos de amplo espectro (Rogers et al., 1980; Park, 1996; Nanninga, 1998; Mengin-
Lecreulx & Lemaitre, 2005; Scheffers e Pinho, 2005; Vollmer, et al., 2008; Bugg et al., 2011;
Braun, 2015).

Em bactérias Gram-negativas, 0 PG se encontra no periplasma entre as membranas
externa e interna. Muitas linhas de pesquisa sugerem que o PG em bactérias Gram-negativas é
relativamente fino e provavelmente composto de uma Unica camada. Por este motivo, a
membrana externa destas bactérias serve como mecanismo de protecao contra as enzimas liticas
produzidas pelo hospedeiro ou por outros micro-organismos (Bos et al., 2007; Typas et al.,
2011). Por outro lado, as bactérias Gram-positivas ndo apresentam a membrana externa e, talvez
por esse motivo apresentem uma camada multipla e espessa de PG que esté exposta ao ambiente
externo. Além disso, 0 PG destas bactérias atua como um sitio de ligagdo de componentes

estruturais extras, tais como, acidos teicéicos e acidos micolicos (Fig 1.1).
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Figura 1.1. Parede celular bacteriana. Composicdo estrutural da parede celular de bactérias
Gram-positivas (esquerda) e Gram-negativas (direita). A parede celular de bactérias Gram-
positivas é composta por um peptideoglicano espesso, o qual apresenta varias camadas e esta
exposto ao ambiente externo. Os &cidos teicdicos estdo conectados e incorporados ao PG,
enquanto que os acidos lipoteicoicos se extendem para a membrana citoplasmatica. As bactérias
Gram-negativas possuem uma camada Unica e fina de peptideoglicano que esta envolto pelas
membranas internas e externas. A membrana externa possui porinas e lipopolissacarideos.
Adaptado de Hajipour et al., (2012) e McGraW-Hill Companies.

Geralmente as bactérias empregam uma variedade de estratégias para combater as
defesas da célula hospedeira. Uma dessas estratégias esta relacionada com a morfologia celular,
na qual as bactérias tém a capacidade de aumentar ou diminuir consideravelmente o tamanho
da célula com a finalidade de evitar a fagocitose pelos macréfagos e facilitar a ligacdo na célula

eucaridtica (Bos et al., 2007)

1.2 O peptideoglicano

A principal funcdo do PG é preservar a integridade celular, pois desempenha um
papel importante na manutencdo da morfologia e na resposta ao estresse ambiental, devido a
diferencas na pressdao osmotica. Além disso, qualquer inibicdo de sua biossintese ou uma
especifica degradacdo durante os processos de crescimento e divisdo da célula resulta na lise

celular.
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O PG também participa do processo de elongacédo e divisao celular e atua como
uma ancora para a montagem de outros componentes celulares, tais como proteinas envolvidas
na adesdo e processos infecciosos (Marraffini et al., 2006; Dramsi et al., 2008), e

polissacarideos (Neuhaus & Baddiley, 2003).

1.2.1 Estrutura quimica do peptideoglicano

O PG é um heteropolimero organizado espacialmente por uma malha
tridimensional, reticulada, constituida por subunidades alternadas e repetidas de N-
acetilglucosamina (GIcNAc) e N-acetilmuramico (MurNACc) que estdo conectadas por ligagoes
B1-4. Este, por sua vez, faz ligacdes com cadeias curtas de cinco peptideos compostos pelos
aminoacidos L-alanina na posicdo 1, &cido D-glutdmico na posicdo 2, acido meso-
diaminopimélico ou L-lisina na posicéo 3 e D-alanina-D-alanina nas posic6es 4 e 5 (Rogers et
al., 1980; Park, 1996; Scheffers et al., 2005; Solapure et al., 2005; Vollmer et al., 2008).

As ligacdes cruzadas nas cadeias de glicano geralmente ocorrem entre 0 grupo
carboxila do aminoécido D-Ala na posicdo 4 e o grupo amina do acido diaminopimélico na
posicdo 3. Essas ligacOes podem ser diretas, ou conectadas por pontes de peptideos (Vollmer et
al., 2008).

A principal variacao que ocorre no PG é a forma como as ligacdes cruzadas ocorrem
na ponte formada pelos interpeptideos. Existem dois principais grupos: o primeiro grupo tem
ligagdes cruzadas entre os peptideos 3 e 4 de cada cadeia, ou seja, a ligacdo cruzada estende-se
do grupo amina da cadeia lateral do residuo na posi¢éo 3 de uma unidade peptidica até o grupo
carboxila do D-Ala na posicdo 4. Esse € o tipo mais comum de liga¢gBes cruzadas entre as
cadeias de peptideos. Além disso, essas conexdes entre as cadeias podem ser diretas no caso da
grande maioria de bactérias Gram-negativas (Fig 1.2) ou através de uma ponte interpeptidica
no caso de bactérias Gram-positivas (Vollmer et al., 2008). O Segundo grupo € caracterizado
pelas ligacbes 2-4 que s@o encontradas somente em corineobactérias, na qual a ponte
interpeptideos estende-se entre o grupo alfa carboxila do D-Glu na posi¢cdo 2 de uma das
unidades peptidicas até o grupo carbolxila do D-Ala na posi¢édo 4 do outro peptideo.
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1.2.2 Estrutura tridimensional do peptideoglicano

O grupo D-lactil da unidade monomérica do MurNAc é substituido por um
pentapeptideo. O ultimo residuo de D-Alanina da cauda do pentapeptideo € clivado durante as
reacbes de cross-linking que ocorrem no periplasma e, portanto ndo estd presente na
conformacao final do peptideoglicano (Braun and Wolff, 1970). A formagao de pontes cruzadas
ocorre na maioria dos casos entre o grupo carboxila do D-Ala na posi¢édo 4 e o0 grupo amina do
di-aminoéacido na posi¢do 3 ou em alguns casos através de uma ponte peptidica curta (\Vollmer,
2012).

CH4CONH
— CHsCONH o
- N/O HO "}
T
4\0 / 4\ /o\\ /\\/
CH20H CH=CH CH3CONH CH20H CT-CW SHscoRi
CO=NH-CH-CO-NH-CH-COOH COHCHCOMSCHECOO
CH3 CH2 CHs CHa
CH2 I
| CH2
CO=NH=CH=CO=NH=CH=COOH |
| H2N-CH-COOH CO=NH=CH=CO=-NH=CH-COOH
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| CH2 CH2 CHz
CH2 | |
GIcNAc— MurNAc | e CHz
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L-Ala | Qs oe
H2N-CH-COOH | ]
CO-NH-CH-CO-NH-CH-CO-NH-CH-COOH
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Figura 1.2. Estrutura do peptideoglicano de Escherichia coli. As cadeias de glicano consistem
em residuos alternados de GIcNAC e MurNAc conectados por uma ligagao 3- (1,4). A estrutura
na por¢do hachurada representa a subunidade tetrapeptidica (monémero do PG), o qual esta
abreviado de forma convencional do lado esquerdo do painel. A parte do meio mostra 0s
peptideos que se conectam por ligagdes cruzadas com o grupo amina conectando a policauda
de peptideos (aminoéacidos escritos em vermelho). Adaptado de Stenbak et al., (2004) e VVollmer
et al., (2008).
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Interessantemente a arquitetura do PG e a composi¢do quimica do pentapeptideo
apresentam amplas variacOes entre as diferentes espécies de bactérias (Schleifer and Kandler,
1972, Vollmer et al., 2008). Essas variacdes também podem ser ditadas pelo crescimento

bacteriano na presenca de antibidticos (Vollmer et al., 2008).

Nas ultimas décadas muitos esforcos foram feitos para desvendar a arquitetura
tridimensional do peptidoglicano através de técnicas de alta resolucdo. No entanto, as principais
dificuldades encontrada para a determinacdo estrutural do PG incluem a intrinseca
heterogeneidade estrutural, bem como sua flexibilidade e a dindmica para a formacéo do maior
componente da parede celular. Por outro lado, as cadeias de glicano e os peptideos séo pequenos
demais para serem visualizados por microscopia eletrénica convencional. Mesmo com todas
essas dificuldades muitas informacdes fisicas ja sdo conhecidas, como a quantidade aproximada
e a largura do peptidoglicano. O peptideoglicano de bactérias Gram-positivas constitui
aproximadamente 95% da parede celular, enquanto que em bactérias Gram-negativas, 0 PG
ocupa somente 5 a 10% da parede celular (Egan e Vollmer, 2013). Essas informacdes sdo
valiosas para a melhor compreensdo do mecanismo de crescimento e divisdo celular das

bactérias.

1.3 Sintese do peptideoglicano

A sintese do PG requer trés etapas principais para sua formacdo: citoplasmatica,
membranéria e periplasmatica (Mattei et al., 2010). Ainda no citoplasma, o precursor do PG,
UDP-Nacetilmuramoil (MurNAc)-pentapeptideo (acido L-Ala-y-D-Glu-diaminopimélico / L-
Lys-D-Ala-D-Ala) ¢ sintetizado através de reacdes em cascata desempenhadas pelas enzimas
Mur (MurA a MurF) atuando como catalisadores para as seguintes reacfes de sintese
(Barreateau et al., 2008). Em seguida, o pentapeptideo formado pelas enzimas Mur € ligado a
membrana atraves do carreador lipidico undecaprenil-fosfato (Css-P ou bactoprenol) para a
formacéo do lipidio | através da proteina integral de membrana MraY (Chung et al., 2013) e,
consequentemente levando a formacdo do lipideo Il pela glicosiltransferase MurG (van
Heijenoort, 2001; Bouhss et al., 2004). Posteriormente, o lipideo Il € enviado para o periplasma,
onde ocorrera a polimerizagéo entre as cadeias de glicano e 0s peptideos através das “Penicilin-
Binding Proteins” (PBPs) (Fig 1.3) (\Vollmer et al., 2008; Macheboeuf et al., 2006; Matter et
al., 2010).
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Figura 1.3. Via de biossintese do peptideoglicano. A figura representa a sintese do
peptideoglicano com énfase nas diferentes enzimas envolvidas nesse processo bioldgico. O
primeiro passo inicia-se no citoplasma através de uma molécula de uridina difosfato (UDP)
ligada a molécula de N-acetilmuramico. Nessa etapa as enzimas Mur séo as responsaveis pela
insercdo de aminoacidos que formardo o pentapeptideo. O segundo passo de biossintese do
peptideoglicano ocorre na membrana plasmatica, e nessa fase a proteina MraY € a responsavel
pela formacdo do lipideo I e posteriormente, MurG é responsavel pela formacao do lipideo I1.
Finalmente, ocorre a sintese do peptideoglicano no periplasma pela agéo das PBPs (Penicillin-
Binding Proteins) através de reacdes de polimerizacdo e transpeptidacdo (Adaptado de

Laddomada et al., 2016).

O surgimento crescente de bactérias patogénicas multidroga resistentes, tais como
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) e S. aureus resistente a vancomicina
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(VRSA) estabeleceu um grave problema de salde publica e, consequentemente, exigiu o
desenvolvimento de novos compostos terapéuticos e a identificacdo e exploragédo de novos
alvos moleculares (Mravljak et al., 2011; Mayrink Assis et al., 2017). As enzimas que
participam da via de sintese da parede celular e formacao do peptideoglicano sdo essenciais
para a viabilidade celular e sdo encontradas somente em eubactérias constituindo um conjunto
de possiveis alvos potenciais para o desenvolvimento de novos antibidticos (Scheffers e Pinho,
2005; Bugg et al., 2011; Braun, 2015). Por estas razfes, a identificacdo e caracterizacao
macromolecular de outros alvos antimicrobianos é essencial para o desenvolvimento de

inibidores da biossintese do peptideoglicano.

1.3.1 Sintese de precursores do peptideoglicano no citoplasma pelas enzimas Mur

A sintese dos precursores do peptideoglicano (PG) se inicia no citoplasma através
de um conjunto de enzimas chamadas de ligases Mur. As enzimas Mur desempenham um papel
fundamental na formacéo da parede celular, pois sdo essenciais para a sintese dos lipideos | e
I1, unidades de formacdo do peptideoglicano. Sdo responsaveis por catalisar a reacao de adicao
de grupos de aminoacidos ou peptideos na molécula de agicar UDP-MurNAC através de uma
reacdo catalitica que depende de ATP e de cations divalentes de magnésio/manganés
produzindo simultaneamente ADP e fosfato inorganico (Pi) a partir do ATP (El Zoeiby et al.,
2003; Smith, 2006; Barreteau et al., 2008). As ligases Mur possuem sequéncias altamente
conservadas entre as espécies bacterianas e ndo ha homologos em células de eucariotos. Estas
enzimas sdo essenciais para a manutencdo da integridade celular e para a resisténcia contra a
variacdo de pressdo osmética (Kouidmi et al., 2014). A delecdo dos genes que codificam essas
proteinas € letal para a sobrevivéncia de bactérias mostrando que sdo importantes alvos para o
desenvolvimento de novas moléculas capazes de inibir a sintese do PG (Ruane et al., 2013).
Além disso, as estruturas de todas as enzimas Mur sdo bem conhecidas, assim como o
mecanismo de acao (Gordon et al., 2001; Mol et al., 2003; Sink et al., 2016).

Primeiramente, a molécula UDP-GIuNAC € sintetizada através da via de biossintese
das hexosaminas a partir de glicose, glucosamina e uridina (Moraes et al., 2015) e uma série de

reacbes ocorrem no citoplasma para a formacdo do UDPMurNAc-pentapeptideo.
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Posteriormente, a enzima MurA catalisa a reacdo que envolve a adi¢do de fosfo-enolpiruvato
(PEP) no carbono 3 do anel de glucosamina, produzindo o enolpiruvato-UDP-N-
acetilglucosamina e a liberacéo de fosfato. Em seguida a enzima MurB catalisa uma reacao de
reducdo, na qual a porc¢éo piruvil é reduzida a um grupo lactil através de NADPH produzindo
0 acido UDP-N-acetilmurdmico (UDPMurNAc). Uma cauda polipeptidica € formada pela
adicdo de aminodcidos através das enzimas MurC (Ligase UDP-N-acetilmuramoil; L-alanina);
MurD (Ligase UDP-N-acetilmuramoil-L-alanina; D-glutamase); MurE (Ligase UDP-N-
acetilmuramoil-L-alanina; D-glutamase; meso-diaminopimélico/ L-lisina). Neste caso pode
ocorrer a ligacdo de diferentes aminoacidos dependendo do grupo de bactérias; por exemplo,
em bactérias Gram-negativas a enzima MurE ira adicionar a cadeia polipeptidica o &cido meso-
diaminopimélico, porém no caso de bactérias Gram-positivas 0 aminoacido L-lisina €
adicionado, embora existam espécies de bactérias que possam incorporar outros tipos de
amino&cidos, tais como L-ornitina ou serina (McGroty et al., 2013). Enfim, a ligase MurF
adiciona o grupo D-alanil-D-alanina (Fig. 1.4) (Neuhaus e Struve, 1965; Anderson et al., 1965,
Mengin-Lecreulx e van Heijenoort, 1994, Mengin-Lecreulx et al., 1996, Halouska et al., 2014).

UDPMurNAc
HyC uDP H.C UDP HAC uDP
Ne=o | ® Ne=o | Ne=o0
| 0 CH, | 0 NADP* CH, | 0
HN MurA 0 m MurB PP
HO 00C (o) -00C 0
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UDPMurNAc-pentapeptideo ik

Figura 1.4. Etapas de biossintese do peptideoglicano no citoplasma. A sintese do PG é
iniciada por um grupo de enzimas localizadas no citoplasma bacteriano. Depois que a molécula
UDP-MurNAc é formada pelas enzimas MurA e MurB, as enzimas MurC-MurF com o auxilio
das enzimas Arl e Ddl adicionam aminoacidos gerando uma cauda polipeptidica conhecida
como o precursor citoplasmético do PG (Smith, 2006 com modificagdes).
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Para as reacOes de catalisacdo das enzimas Mur, o produto do passo anterior torna-
se 0 substrato para a proxima enzima com exce¢do de MurC (Fig. 1.4). As enzimas apresentam
diferentes modos de ligar o substrato, pois este esta em constante mudanca durante a sintese do
PG. A cauda de polipeptideo cresce a cada passo da adicdo de um aminoacido pelas enzimas
Mur e para que a reagdo seja catalisada é necessario que o C-terminal da enzima esteja em
contato com moléculas de ATP para que ocorra a sua ativacdo (Bouhss et al., 2002, Barreteau
et al., 2008).

O pentapeptideo produzido pelas enzimas Mur é utilizado no periplasma pelas
Penicillin  Binding-Proteins (PBP) que catalisam reacbes de glicosiltransferase e
transpeptidacdo (Mattei et al., 2010), especificamente entre 0 grupo amina dos residuos de
mDAP/L-lisina adicionado pela enzima MurE no citoplasma. A insercdo do terceiro
aminoacido na cauda de polipeptideo crescente na fase citoplasmatica é um importante evento
na via de biossintese do PG. Além disso, foi demonstrado que a super-expressdo do gene murkE
de Staphylococcus aureus (Gram Positiva) em Escherichia coli (Gram Negativa) € letal para a
bactéria, pois o terceiro substrato adicionado na cadeia de polipeptideo deve ser especifico para

os dois diferentes grupos de bactérias (Ruane et al., 2013).

1.3.1.1 Estrutura cristalogréafica das enzimas Mur

As enzimas Mur sdo compostas por trés dominios estruturais. O dominio N-
terminal é responsavel por ligar o substrato UDPMurNAc, o dominio central é responsavel pela
ligacdo do ATP e o dominio C-terminal provavelmente estd associado com a ligacdo do
aminoacido que se ligara em sequéncia para formar o produto que seré substrato para a proxima
enzima (Fig.1.5) (Bugg e Walsh, 1992; Deva et al., 2006; Zidar et al., 2011).
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Figura 1.5. Estrutura cristalografica geral das enzimas Mur. No geral as enzimas Mur
apresentam trés dominios. O N-terminal da proteina encontra-se no dominio 1 (vermelho). O
sitio catalitico da enzima esta no dominio 2 (azul), o qual é responsavel pela ligacdo do ATP e
moléculas de Mg?*, bem como a ligagdo do substrato. O C-terminal da enzima esta no dominio
3. MurE S. aureus (cddigo PDB: 4C12).

Todos os dominios das enzimas Mur sdo compostos por hélices a e folhas B (Fig
3), no entanto, 0 nimero de componentes estruturais pode variar entre estas proteinas (Smith,
2006). Por exemplo, em MurE de S. aureus o dominio 1 é composto por quatro hélices o
flanqueadas por 1 folha B de cinco cadeias, assim como em MurC e MurD de E. coli, no entanto
MurF de E. coli apresenta somente trés hélices a. O dominio 2 é o maior de todos, composto
por oito hélices a flanqueadas por duas folhas  paralelas em forma de barril aberto (Ruane et
al., 2013), esse mesmo numero de componentes é observado para MurF de E. coli, mas difere
para MurE de E. coli que apresenta somente sete hélices a. O dominio 3 apresenta uma folha 3
paralela flanqueada por quatro hélices a seguida por folhas P antiparalelas circundadas por duas

hélices o (Fig. 1.6) (Bertrand et al., 1997; Kouidmi et al., 2014).
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Figura 1.6. Topologia dos dominios da enzima MurE de S. aureus. As quatro enzimas Mur
no sentido geral, apresentam trés dominios estruturais composto por folhas B e hélices o com
algumas diferencas no numero de componentes estruturais e formas de ligacdo do substrato.
(A) Dominio N-terminal ou Dominio 1, responsavel pela ligacdo do substrato. (B) Dominio
Central ou Dominio 2, onde se encontra o sitio catalitico da enzima, sendo o dominio com a
sequéncia aminoacidica mais conservada entre todas as enzimas Mur. (C) Dominio C-terminal
ou Dominio 3, onde encontra-se o produto formado por cada enzima. Cédigo PDB: 4c12.

O alinhamento estrutural das sequéncias de aminoacidos mostra que o dominio
central € o mais conservado, enquanto que os dominios N- e C-terminal podem variar
consideravelmente devido a constante mudanca de conformacdo para permitir a ligacdo do

produto e substrato (Fig. 1.7).
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AGLPRASSLKALTTFTGLPHRFEVVLEH---NG-VRWINDSK--ATNVGSTEAALNGLHV

Dominio C-terminal

---NPRTEEPR-------- AIINDILAGMLDAGHAKVMEGRAEAVTCAVMQAKENDVVLV
-KIILKSDDPE-------- KIAKDLATR-V=====——— e e mmm e KKGDVVLF
-IRNLGKVDPILVSDTSQ---LGDVLDQI---=---===————————————— IQDGDLILA
DGAQLAALRPEVAEQTETMEQAMRLLAPR-----—=-—=————————————— VQPGDMVLL

Figura 1.7. Alinhamento estrutural das enzimas Mur de diferentes espécies bacterianas.
Murk de E. coli (LE8C), MurF de T. maritima (3ZL8), MurC de H. influenzae (1GQY), MurD
de E. coli (5A5E). As caixas em vermelho representam os aminoacidos presentes em todas as
enzimas Mur. As caixas em azul mostram aminodacidos idénticos em pelo menos trés das quatro
enzimas. O dominio N-terminal de MurC e MurD apresenta um loop rico em glicina
responsavel por reconhecer o precursor do substrato (caixa roxa). O dominio central € o maior
dos trés dominios e também o que apresenta maior homologia entre as enzimas. Este dominio
é marcado pela presenca do P-loop, responsavel pela ligagdo do ATP e ativacdo da enzima
(caixa pontilhada em vermelho) que tem uma sequéncia consenso conservada para todas as
guatro enzimas, GXXGKT/S, no qual os XX sdo os aminoacidos que variam entre elas. Os
aminoacidos conservados no dominio C-terminal também estdo envolvidos na ligacdo do ATP
bem como na formacéo do produto que seré substrato para a préxima enzima.
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1.3.1.2 Dominio N-terminal (Dominio 1)

Em todas as ligases Mur o dominio N-terminal tem o maior grau de diversidade
estrutural e de sequéncia entre os trés dominios. Esse dominio é responsavel por ligar o

precursor crescente do peptideoglicano (Smith, 2006; Mol et al., 2003).

O N-terminal de MurC de H. influenzae contém um dobramento comum do tipo
Rossmann, essa topologia conservada também esta presente em MurD (Fig 1.8a). Além disso,
MurC e MurD compartilham uma estrutura idéntica no dominio 1 e ambas contém uma por¢édo
invariante GxGxXG considerada a impressdo digital de dominios que ligam dinucleotideos (Fig.
1.7) (Bouhss et al., 1997). Embora MurkE e MurF também tenham o dobramento a/p (Fig. 1.8b)
para o dominio N-terminal nenhum equivalente da porcéo rica em glicina é encontrado no N-

terminal dessas proteinas.

Figura 1.8. Alinhamento estrutural do Dominio 1 das enzimas Mur de diferentes espécies.
(A) Superimposicdo do dominio 1 de MurC (vermelho) de H. influenza e MurD (Laranja) de
E. coli. (B) Superimposi¢do do dominio 1 de MurE de S. aureus (verde) e MurF de S.
pneumoniae (azul). * Loop importante para a ligagao do substrato. A ligase MurC diferente das
outras enzimas Mur apresenta uma hélice extra no dominio N-terminal.
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1.3.1.3 Dominio Central (Dominio 2)

O dominio central é o que tem niveis mais altos de homologia e semelhanca
estrutural, com identidades de sequéncia que variam de 22% a 26%, isto deve-se a que as quatro

enzimas usam esse dominio para ligar o ATP que é o substrato comum as quatro ligases.

Em MurC e MurD o substrato ndo faz nenhuma interagdo com o dominio central
(Fig.1.9) (Mol et al., 2003). Por outro lado, MurE e MurF ligam a por¢do que contém o UDP
através de um loop entre a fita B2 ¢ a hélice 02 estendendo-se através do dominio C-terminal
(Fig. 1.10) (YYan et al., 2000, Gordon, 2001, Smith, 2006; Basavannacharya et al., 2010; Ruane
et al., 2013; Kouidmi et al., 2014).

Dominio 1 \:&_ \\, UDP-M{urNAc ) /‘ ‘,
‘ 1-al

AN YAl

Figura 1.9. Ligacdo do substrato por MurC e MurD. O anel de uracila esta entre dois loops
hidrofobicos, Loop f2-02 que contém amino&cidos importantes para a ligacdo do substrato
como o aspartato 49 (D49), Isoleucina 50 (150) e Loop p4-a4 com os aminoacidos Isoleucina
87 (187) e Serina 85 (S85). Os dois loops formam um bolso para a uridina. O residuo Histidina
70 (H70) faz parte do loop responsavel por ancorar o anel de uracila através de uma ponte de
hidrogénio. O loop $1-al é rico em residuos de glicina e faz o contato com o grupo fosfato do
UDP. O Aspartato 49 (D49) forma pontes de hidrogénio com o grupo hidroxila da ribose. Uma
porc¢édo do acido muramico ndo faz interagdes com a proteina, porém a cadeia lateral estende-se
através do sitio catalitico e interage com o fon Mn?*. Cédigo PDB: 1p3d.
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UDPMurNAc
tripeptideo

Dominio 1

2

Figura 1.10. Ligagdo do substrato por MurE e MurF. Diferentemente de MurC e MurD no
qual o substrato ndo faz contato com o dominio central, em MurE e MurF um loop no dominio
1 (vermelho) acomoda-se ao longo do grupo uridina e através de pontes de hidrogénio interage
com a porcdo di-fosfato. Os residuos de aminoacidos presentes no dominio central Aspartato
406 (D406), Arginina 383 (R383) e Glutamato 460 (E460) (nomenclatura para MurE de S.
aureus; codigo PDB: 4c12) sdo os responsaveis pelo sitio de ligacdo do produto de Murg (UDP-
MurNAc-tripeptideo). Os residuos Histidina 209 (H209) e Glutamato 177 (E177) séo
conservados em todas as enzimas Mur, e sdo importantes para a ligagdo do produto e interacdo
com o ion magnésio, respectivamente.

Em todas as quatro Mur a interacdo com ATP ocorre tanto no dominio central
guando no dominio C-terminal. O ATP é ligado a um loop com uma sequéncia bem conservada
rico em residuos de glicina, chamado de P-loop que contém a sequéncia consenso GXXGKT/S.
A estrutura 3D de MurC de H. influenza em complexo com AMP-PNP mostra que o anel de
adenina do AMP-PNP se insere dentro de um bolso superficial entre o P-loop e um residuo de
histidina His 291 altamente conservado formando pontes de hidrogénio envolvendo também o
residuo conservado de Asn 295 (Mol et al., 2003; Ruane et al., 2013).
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O dominio C-terminal fornece contatos adicionais para o AMP-PNP, os quais
auxiliam na orientacdo e posicdo do aminodcido que seré ligado na cadeia de polipeptideo
crescente (Mol et al., 2003; Smith, 2006) (Fig. 1.11). Os residuos que promovem essas

interacdes sdo bem conservados nas quatro enzimas Mur (Smith, 2006).

-——

Figura 1.11. Sitio de ligacdo do ATP. Para as quatro enzimas Mur o sitio de ligacdo do ATP
esta entre o dominio 2 e dominio 3. No entanto, no dominio 2 é onde ocorre as reagdes mais
importantes para a ativacdo da enzima. Primeiramente a porcao trifosfato é estabilizada com o
P-loop através de pontes de hidrogénio. Em seguida, o anel do AMP-PNP se insere em um
bolso superficial entre o P-loop e o residuo Histidina 291 (H291) e assim forma-se pontes de
hidrogénio que interagem estritamente com o residuo de Asparagina 295 (N295). Para a ligagéo
do ATP e ativagdo da enzima é requerida a direta interago de ions Mg?*/ Mn?* no dominio 2.
Todas as enzimas apresentam um residuo conservado de Glutamato (E173) que esta adjacente
ao P-loop e juntos formam a base de ligacéo dos ions Mg?*/ Mn?*, estabilizando a intera¢io do
nucleotideo.
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1.3.1.4 Dominio C-terminal (Dominio 3)

O dominio C-terminal também possui um dobramento de tipo Rossmann embora
nédo tenha a impresséo digital GXGXXG (Fig. 1.12) (Bertrand et al., 1997; Kouidmi et al., 2014).
Os dominios periféricos tém sequéncias que variam mais entre as espécies, pois estdo em

constante mudancas na orientacdo para a ligacao dos outros substratos.

Figura 1.12. Alinhamento estrutural do Dominio 3 das enzimas Mur de diferentes
especies. (A) Superimposi¢do do dominio 3 de MurC (verde) e MurD (amarelo) de E. coli. (B)
Superimposicao do dominio 3 de MurE de S. aureus (verde escuro) e MurF de S. pneumoniae
(verde claro).

Esta bem estabelecido que o produto de cada enzima se liga no dominio C-terminal,
embora a exata posicdo do sitio de ligacdo ndo esteja ainda definida nas estruturas
cristalogréficas de nenhuma das ligases. Apesar disso, a estrutura de MurC em complexo com
0 produto (UDP-MurNAc-L-Alanina) mostra o residuo de alanina posicionado entre dois
residuos de arginina (Arg 377 e Arg 380) do dominio C-terminal formando pontes de
hidrogénio com a alanina (Fig. 1.13) (Mol et al., 2003, Kurokawa et al., 2008).
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Dominio C-terminal

Figura 1.13. MurC em complexo com seu produto UDP-N-Acetilmuramoil-L-Alanina
(UMA). O produto de MurC encontra-se entre os residuos de Arginina R380 e R377 que sao
altamente conservados em todas as enzimas Mur. Codigo PDB: 1p3d.

1.3.1.5 Mecanismo catalitico das enzimas Mur

As enzimas Mur utilizam a energia da ligacdo do fosfato para catalisar a reacdo que
liga os aminoacidos na cauda do polipeptideo crescente. O mecanismo de acdo consiste na
ativacdo do grupo carboxila do substrato nucleotidico através de ATP e consequentemente ha
a formacdo do intermediario acil-fosfato e liberacdo de ADP. O grupo acil sofre um ataque
nucleofilico no grupamento amina do peptideo produzindo o intermediario tetraédrico, no qual
é quebrado em amina e Pi. A reacio necessita de dois cations de Mg?* ou Mn?* (Bouhss et al.,
2002, Barreteau et al., 2008), um deles é alocado entre 0 ADP e o substrato nucleotidico
enquanto o outro ion permanece no grupo fosfato do ATP, deste modo forma-se uma ponte
negativamente carregada facilitando a ligacdo e fosforilagdo do substrato nucleotidico que se

encontra no C-terminal da enzima (Fig. 1.14) (Kouidmi et al., 2014).
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Figura 1.14. As enzimas Mur tém um mecanismo enzimatico similar que envolve a ativacao
do carboxilato livre pela transferéncia do grupo fosforil do ATP formando um intermediario
acil-fosfato seguido pela formacao de uma nova ligagcdo amina e a producdo de um subsequente
peptideo (Adaptado de Kouidmi et al., 2014).

1.3.1.6 Mudancas conformacionais das enzimas Mur

As reacOes individuais sdo idénticas para as enzimas Mur, embora para cada uma
delas uma nova ligagcdo aminoacidica seja formada através da ativacdo de ATP para produzir a
cauda polipeptidica ligada ao UDPMurNAc. O produto formado por uma enzima torna-se o
substrato para a enzima seguinte. Deste modo, o substrato que esta em constante crescimento
impde certas restrigdes no posicionamento dos diferentes dominios de cada enzima. No entanto,
as enzimas MurC e MurD orientam diferentemente seus respectivos substratos para se ligarem
nos dominios e em seguida, MurE e MurF alternam para um dominio de ligacdo com um
substrato diferente. Estas adaptacGes permitem a essas enzimas permanecerem com um sitio
ativo altamente similar entre elas (Bertrand et al., 2000; Yan et al., 2000; Gordon, 2001; Mol et
al., 2003; Perdih et al., 2007).

A molécula de ATP provavelmente é a primeira a ser ligada na enzima e isto induz

uma mudanca na conformacéo estrutural, em que a enzima passa de um estado aberto para um
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estado mais fechado e, deste modo ocorre a ativagao da enzima (Fig. 1.15). Quando a molécula
de ATP e o substrato estdo corretamente posicionados ocorre uma rotacdo do dominio C-
terminal e a molécula torna-se ativa e mais compacta (Perdih et al., 2007). No caso de MurE e
MurF a rotacdo do dominio C-terminal € mais pronunciada devido ao substrato ser mais
alongado (Mol et al.,2003; Longenecker et al., 2005). Por outro lado, existem dados publicados
da enzima MurD de E. coli, os quais mostram que a enzima pode Se apresentar em
conformacdes intermediarias do estado aberto e fechado mesmo na auséncia do substrato (Sink
etal., 2016).

Figura 1.15. Mudancas de conformacao das enzimas Mur. (A) MurD “apo” na conformagao
aberta (Cddigo PDB: 4buc). (B) MurD com seu substrato na conformacédo fechada (Cddigo
PDB: 2jfg). Os dominios N- e C-terminal se aproximam para que ocorra a ativacdo da enzima.

1.3.1.7 Desenvolvimento de inibidores das enzimas Mur

O fato de que as enzimas Mur possuem sequéncias de aminoacidos conservadas no
sitio ativo para a ligacdo do substrato e compartilham o mesmo mecanismo de acao as tornam
importantes alvos para o desenvolvimento de novas moléculas que sejam capazes de atingir
eficientemente diferentes Mur ao mesmo tempo. Para isto, muitas estratégias podem ser

adotadas, como por exemplo, utilizar uma regido bem conservada entre as enzimas como o P-
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loop que € o responsavel pela ligacdo do ATP e ndo tem nenhuma similaridade com o cléssico
loop de ligacdo de ATP em humanos; assim como utilizar algum composto que mantenha a
enzima na conformacdo inativa (aberta) incapacitando deste modo a proteina de capturar o
substrato, evitando a formacéo da policauda de peptideos (El Zoeiby et al., 2003; Hameed et
al., 2014; Kouidmi et al., 2014).

No entanto, é necessario produzir moléculas que sejam capazes de ultrapassar a
membrana plasmatica, para conseguir interromper a atividade dessas enzimas. Por outro lado,
diversos dados na literatura relatam as interacbes das enzimas Mur com outras proteinas no
citoplasma da célula (White et al., 2010; Gaballah et al., 2011; Favini et al., 2013; Munshi et
al., 2013) e, portanto, uma melhor compreensdo do mecanismo de acdo das enzimas Mur in
Vvivo e a interacdo proteina-proteina na biossintese da parede celular é de grande importancia

para o desenvolvimento de novos inibidores dessas enzimas (Kouidmi et al., 2014).

1.4 Sintese de precursores do peptideoglicano na membrana citoplasmética por MraY

1.4.1 Estrutura e fungdo de MraY

O primeiro passo na sintese de peptidoglicano associado a membrana é a
transferéncia da porcéo fosfoMurNAc-pentapeptideo para o Css-P, produzindo Css-PPMurNACc
pentapeptideo (lipideo I), em uma reacao reversivel e dependente de Mg* catalisada pela enzima
MraY (Fig. 1.16) (Struve e Neuhaus 1965; Bouhss et al., 2004). Uma vez que esta reagédo
consiste na translocacdo de uma fracdo precursora do peptidoglicano do citoplasma para a
membrana, a enzima recebeu o nome de MraY "translocase™ (Heydanek et al., 1970, Bouhss et
al., 2004, Chung et al., 2013). Embora a reacdo catalisada por MraY seja reversivel, na bactéria
esta reacao ocorre em cascata acoplada a glicosiltransferase MurG, gerando o lipideo II.

MraY € uma proteina integral de membrana essencial para o crescimento
bacteriano. Mutagdes de inativagdo de mraY em Escherichia coli e Streptococcus pneumoniae
resultaram em um fendtipo letal para as bactérias, demonstrando assim a funcdo essencial dessa
enzima para a viabilidade celular (Boyle e Donachie, 1998). Consequentemente, MraY

constitui um alvo interessante para o desenvolvimento de novos antibidticos. Esta enzima é um
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membro da superfamilia de transferases poliprenil-fosfato N-acetilhexosamina 1-fosfatase
(PNPT) que sintetiza monossacarideos ligados a poliprenil na parede celular de bactérias. MraY
¢ a Unica proteina desta familia que ja foi purificada e cristalizada (Lovering et al., 2012; Chung
et al., 2016). Além disto, é alvo de diferentes classes de inibidores naturais com atividade
antibacteriana, tais como a capuramicina e a tunicamicina (Heydanek et al., 1970; Mravljak et
al., 2011; Chung et al., 2013; Hakulinen et al., 2017) e é acessivel a partir do espaco
periplasmatico. Todas estas caracteristicas intrinsecas a MraY explicam o interesse por esse
alvo através de recentes identificacGes de inibidores naturais para essa enzima (Bouhss et al.,
2004), embora ndo seja alvo de nenhum antibi6tico em uso clinico até o momento (Lecerclé et
al, 2010).

Periplasma

$ Lipideo |
$

MurNAc-pentapeptideo

Figura 1.16. Esquema da translocacdo do MurNAc-pentapeptideo mediado por MraY. A
estrutura marrom representa MurNAc e o0s cinco losangos anexados representam o
pentapeptideo. MraY é mostrada em verde e os fosfatos sdo representados por circulos
vermelhos (Chung et al., 2013 com modificages).

MraY de A. aeolicus foi cristalizada como um dimero na unidade assimétrica (Fig.
1.17a) (Chung et al., 2013). No centro do dimero é formado um tanel oval (Fig. 1.17b),

circundado por aminoacidos hidrofébicos, e suficientemente grande para acomodar lipidios.
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A Periplasma

Citoplasma = y
sitio catalitico

Ligagdo de agucares

Tunel (regido hidrofébica)

Figura 1.17. Estrutura cristalografica da proteina MraY na membrana. (A) Dimero de
MraY na membrana citoplasmaética. Tanto o N- quanto o C- terminal sdo acessiveis a partir do
lado periplasmatico. (B) Vista de cima que mostra o tlnel hidrofébico entre os monémeros de
MraY que é suficientemente grande para acomodar lipideos. Figura adaptada de Chung et al.
(2013)

Cada mondmero de MraY é composto por dez hélices transmembranarias, uma
hélice interfacial, um P hairpin periplasmatico, uma hélice periplasmatica e cinco loops
citoplasmaticos. Tanto o N- quanto o C- terminal da estrutura estéo localizados no periplasma
(Fig. 1.18) (Al-Dabbagh et al., 2008; Chung et al., 2013; Hakulinen et al., 2017).

B Hairpin

Figura 1.18. Esquema ilustrativo da estrutura cristalografica de MraY (Aquifex aeolicus).
Na imagem é mostrado o monémero da proteina com as dez hélices transmembranarias, cinco
loops citoplasmaticos € um [3 hairpin periplasmatico. O loop 5 apresenta residuos conservados
responsaveis pelo reconhecimento de agucares (Imagem inspirada por Chung et al., 2013).
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A regido da estrutura que contém os residuos mais conservados é uma fenda que
esta localizada no lado citoplasmatico da membrana. Estudos mutacionais em MraY de Bacillus
subtilis mostraram a existéncia de alguns aminoacidos polares que sdo essenciais para a
atividade da enzima. Chung et al., (2013) e Hakulinen et al., (2017) observaram que a maioria
destes residuos esta localizado na mesma fenda onde foram encontrados os aminoacidos

conservados em B. subitilis, sugerindo que esta regido serve como sitio ativo da enzima.

Através do mapeamento mutacional foram identificados varios aminoacidos
importantes para a atividade catalitica da enzima: Aspl17, Aspl18 e Asp265, 0s quais sdo
conservados entre a familia PNPT (Lloyd et al., 2004; Chung et al, 2013; Hakulinen et al.,
2017), e His324 e His325, que sao invariaveis (Fig. 1.19).

A partir da mutacéo individual de todos os aminoécidos invariaveis foi observado
através do ensaio de translocacdo do pentapeptideo fosfo-MurNAc catalisado por MraY para
formar o lipideo | que a modificacdo dos acidos asparticos e do His324 ocasionaram a completa
perda da atividade enzimatica. A mutacdo pontual do His325 ndo ocasionou a perda de
atividade de MraY. Deste modo, acredita-se que pelo menos estes quatro aminoacidos presentes
no sitio ativo da enzima sejam importantes para a reacdo de catalisacdo do lipidio | (Chung et
al., 2013; Chung et al., 2016).

Foi predito que MraY contém cinco loops citoplasmaticos conservados a partir de
analises topoldgicas. A maioria dos loops estdo localizados entre as hélices transmembranares.
O loop mostrado na Figura 1.19 esta entre as hélices transmembranares H9 e H10 e através das
analises de sequéncias conservadas foi possivel observar que este loop apresenta residuos de
sequéncias conservadas entre a superfamilia PNPT, os quais sdo responsaveis pelo
reconhecimento de agucares. Deste modo, este loop que esta no possivel sitio catalitico de MraY

poderia ser o responsavel pelo reconhecimento do pentapeptideo fosfo-MurNAc.
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Regiao de reconhecimento
de aglcares

Figura 1.19. Representacdo das hélices transmembranares de MraY. Em azul sdo
mostrados os residuos conservados Aspll7, Aspl18, Asp265 e His324 fundamentais para a
atividade catalitica da enzima. Em vermelho é mostrado o loop citoplasmatico que apresenta
uma sequéncia conservada na superfamilia PNPT responsavel pelo reconhecimento de
acucares.

Posteriormente, MraY de Clostridium bolteae (cbMraY), bactéria Gram-positiva,
foi cristalizada com a molécula de tunicamicina, inibidor natural da proteina. coMraY apresenta
34% de identidade com MraY de Aquifex aeolicus. Também foi cristalizada como um dimero
e apresenta as mesmas caracteristicas estruturais tais como foram descritas por Chung et al.,
(2013).

Segundo os estudos realizados por Chung et al., (2013) e Hakulinen et al., (2017)
existe uma forte conservacgdo das sequéncias entre a familia MraY, sugerindo que a geometria

do sitio ativo seja similar entre as enzimas (Fig. 1.20).
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LmMray IPFTN----- IEVDLGWFEVIFILFWLVGFSNAVNLTDGLDGLVSGLSVIAFSAFGVIAF
SpMray LSVFG----- YPVHLGFFYIFFALFEWLVGFSNAVNLTDGVDGLASISVVISLFAYGVIAY
TmMray VD-FF----GSTIEMGKWYYLFALLVIVGSSNAMNLTDGLDGLAGWI------=-=--- Y
AaMray FPFFK----ELYVDLGVLYLPFAVEVIVGSANAVNLTDGLDGLAIGPAMTTATALGVVAY
AaMraY FPFFK----ELYVDLGVLYLPFAVEVIVGSANAVNLTDGLDGLAIGPAMTTATALGVVAY
PaMray VPMLK----SVEIQLGIFEVVLTYEVIVGSSNAVNLTDGLDGLAIMPTVMVAGALGIFCY

(— HZ R
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LmMraY YQ------=-=—=———- EQMDVAIFCFAIVGGMLGFLLENKNPAKIFMGDTGSLALGGST
SpMraY V@==—====m=—=—=——- GOMDILLVILAMIGGLLGFFIFNHKPAKVEMGDVGSLALGGML

TmMray VSGSIPYWFFLKER---GVSEDI--LLILGVGVLAFLVENSKPAKIFMGDTGSITLGGVL
AaMraY AVGHSKIAQYLNIPYVPYAGELTVFCFALVGAGLGFLWENSFPAQMEFMGDVGSLSIGASL
AaMraY AVGHSKIAQYLNIPYVPYAGELTVFCFALVGAGLGELWENSFPAQMFMGDVGSLSIGASL
PaMraY LSGNVKFAEYLLIPNVPGAGELIVFCAALVGAGLGELWENTYPAQVEMGDVGALALGAAL

CbMra¥Y AASCYMMRMPLFIPVIGLIYLVEVLSVIIQVTYFKRTGGKRIFKMAPIHHHFELCG---
LmMraY AAISILVHQEWLLLLIGIIFVIETASVILOVFYFKATGGKRIFRMTPIHHHFELGG----
SpMraY AAISMALHQEWTLLIIGIVYVFETTSVMMOVSYFKLTGGKRI FRMTPVHHHFELGGLSGK
TmMray GTVSVLTKTEFYLVLFFMIPVIETLSVILOVGSFKIF-KRRIFKMSPLHHHFELIG----
AaMraY ATVALLTKSEFIFAVAAGVFVFETISVILOIIYFRWITGGKRLFKRAPFHHHLELNG----
AaMraY ATVALLTKSEFIFAVAAGVFVFETISVILOIIYFRWTGGKRLEFKRAPFHHHLELNG----
PaMraY GTIAVIVRQEIVLFIMGGVFVMETLSVMIQVASFKLT-GRRVERMAPIHHHFELKG----

[/ —— 1
---WSETRVVAVFAIVTA----- ILCMVAYLGLGSGSENLYFQSHHHHHHHHHH

CbMraY

LmMraY ---WSEWRVVLTEWGIGLVGAIISVCVVIF === m e e e e e e
SpMraY GNPWSEWKVDFFEWGVGLLASLLTLAILYLM---=========—-—————————

TmMraY -—--WSEEKIVAVETVFNLISSLVALEIFGVIG-============————————-
AaMraY ---LPEPKIVVRMWIISILLAIIAISMLKLR-===——————mmmmm e
AaMraY ---LPEPKIVVRMWIISILLAITIAISMLKLR----=--—--——m——mm——m———em
PaMraY ---WPEPRVIVREWIITVILVLIGLATLKLR-=—=====——mmmmmmmm e e e

Figura 1.20. Alinhamento estrutural de MraY de diferentes espécies de bactérias. MraY de
Clostridium boltae (CbMraY; codigo PDB 5JNQ), MraY de Aquifex aeolicus (AaMraY; codigo PDB
5CKR e 4J72), MraY de Listeria monocytogenes J2818 (LmMraY), MraY de Pseudomonas
aeruginosa PAO1 (PaMraY), MraY de Streptococcus pneumoniae R6 (SpMraY) e MraY de
Thermotoga maritima (TmMraY). Para LmMraY, SpMraY, TmMraY e PaMraY foi realizado um
alinhamento estrutural hipotético, pois ndo apresentam estrutura cristalografica até 0 momento. As
sequéncias em vermelho apresentam 100% de homologia entre as espécies bacterianas. As sequéncias
em azul apresentam mais de 50% de homologia. H, hélice; setas, pHairpin; pontilhados, loops.
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A molécula de tunicamicina foi encontrada na ampla cavidade citoplasmaética (Fig.
1.21a) interagindo com as cadeias laterais dos residuos F173, G176, N221, F228, N172, D175,
D178, D231, H290 e H291 (Fig. 1.21b e 1.21c). Atraves de estudos mutacionais, estes residuos

foram deletados levando a baixa atividade de MraY.
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Figura 1.21. llustracdo da estrutura cristalogréafica de MraY de Clostridium bolteae. (A)
Visdo geral do dimero de cbMraY na membrana celular. (B) Representacdo da superficie de
cbMraY mostrando a molécula de tunicamicina (verde) dentro da cavidade citoplasmatica em
contato com os residuos que fazem parte do sitio ativo da enzima (vermelho). (C) Imagem
ampliada do sitio ativo mostrando todos os residuos da cavidade citoplasmatica importantes
para a atividade catalitica de cbMraY. O residuo de acido aspartico (D93) pode ser o
responsavel pela desprotonacdo de um dos hidroxidos de Css-P para formar o lipideo 1. (D)
Estrutura quimica da tunicamicina. (Figura Inspirada por Hakulinen et al., 2017).
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Para a melhor compreensédo de como ocorre a ligacéo do substrato por MraY foram
realizados ensaios de modelagem computacional (docking). Os acucares UDP-GIcNAc e UDP-
MurNAc L-Ala foram introduzidos no sitio ativo de CbMraY, o qual apresenta residuos
altamente conservados no reconhecimento de acUcares. Foi observado que as por¢oes de uracil
e ribose do UDP-GIcNACc se ligaram de uma maneira similar a tunicamicina (antibiético
homdlogo dos nucleosideos) que também foi encontrada proximo ao sitio catalitico da enzima
(Hakulinen et al., 2017).

Um dos objetivos principais desta tese, em seu inicio em 2013, era a cristalizacdo e
a resolucdo da estrutura de MraY. Porém, seis meses apds seu inicio, foi publicada uma
estrutura cristalografica de MraY de uma bactéria Gram-negativa, Aquifex aeolicus (Chung et
al., 2013). Em consequéncia, os objetivos originais da tese foram modificados, e as proteinas
Mur, descritas nos proximos capitulos, foram incluidas nos estudos, ja que sdo parceiras de
MraY. Porém, os esforcos visando a expressao e purificacdo de MraY foram continuados, ja

que tinhamos o objetivo de compreender a formacgédo de complexos entre MraY e enzimas Mur.

1.5 Sintese de precursores do peptideoglicano na membrana citoplasmatica por MurG

A proteina MurG pertence a superfamilia das glicosiltransferases. Esta enzima é
essencial para a sobrevivéncia das bactérias e estd envolvida na ultima etapa da sintese do
peptideoglicano no citoplasma e membrana da célula (Hu et al., 2003). Sua funcéo é catalisar a
transferéncia do UDP-N-acetilglucosamina (UDP-GIcNACc) para o lipideo I, produzindo o
Lipideo Il (Fig. 1.25) (Men et al, 1998).
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Figura 1.25. A proteina MurG estd anexada a membrana plasmatica e é responsavel por
catalisar a reacdo para a formacao do lipideo Il. Depois que a enzima MraY catalisa a reacéo
de formacéo do lipideo I, MurG adiciona a molécula GLcNACc ao lipideo I e, consequentemente,
ocorre a liberacdo de UDP.

Diversas analises bioquimicas sugerem que o mecanismo de acdo de MurG esta
relacionado com a desprotonacdo do grupo hidroxila do carbono 4 do MurNAc-pentapeptideo
(Lipidio 1) produzindo um oxianion que ataca o carbono 1 do substrato GIcCNAc para formar
um estado transitorio, posteriormente o UDP é liberado produzindo o Lipideo Il. Também se
sugere que a porcdao UDP-GIcNAC é a primeira a se ligar em MurG e posteriormente o Lipideo
I (Kim et al., 1988, Takayama et al., 1999, Bouhss et al., 2008).

As proteinas MurG de E. coli e P. aeruginosa foram cristalizadas na conformacéo
nativa “apo” e com o ligante UDP-GICNAc. A enzima contém dois dominios principais,
dominio N-terminal e dominio C-terminal, separados por uma fenda hidrofébica (Hu et al.,
2003, Brown et al., 2013).

A estrutura contém folhas 3 e hélices o com um dobramento do tipo Rossman, assim
como o dominio N-terminal das enzimas MurC e MurD (Rosén et al., 2004). O dominio N-
terminal € composto por sete fitas  paralelas e seis hélices a. O dominio C-terminal possui seis
fitas B paralelas e oito hélices a incluindo uma hélice bipartida que conecta o dominio N-

terminal a primeira fita B do dominio C-terminal (Fig. 1.26) (Hu et al., 2003).
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Figura 1.26. Estrutura cristalografica de MurG de E.coli. (A) MurG apresenta dois
dominios (N- e C-terminal) do tipo B/a. O C-terminal inclui uma hélice bipartida que conecta
0 dominio N-terminal a primeira fita p do C-terminal. (Cédigo PDB:1f0k) (B) Superficie da
proteina MurG mostrando a interacdo do UDP-GIcNAc com os G loops na fenda entre os dois
dominios (Cadigo PDB: 1nim).

Através do alinhamento de sequéncias de MurG de diferentes espécies foi possivel
identificar a presenca de regides aminoacidicas altamente conservadas localizadas entre os dois
dominios (Hu et al., 2003). Esses residuos incluem trés loops ricos em glicina, chamados de G
loop 1, G loop 2 e G loop 3, além de outros amino&cidos que estdo envolvidos na ligagdo do
substrato e atividade catalitica (Fig. 1.27). Analises estruturais sugerem que o dominio N-
terminal é o responsavel por acomodar o lipideo I, embora ndo exista nenhuma estrutura 3D de

MurG em complexo com o substrato (Hu et al., 2003).
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Gloop 1

MMSGQGKRLMVMAGGT GGHVF PGLAVAHHLMAQGWQVRWLGTADRMEADLVPKHGIET --
----MKGNVLIMAGGTGGHVFPALACAREFQARGYAVHWLGTPRGIENDLVPKAGLPL-~-

* G loop 2

YFFNTQGVVNKSFFKKI—-RSLFLQAKAAFKAKEILKKHQITHTISVGGFSAGPASFASL
TFHSIATGKLRRYFSWQNMLDVFKVGWGIVQSLFIMLRLRPQTLFBKGGFVSVPPVIAAR
DFIRISGLRGKGIKALI--AAPLRIFNAWRQARAIMKAYKPDVVLGMGGYVBGPGGLAAW
HLIQVSGLRGKGLKSLV——KAPLELLKSLFQALRVIRQLRPVCVLELGGYVEGPGGLAAR

*
LNKIPLYTHEQONAIKGSLNRYLSPKAKAVFSSYAFKDKGNH==VL======== TSYPVON
VSGVPVFIHESDLSMGLANKIAYKFATKMYSTFEQASSLSKVEHVGAVTKVSDQOKNPEPD
SLGIPVVLHEQONGIAGLTNKWLAKIATKVMQAFPGAFPNAE===V=mmmm——m VGNPVRT
LNGVPLVIHEQNAVAGTANRSLAPIARRVCEAFPDTFPASDKRLT = ======= TGNPVRG
* %
G_I(_)gp_3
TFFDFARTR===——~ TEIKHILFMGGSQGHKAINEFALLNAPKLTKQ -GIKITHICGSDA

ELVDI———QSH——FNHKLPTVLFVCGSAGARVFNQLVTDHKKELTER——YNIINLTGDSS
DVLALPLPQQRLAGREGPVRVLVVGGSQGHRILNQTMPQVAAKLGDS——VTIWHQSGKGS

ELFLDAHARAPLTGR——RVNLLVLEGSLGAEPLNKLLPEALAQVPLEIRPAIRHQAGRQH
*

HERMRFFYQELGLLDKIDLFAFHNNITEVMHRADLCVSRAGASSVWELCANGLPTIFIPY
LNELSONL-------- FRVDYVTDLYQPLMELADIVVTRGGANTIFELLATAKLHVIVPL
QQOSVEQAYAEAGQP-QHKVTEFIDDMAAAYAWADVVVCRSGALTVSEIAAAGLPALFVPF
AEITAERYRT-VAV-EADVAPFISDMAAAYAWADLVICRAGALTVSELTAAGLPAFLVPL

PFA-SNNHQYYNVLEFEKENLCYVVPONELLPKKLFEVIRKLNQKDDQGNKNLTTISNQL

GREASRGDQIENAAYFVKKGYAEDLQESDLTLDSLEEKLSHLLSHKED----YQAKMKAS
QHK-DRQO-QYWNALPLEKAGAAKIIEQPQLSVDAVANTLA--GWSRET----LLTMAERA
PHA-IDDHOTRNAEFLVRSGAGRLLPQKSTGAAELAAQLSEVLMHPET----LRSMADQA

Figura 1.27. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos da proteina MurG de diferentes
espécies de bactérias. Os aminoacidos que apresentam identidade de 100% (sequéncia
consenso) nas diferentes bactérias estdo marcados em vermelho. Os G loops, que se encontram
proximos a fenda que se forma entre os dominios N- e C-terminal estdo marcados com
pontilhados pretos. E possivel observar que o G loop 2 é que o apresenta a menor homologia
entre as bactérias. Os aminoacidos envolvidos na ligacdo do UDP s&o identificados com (*).

Como mostrado na estrutura de MurG, a molécula de UDP-GIcNAC interage com
o dominio C-terminal através de uma regido rica em residuos de prolina e glicina localizada na
fenda entre os dois dominios (Fig. 1.28). Os dominios N- e C-terminal sdo estruturalmente
similares na presenca ou auséncia do substrato, embora ap6s a ligagdo do UDP-MurNAc, MurG
adota uma conformacéo mais fechada (Hu et al., 2003). Essa mudanca na conformacédo pode
ser importante para a ligacéo do lipideo Il. No entanto, ndo ha evidéncias que mostrem isso,
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mas 0 G loop 1 e G loop 2 parecem desempenhar um papel importante na ligagédo do segundo
substrato.

A proteina MurG esté localizada no citoplasma, no entanto analises estruturais
mostram que esta enzima esta associada a membrana interna (Mengin-Lecreulx et al., 1991,
Crouvoisier et al., 1999). Além disso, outros estudos realizados com essa proteina mostraram a
necessidade do uso de detergentes para a solubilizacdo de MurG sugerindo sua alta
hidrofobicidade (Bupp e van Heijenoort, 1993). Por outro lado, a estrutura de MurG revela a
presenca de uma porcao hidrofobica composta pelos residuos 175, L79, F82, W85 e W116 no
dominio N-terminal, flanqueado por residuos de aminoacidos basicos K72, K140, K69, R80,
R86 e R89 (Ha et al., 2000) sugerindo sua associacdo com a membrana devido a presenca de
interacdes hidrofobicas e eletrostaticas com a membrana, a qual é negativamente carregada.
Outra evidéncia da associacdo de MurG a membrana é mostrada através de estudos enzimaticos
que provam que MurG de E. coli aumenta sua atividade na presenca de vesiculas de lipideos

(van den Brink-van der Laan et al., 2003).

R89

R80
W85

> Ly
L140 L72

Figura 1.28. Estrutura 3D de MurG. (A) O dominio N-terminal de MurG apresenta dois G
loops e 0 dominio C-terminal apresenta 0 G loop 3. Esses loops s&o ricos em glicina e séo
responsaveis pela ligagio do UDP-GICNAc para que ocorra a ativacdo da enzima e
consequentemente a formacdo do lipideo Il. (B) Vista ampliada do dominio N-terminal
mostrando os residuos que provavelmente fazem interacdo com a membrana plasmatica. Os
residuos hidrofobicos (vermelho) estdo rodeados por residuos basicos (azul).



49

1.6 Sintese do peptideoglicano no periplasma: incorporacéo e polimerizagédo do PG

O lipideo 11 é translocado através da membrana citoplasmatica através das proteinas
integrais de membrane que pertencem a familia SEDS (do inglés shape, elongation, division
and sporulation), tais como RodA e FtsW (van Dam et al., 2007); posteriormente o
peptideoglicano é incorporado dentro de uma camada crescente através da formacéo de pontes
glicosidicas entre unidades de dissacarideos e peptideos de cadeias curtas, além disso ocorre a
clivagem do lipideo carreador pelas transpeptidases, endopeptidases e Penicillin-Binding
Proteins (PBPs), sendo estas Ultimas os principais alvos de antibioticos de uso clinico (Sauvage
et al., 2008). Cada bactéria apresenta diversas PBPs, as quais podem ser classificadas em dois
grupos principais: Classe A que inclui enzimas com funcdo de transpeptidases e
transglicosilases e Classe B que sdo monofuncionais apresentando somente a fungdo de

transpeptidases.

1.7 Interacdes proteina-proteina na biossintese do peptideoglicano

As interacdes entre proteinas desempenham papéis bioldgicos importantes em
células, como na biossintese do PG em bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, na qual
diversas proteinas localizadas em diferentes regides da célula formam uma rede de interacbes
para formar o PG. Essas interacGes proteina-proteina podem se comportar de maneiras
diferentes e sdo classificadas em dois grupos diferentes: interacfes permanentes, nas quais as
ligacOes sdo fortes e estaveis; e interacdes transientes, que podem ser subdivididas em dois
grupos adicionais, agueles com ligacdes fortes e os que apresentam ligacdes fracas e instaveis
(Perkins et al, 2010).

A biossintese do PG é um processo rapido e dinamico, e as interacBes proteina-
proteina geralmente sdo transientes, para assegurar a rapida sintese e producdo de diversos

substratos assim como 0s precursores necessarios para a sobrevivéncia e funcgdes celulares.

A morfogénese das bactérias que apresentam a forma de bastonete esta ligada a
duas fases distintas da biossintese do PG: A primeira fase é de alongamento da parede celular,
que ocorre ao longo do eixo longitudinal da célula; a segunda fase ¢ a divisdo celular que ocorre
quando o comprimento bacteriano especifico é alcancado na fase de alongamento e, a partir

deste momento se inicia a sintese do PG no centro da célula (Mattei et al., 2010).
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As duas fases de sintese requerem a remodelagdo continua do PG, incluindo sintese,
hidrélise, modificagdo e sincronizagdo da invaginacdo de todas as camadas do envelope celular
para garantir a manutencdo da integridade celular durante todo o processo de biossintese
(Vollmer e Bertsche, 2008). Quaisquer desequilibrios dessas atividades de sintese resultam na
lise bacteriana e morte celular (den Blaauwen et al., 2014). A coordenacdo entre a morfogénese
celular e a formacdo da parede celular pode ser mediada através de dois multi-complexos
conhecidos como "Elongassoma™ e "Divisossoma™ (Fig. 1.29). Ambos sistemas incluem um
conjunto de proteinas presentes no citoplasma, na membrana e no periplasma da célula, e

também incluem o citoesqueleto bacteriano (MreB e FtsZ, Fig. 1.29b) (Mattei et al., 2010).
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Figura 1.29. Representacdo esquematica dos processos de elongacao e divisdo celular de
uma bactéria com morfologia de bastonete. (A) Complexo do Elongassoma e (B) Complexo
do Divisossoma, ambos compostos por diversas enzimas que interagem entre si no momento
da biossintese da parede celular. As enzimas Mur juntamente com as proteinas MraY e MurG
atuam em ambos os processos de elongacdo e diviséo celular (Hugonnet et al., 2016 com
modificagdes).

Muitas das proteinas que fazem parte desse multi-complexo ndo serdo descritas
nesta tese, no entanto, como pode ser observado na Figura 1.29, as enzimas que catalisam as

reacOes referentes ao passo intracelular da biossintese de peptideoglicano (Enzimas Mur e
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MraY) e que levam a formacdo do bloco de construgdo do PG (Lipideo I e Il) participam de
ambos os complexos e séo o foco deste trabalho. Estas enzimas tém sido caracterizadas por
mais de uma década, porém existem poucas informaces sobre a localizacéo espacial e temporal
dessas proteinas assim como, a coordenacdo de suas atividades e o reconhecimento dos

parceiros enzimaticos potenciais durante o ciclo celular.

Existem evidéncias de que as enzimas Mur podem interagir com outras enzimas
envolvidas na sintese do peptideoglicano incluindo proteinas responsaveis pela divisao celular,
porém nenhum dado da literatura mostra a interacao direta entre as ligases Mur (Kouidmi et al.,
2014). Os experimentos de duplo hibrido em bactérias indicaram que MurF interage com MraY
em Caulobacter crescentus. Também, ha evidéncias que as proteinas MurA, MurB, MurC,
MurD, MurE, MurF, MurG e MraY formam complexos no citoplasma quando a célula
bacteriana € exposta a compostos que inibem a polimerizacdo de MreB, proteina responsavel
por sintetizar o citoesqueleto da célula bacteriana (White et al., 2010). Além disso, Gaballah et
al., (2011) mostraram que a enzima MurF de Chlamydia pneumoniae interage com MreB

fazendo com que a quantidade de polimeros produzidos por essa proteina aumente na célula.

Estudos biofisicos realizados com as ligases Mur de Thermotoga maritima,
efetuados pelo nosso grupo de pesquisa, mostraram as interacdes individuais entre MurD, MurE
e MurF com as proteinas MurG e MreB, no entanto néo foi observado nenhuma interacao entre
as préprias enzimas MurD, MurE e MurF (Favini et al., 2013). Os resultados apresentados por
Munshi et al., (2013) corroboram os resultados observados pelos outros autores, os quais
mostram que as ligases Mur de M. tuberculosis ndo interagem entre elas, no entanto, interagem
com as proteinas FtsZ, FtsW, FtsQ e Wag31 que estdo envolvidas na divisdo celular. Assim,
uma melhor compreensdo do modo de acdo das enzimas Mur e a interacdo proteina — proteina
no contexto bioldgico da sintese da parede celular bacteriana é de fundamental importancia para

entender os processos bioldgicos e também para o desenvolvimento de novos inibidores.
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PROJETO 1 - MraY: Proteina integral de membrana

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Nossos objetivos iniciais foram clonar, expressar e purificar a proteina integral de
membrana MraY de diferentes espécies bacterianas. Todos os protocolos de extracdo e

solubilizacdo foram otimizados para a obtencao de MraY na forma solavel.

Posteriormente, decidimos analisar as possiveis interaces entre MraY (proteina
membranéaria) com MurF (proteina citoplasmética) e MurG (proteina associada a membrana)
com a finalidade de detectar a formacdo de multi-complexos importantes para a sintese dos

precursores do peptideoglicano.

2.2 Objetivos especificos

e Clonagem dos genes mraY, murF e murG de Thermotoga maritima. Para estas analises
decidimos trabalhar com os genes de T. maritima, pois estes genes fazem parte do
mesmo operon nessa bactéria e deste modo, foi possivel realizar a clonagem em um

Unico vetor.

e Expressao e purificacdo das proteinas MurF-MraY-MurG com a finalidade de detectar

as interacOes entre elas.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Amostras bacterianas e plasmideos

O DNA gendmico de Listeria monocytogenes (DSM 20600), Pseudomonas aeruginosa (PA01),
Shigella flexneri (DSM 4782), Streptococcus pneumoniae (R6) e Thermotoga maritima (DSM
3109) foi utilizado para a amplificacdo do gene que codifica a proteina MraY. Os fragmentos
génicos amplificados foram clonados no vetor pLIM-14 (Kan®) (Fig. 3.1) que contém a
sequéncia que codifica a proteina Mistic, a qual contribui para a solubilizac&o da proteina-alvo.
Os mesmos fragmentos génicos foram clonados no vetor pMAL (AmpR) que contém a
sequéncia codificadora da proteina MBP (Maltose Binding-Protein), a qual auxilia na
solubilizacdo de proteinas de membrana e possui um peptideo sinal para exporta-las ao

periplasma.

3.2 Clonagem do gene mraY

A clonagem foi realizada usando primers especificos para amplificar a regido génica que
codifica a proteina MraY das diferentes cepas bacterianas utilizadas. Os fragmentos
amplificados foram clonados usando sitios de restricdo das enzimas BamHI/HindlIl. Apds a
amplificacdo dos fragmentos génicos foi realizada a digestdo enzimatica dos insertos e vetores
com as enzimas de restricdo BamHI e Hindlll a 37 °C durante 3h. Os produtos digeridos foram
purificados usando o kit NucleoSpin® PCR Clean-up (Macherey-Nagel), de acordo com as
instrucGes do fabricante. Uma vez que os insertos e os plasmideos foram digeridos, foi realizada
a reacao de ligagcdo usando T4 DNA Ligase na razdo molar de 4:1 (inserto-vetor). Os produtos
de ligagéo foram transformados em E. coli NEB5a. Todas as informagdes sobre as construgdes

estdo descritas na Tabela 3.3.

6His Mistic TEV site mraY

Figura 3.1. Esquema ilustrativo da construcéo de mraY no vetor pLIM-14. Foram clonados
0S genes que codificam para MraY de L. monocytogenes, P. aeruginosa, S. pneumoniae, S.
flexneri e T. maritima.
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3.3 Transformacao bacteriana

O DNA plasmidial foi incubado com células quimio-competentes de E. coli NEB5a durante 30
minutos em gelo. Apds este passo as amostras foram submetidas a choque térmico a 42 °C
durante 40 segundos e as células foram incubadas em gelo novamente durante 2 minutos.
Posteriormente, foi adicionado meio SOC e as células foram incubadas a 37 °C sob agitacdo
(200 rpm) durante 1 hora. Subsequentemente as células foram centrifugadas a 4.000 rpom a4 °C
durante 10 minutos, o sobrenadante foi descartado e as células foram semeadas em placas de
LB &gar acrescida de kanamicina (50 pg/ml) e incubadas a 37 °C durante 16 horas.
Posteriormente, trés col6nias isoladas foram usadas para realizar testes de expressao de Mistic-
MraY.

3.4 Testes de expressao de MraY

Foram realizados testes iniciais de expressdo da proteina Mistic-MraY usando as cepas de E.
coli: C41 (DE3), C43 (DE3), BL21(DE3) pLysS, BL21 (DE3), BL21-CodonPlus-RIL e BL21
Star. Os testes foram realizados em meio Terrific Broth (TB), Lysogeny Broth (LB) e meio de
auto-inducdo com kanamicina (50 pg/ml). No momento em que a cultura bacteriana atingiu
densidade éptica 600 nm = 1,0 foi realizada a indu¢gdo com 0,5 mM e 1 mM de IPTG. Foram
testadas trés diferentes temperaturas de inducdo: 18 °C e 20 °C (16 horas) e 37 °C (3 horas) sob
agitacdo de 200 rpm. Posteriormente, a cultura bacteriana foi centrifugada a 6.000 rpm a 4 °C
durante 30 minutos, o sobrenadante descartado e as células usadas para a extracao das proteinas

totais de membrana.

3.5 Western blotting

As amostras de proteinas foram aplicadas em gel de poliacrilamida 15% em condicdes
desnaturantes (SDS-PAGE) e transferidas para membrana de nitrocelulose usando tampéo
contendo 25 mM Tris-HCI pH 7,6, 190 mM glicina, 0,1 % de SDS e 20 % de metanol, durante
duas horas a 200V. Posteriormente, foi realizada a etapa de blogueio com BSA e incubagéo
durante 1 hora a temperatura ambiente seguida de lavagem com TBS-T. Depois a membrana

foi incubada com anticorpo anti-His conjugado com peroxidase de rabanete (HRP) (5 Prime-
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Penta- kit Conjugado HRP) durante 1 hora a temperatura ambiente. Novamente, a membrana
foi lavada com TBS-T para remover 0 excesso de anticorpo e a reacdo foi revelada usando o
substrato SIGMA FAST Diaminobenzidina (SIGMA®).

3.6 Métodos para expressdo de proteinas de membrana

As proteinas de membrana desempenham papéis fundamentais em diversos
processos celulares, incluindo transporte de moléculas (Dassa e Hofnung, 1985; Dobrovestsky
et al., 2005), transducdo de energia (Schulze et al., 2014), efluxo multidrogas (Abdali et al.,
2017) e exportacdo de proteinas em sistemas de secrecdo (Schwarz et al., 2014). A imensa
variedade de fungBes chave que essas proteinas desempenham em bactérias as tornam
potenciais alvos moleculares para o desenvolvimento de antibidticos (von Heijne, 2007).
Aproximadamente 30% do genoma de organismos procarioticos e eucaridticos é constituido
por regides relacionadas com a sintese de proteinas de membrana, embora compreendam uma
pequena fracdo de apenas 2% no banco de dados estruturais “Protein Data Bank™ (Bruni e
Kloss, 2013). O maior interesse na caracterizacdo funcional e estrutural de proteinas de
membrana € devido ao fato que representam mais de 60% dos alvos de drogas atuais (Prince e
Jia, 2013). Diversas caracteristicas intrinsecas das proteinas de membrana as mantém como
alvos desafiadores para os estudos estruturais, dentre as quais a mais importante ¢ a dificuldade
em obter quantidades significativas de proteina pura, homogénea e estavel durante o processo

de expressao e purificacdo (Engel e Gaub, 2008).

As dificuldades referentes a obtencao de quantidades significativas de proteinas de
membrana puras devem-se a sua abundancia limitada em membranas bioldgicas naturais e, uma
vez super-expressas em sistemas heter6logos, muitas vezes geram toxicidade para a célula
hospedeira, levando a formagéo de corpos de inclusdo (Grisshammer e Tate, 1995; Schlegel et
al., 2010). Por este motivo € necessaria a juncao de varios fatores, como por exemplo, o0 uso de
diversas cepas de expressédo, vetores, tags de purificacdo que auxiliem na solubilizacdo da
proteina-alvo e técnicas de crescimento celular otimizadas para permitir a superproducao destas
proteinas (Seddon et al., 2004; Mus-Veteau et al., 2014).

A abundancia natural de proteinas de membrana frequentemente é muito baixa e

este fato dificulta a producédo e o isolamento in vitro para estudos estruturais e funcionais.
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Geralmente, as proteinas de membrana podem ser expressas em sistema de expresséo de E. coli,
porém devem ser inseridas corretamente na membrana para que possam ser produzidas e
purificadas (Schlegel et al., 2014).

Os sistemas de expressdo de proteinas de membrana em E. coli tém mostrado
sucesso na obtencdo de quantidades suficientes de amostras para estudos cristalograficos. Além
da sua facilidade de manipulacdo genética e geracdo de clones relativamente rapida.
Atualmente, existem diferentes cepas de E. coli, tais como C41 (DE3) e C43 (DE3) e BL21-
Codon Plus-Ril, as quais ajudam a diminuir a toxicidade causada pela superproducdo da
proteina-alvo (Schlegel et al., 2010; Schlegel et al., 2014). Além disso, cada vetor de expresséo
também deve conter um sitio de clivagem por protease para remocdo do tag usado para a
purificacdo, se for necessario. A protease TEV (do inglés Tobacco Etch Virus) é frequentemente
empregada nestes casos devido a sua facil producéo no laboratorio e alta estabilidade para os
ensaios de clivagem (Bruni e Kloss, 2013). Além disto, a expressao de proteinas de membrana
pode ser otimizada pela introducéo de tags de fusdo como a tioredoxina (Trx), Maltose-Binding
Protein (MBP) e Mistic (Therien et al., 2002; Ishihara et al., 2005; Roosild et al., 2005;
Neophytou et al., 2007).

A proteina Mistic foi descrita pela primeira vez por Roosild e colaboradores
(Roosild, Greenwald et al., 2005). Mistic é uma proteina de Bacillus subtilis de 13 kDa que é
altamente hidrofilica, o que poderia aumentar o nivel de expressdo de proteinas de membrana
quando usada como tag de fusdo na regido N-terminal (Kefala, Kwiatkowski et al., 2007; Dvir
e Choe, 2009; Chowdhury, Feng et al., 2012; Xu, Kong et al., 2013; Broecker et al., 2014).
Mistic ndo possui qualquer sequéncia sinal identificada, que seria reconhecida pelo sistema Sec
translocon e tem a capacidade de se enovelar de forma autbnoma na bicamada lipidica (Roosild
et al., 2005).
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Mistic tem 110 residuos que estéo arranjados dentro de quatro hélices o que expdem
inimeros residuos polares e carregados (Fig. 3.2), caracteristicas que sao incompativeis com a
topologia de transmembrana. No entanto, Mistic associa-se fortemente as membranas in vivo e
aos sistemas miméticos de membrana in vitro, qualificando-a, operacionalmente, como uma
proteina integral de membrana. Estudos de RMN confirmaram que essa proteina é incorporada
dentro de micelas de detergente, a qual depende fortemente de detergentes para sua

solubilizacdo (Broecker et al., 2014).

Figura 3.2. Estrutura RMN da proteina Mistic de Bacillus subtilis. Esta proteina apresenta
somente quatro hélices a, as quais expdem varios residuos polares e carregados (sticks).

A proteina Mistic tem sido utilizada com sucesso como proteina de fusdo para
expressao de proteinas de membrana de bactérias (Lee et al., 2015) e proteinas de membrana
humana GPCR em sistema de expresséo de E. coli (Marino et al., 2015). Também foi utilizada
para expressdo de proteina humana para a producdo de anticorpos policlonais (Alves et al.,
2017). Esta proteina foi utilizada como tag de fusdo da proteina MraY neste trabalho, e 0s

resultados estdo incluidos nas se¢des seguintes.

Como uma abordagem alternativa para contornar a toxicidade causada pela
superproducdo de proteinas de membrana, o sistema de expresséo livre de células (Cell Free)
tém a vantagem de controlar condicGes de expressdo sem necessidade de manter a viabilidade

celular (Lyukmanova et al., 2012; Proverbio et al., 2014). E um método que tem tido sucesso
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em alguns casos de expressao de proteinas de organismos procaridticos (Ishihara et al., 2005;
Klammt et al., 2005; Wuu e Swartz;2008; Schneider et al., 2010; Tosi et al., 2014), embora

ainda seja um sistema que tenha um custo elevado.

3.6.1 Detergentes para solubilizacdo, purificacao e estabilizacdo de proteinas de
membrana

Por definicdo, as proteinas integrais de membrana estdo envolvidas pelas
membranas bioldgicas in vivo. Durante os passos de solubilizacdo e purificacdo as proteinas
sdo removidas da membrana bioldgica e os lipideos que as envolvem devem ser substituidos
por um agente de caracteristicas similares que as mantenham sollveis; na maioria dos casos,
esta funcdo € atribuida a detergentes (Wiener, 2004). Os detergentes sdo essenciais devido a
sua caracteristica anfipatica que solubilizam as membranas enquanto protegem as superficies
hidrofébicas das proteinas (Carpenter, Beis et al., 2008). Os detergentes sdo importantes desde
a extracdo das proteinas da membrana celular até a cristalizagdo, e por este motivo sdo
necessarias diversas triagens para a determinacdo do detergente correto para cada tipo de
proteina de membrana. A escolha correta do detergente ird impactar diretamente na integridade
funcional e na estabilidade da amostra, bem como na possibilidade da formacéo de cristais
(Ostermeier e Michel, 1997).

Alguns dos detergentes mais comuns encontrados nos protocolos de purificacdo e
cristalizacdo de proteinas de membrana depositadas no banco de dados PDB sdo n-dodecyl f-
D-maltopyranoside (DDM), n-decyl-p-D-maltopyranoside (DM), n-nonyl--D
glucopyranoside (NG), n-octyl-p-D-glucopyranoside (OG) e n-dodecyl-N,N dimethylamine-N-
oxide (LDAO) (Vergis et al., 2010) (Tabela 3.1).

A escolha do detergente para um novo protocolo de purificacdo de proteinas de
membrana é a etapa crucial do experimento e como ndo existe um detergente ideal para a
solubilizacdo de cada proteina de membrana é necessaria a triagem com diferentes classes de
detergentes. Estes podem ser detergentes ndo-idnicos, como B-OG, DDM e Triton-X100,
considerados detergentes “suaves” com menor propensdo de desnaturar proteinas, bem como
0s detergentes zwitteridnicos e anidnicos como FOS12, LAPAO e Sarcosine que sdo

considerados mais agressivos do que os detergentes ndo-idnicos, pois tendem a desestabilizar a
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proteina devido a carga que possuem (Prive, 2007). O detergente ideal é aquele que permite a
recuperacdo da proteina em forma soltvel, homogénea, estavel e funcional (Carpenter, Beis et
al.,2008).

Tabela 3.1. Principais detergentes utilizados para extracdo e solubilizacdo de proteinas de

membrana
Detergentes Férmula molecular Peso
molecular
0G n-Octyl-B-D- CiaHpOs "o~ 292.4 ~18-20
(Glicosideo)  Glucopyranoside ?1%&@,0\/\/\/\, mM®)
Of (0.53%)
Cymal-6 6-Cyclohexyl-1- CHLON el 508.5 ~0.56
(classe Hexyl-B-D- b ™ i mMm@
neopentil  Maltoside S het (0.028%)
glicol)
CHAPS 3-[(3- C3,HsgN,05S o, o 614.9 ~8 mM®)
(Zwitterionic) Cl:\olamidopropy!)- E’\/\ﬁ/ (0.49%)
Dimethylammonio AN
]-1-Propane o e SO5
Sulfonate]
Deoxycholate (3a,12a- C,4H350,Na oH ™ 2 414.6 ~6 mMWY
acid Dihydroxy-5f- e ONa (0.24%)
(idnico) Cholan-24-oic
Acid, Monosodium HO"
Salt)

DDM n-DOdecy'-B-D- C24H45011 HO. 510.6 o 0.17
(nd0-idnico) Maltoside ro L2 - mv2)
maltosideo Y (0.0087%)

DM n‘DeCyl‘ﬁ‘D‘ C22H42011 Ho = 482-6 o 1-8
(maltosideo) Maltoside “3&5)..0 mM(?)
on’”&:"°\/\/\/\/\/ (0.087%)
LAPAO 3- C,7H36N,0, i 300.6 ~1.56
(zwitterionic) Dodecylamid :}\/\/\N 0 mM®)
O-N,N'- \/\/\/\/\/\g \ (0.052%)
Dimethylprop
yl Amine
Oxide
Sodium N-Methyl-N-  C,cH,sNO;Na o 293.4 ~14.4
Lauroyl (2- JI\/,L mM®)
Sarcosine  Oxododecyl)- NaO \IA/W\/\/\/ (0.42%)
Glycine)
Fos-choline-12 (n- C,7H3gNO,P Q 3515 =15
(classe NG)  Dodecylphos o+ No-g—o\/\/\/\/\/\/ mMm@

phocholine) AN - (0.047%)
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Todo detergente possui uma concentracdo micelar critica (CMC) que pode variar
de acordo com o solvente. Nas concentracOes abaixo da CMC, o detergente se encontra como
mondmero em solucdo. Nas concentracdes iguais a CMC, o detergente se agrega formando
micelas. E nas concentracdes acima da CMC existe um equilibrio entre 0s monémeros de
detergentes e um aumento na concentracdo de micelas. Na presenca de proteinas de membrana,
os detergentes apresentam trés estados de equilibrio: mondmeros de detergente, micelas sem
proteinas e detergente ligado a proteina (Wiener, 2004; Loll, 2014). O detergente ligado a
proteina mimetiza o ambiente hidrofobico das membranas naturais permitindo que as proteinas

permanecam soltveis em solucdo (Fig 3.3) (Mgller e le Maire, 1993).

<CMC =CMC >CMC Proteina de membrana +
detergente

Figura 3.3. As concentragdes de detergente determinam a maneira como os detergentes irdo se
organizar em solugdo. Os mondmeros de detergentes sdo observados quando a concentracdo de
detergente esta abaixo da CMC, as micelas se formam quando a concentracéo é igual ou maior
que a CMC. Quando as proteinas de membrana sdo adicionadas a uma solucdo contendo
detergentes ocorre a organizacdo das micelas ao redor das proteinas.

3.6.2 Métodos para a cristalizacéo de proteinas de membrana

Os melhores indicadores para obter cristais de proteina de membrana sdo
monodispersidade e termo-estabilidade. Uma amostra monodispersa apresenta na solugdo uma
Unica espécie oligomérica da proteina, como por exemplo, mondmero ou dimero. A

monodispersidade da amostra € alcangada atraves de triagens em torno do tipo de tampé&o
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utilizado durante a purificacdo, bem como o pH, a tag de purificacdo e a escolha do detergente

ideal para a solubilizacdo e estabilizacdo da proteina na forma solavel.

A termo estabilidade da proteina € caracterizada pela temperatura de
fusdo/desnaturacdo, que pode ser mensurada através do ensaio de “Thermal Shift”, no qual
gradientes de temperatura sdo aplicados sobre a amostra proteica até o momento da sua
desnaturacdo, deste modo € possivel realizar a escolha do tampéo e pH mais adequados para a
estabilidade da proteina (Fig 3.4). Proteinas que apresentam alta estabilidade podem ser mais
facilmente purificadas em detergentes mais agressivos que apresentam micelas pequenas e,
assim possuem maior chance de serem cristalizadas, uma vez que esses detergentes permitem

a formacéo de cristais bem ordenados (Mancusso et al., 2011; Prince e Jia, 2013).

Proteina em processo
de desnaturacdo

:
SA

Proteina
agregada/desenovelada

Nl
VY 4

°\

Proteina na
conformagéo nativa

T°C fusdo

Fluorescéncia

Temperatura (°C)

Figura 3.4. Esquema ilustrativo do ensaio de termo estabilidade de proteinas. Com o aumento
da temperatura a proteina passa da conformacao nativa atraves de um processo de desnaturagdo
até sua agregacgdo/desenovelamento em altas concentracdes. Este ensaio permite analisar as
melhores condi¢bes para manter a proteina solivel em solugdo. A fluorescéncia pode ser
observada através de sondas fluorescentes (SYPRO-Orange, por exemplo) ou também pela
fluorescéncia intrinseca da proteina a 280nm.

O complexo proteina-detergente € a mistura usada na cristalizagdo. No entanto, o
equilibrio entre proteina e detergente durante a purificacdo pode ser critico para a obtencdo dos
cristais. Ou seja, altas concentracdes de detergente podem desnaturar as proteinas ou impedir a

separacdo de fase durante a cristalizagdo. Isto normalmente ocorre depois da purificacdo da
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proteina, no qual € necessario a concentracdo através de centrifugacdo. O método de dialise
pode ser usado para tentar resolver o problema de altas concentracGes de detergente na solucao,
porém detergentes que possuem baixos valores de CMC apresentam micelas grandes e, neste
caso a dialise ndo ¢ eficaz, pois o tamanho dos poros das membranas ndo permitem a passagem
do detergente para 0 meio exterior. Por outro lado, baixas concentragdes do detergente podem

tornar as proteinas insoltveis (Wiener, 2004).

Outro ponto importante a ser mencionado é a falta de reprodutibilidade das
concentragOes finais de detergente para os ensaios de cristalizagdo. Por este motivo € necessario
0 uso de técnicas especificas que determinem as concentracGes da mistura entre detergente-
proteina. Entre essas técnicas a mais confiavel é a cromatografia de filtracdo em gel acoplada a

detectores de espalhamento de luz e indice de refracdo (Wiener, 2004).

No entanto, os detergentes nem sempre sdo capazes de mimetizar adequadamente
as membranas nativas, resultando em uma limitada estabilidade da proteina.
Consequentemente, foram feitos esforcos significativos para estabelecer novas técnicas que
permitem a cristalizacdo das proteinas de membrana em um ambiente nativo, como a fase
cubica lipidica (LCP) (Landau e Rosenbusch,1996) e Bicelas (Ujwal e Bowie, 2011; Lorieau et
al., 2013). Ambas abordagens sdo baseadas na reconstituicdo da proteina de membrana em um
ambiente lipidico que pode contribuir para a sua maior estabilidade e a formacdo de contatos

proteina-proteina que sdo necessarios para nucleacdo e crescimento do cristal.

3.6.3 Extracdo das proteinas de membrana

Para a obtencdo de Mistic-MraY na forma sollvel realizamos ensaios de solubilizacéo
utilizando os seguintes detergentes: n-Octyl-p-D-Maltoside, CHAPS, Cymal-6, Deoxycholate,
n-Dodecyl-o-D-Maltoside (DDM), Foscholine, LAPAO e N-Lauroyl Sarcosine. Para este
ensaio, foram centrifugados 500 mL de cultura bacteriana a 6.000 rpm durante 30 minutos a 4
°C e o pellet bacteriano foi ressuspenso em tampao de lise, contendo lisozima e inibidores de
protease. Posteriormente, a amostra foi lisada no Microfluidizer a 15.000 psi e em seguida
centrifugada a 10.000 rpm durante 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi coletado e
centrifugado a 40.000 rpm durante 90 minutos a 4 °C para a obtencéo das membranas totais. A
amostra foi ajustada até uma DOeoonm = 1,0 e solubilizada com LAPAO 1%. Uma vez

solubilizadas, as membranas foram centrifugadas a 40.000 rpm durante 45 minutos a 4 °C e o
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sobrenadante diluido na proporcdo de 1:5 em tampdo de lise. A purificacdo da proteina
recombinante Mistic-MraY foi feita através de cromatografia de afinidade por ions metélicos
imobilizados (IMAC) utilizando resina de niquel agarose Ni-NTA (QIAGEN®). As
membranas foram incubadas com a resina durante a noite a 4 °C sob agitacédo suave. A resina
foi lavada com tampé&o de lise acrescido de DDM 0,51 mM. A proteina foi eluida com uma
solugéo de 300 mM de imidazol e as fragOes dialisadas antes de serem analisadas em SDS-
PAGE para visualizar a banda correspondente a proteina de interesse. A proteina purificada foi
quantificada por espectrofotometria e procedeu-se a clivagem da porcdo His-Mistic usando a
protease TEV, na proporgdo de 1: 2 (Mistic-MraY: TEV) a temperatura ambiente durante duas
horas. Todos os tampdes utilizados estéo listados na Tabela 3.3.

3.7 Cromatografia de filtracdo em gel

Apos a clivagem de Mistic-MraY, a amostra foi concentrada (Vivaspin-GE MWCO 100 kDa)
e ajustada até 5 mg/ml, e aplicada em colunas Superose® 6 10/300 GL e Superdex 200 10/300
GL (GE Healthcare Life Sciences) usando tampdo 50 mM Tris-HCI pH 8,0 contendo DDM a
0,17 mM. Apos a eluicdo, as fracdes foram analisadas por SDS-PAGE e as fragfes contendo a

proteina foram concentradas até aproximadamente 1 mg/ml.

3.8 Clonagem de mraY-murF e mraY-murF-murG

Foi realizada a clonagem do segmento do operon que codifica para as proteinas MraY e MurF
de Thermotoga maritima no MCS-1 do vetor pET Duet-1, a qual apresenta a protease TEV na
regido C-terminal. Foram utilizadas as enzimas de restricdo BamHI e Notl. Para a clonagem do
operon MraY-MurF-MurG o mesmo procedimento anterior foi realizado e o gene que codifica
para a proteina MurG foi inserido no MCS-2 usando as enzimas de restricdo Ndel e Sall (Fig.
3.5).
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Figura 3.5. Estratégia de clonagem entre MraY e enzimas Mur. Construcdo do operon
MraY-MurF e MraY-MurF-MurG em pET Duet-1. Foi utilizado o programa SnapGene para
realizar o modelo da clonagem.

3.9 Testes de expressdo de MurF-MraY de T. maritima

Foram realizados testes de expressao do segmento murF-mraY e murG usando as cepas de E.
coli: BL21 (DE3), BL21 RIil, BL21 Star, LEMO e Roseta 2. Os testes foram realizados em meio
Terrific Broth (TB) com ampicilina (100 pg/ml). Quando a cultura bacteriana atingiu
D.O.6000nm=1,0 foi realizada a inducdo com 0,5 mM e 1mM de IPTG. Foram testadas trés
temperaturas de inducao diferentes: 18 °C (durante a noite), 20 °C (durante a noite) e 37 °C (3
horas) sob agitacdo de 200 rpm. Posteriormente, a cultura bacteriana foi centrifugada a 6.000
rpm durante 30 minutos a 4 °C, o sobrenadante descartado e as células usadas para a extracdo

das proteinas totais.

3.10 Purificacdo do segmento do operon murF-mraY de T. maritima

Primeiramente, as células foram incubadas em tampéo contendo 50 mM de HEPES pH 7,5, 200
mM NaCl, 10 mM MgCly, glicerol 10%, juntamente com lisozima, inibidores de protease e
benzonase durante 1 hora a 4 °C sob agitagdo. As células foram lisadas utilizando microfluidizer

a 25.000 psi, centrifugadas a 18.000 rpm e o sobrenadante utilizado na cromatografia de
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afinidade com coluna Histrap (1ml) e cromatografia de exclusdo molecular em coluna Superdex
200 10/300 GL.

Tabela 3.2. Caracteristicas gerais das proteinas usadas nesse trabalho

Vetor Caracteristicas do vetor Proteina Peso molecular (kDa) | Ponto isoelétrico (pl)
Mistic-tmMraY 46.6 5.55
tmMraY 33.8 9.28
Mistic-lmMraY 48.5 5.13
6His Nter> Mistic> sitio TEV|ImMraY 35.7 6.59
protease > proteina Mistic-paMraY 52.4 5.96
pLIM-14 .
recombinante paMra¥Y 39.6 9.51
(Kang) Mistic-sfMraY 52.6 6.81
sfMraY¥ 39.8 9.65
Mistic-spMraY 48.9 5.5
spMraY 36.1 8.65
MurG>Strep Cter (MSC1)  |naurG 37.7 3.83
pETDuet-1| 8His Nter Mur-MraY(MSC2)

(AmpR) MurF 49.7 7
Mistic 12.8 451
TEV protease 27.5 8.99

Tabela 3.3. Tampdes utilizados durante os passos de expressao e purificacdo de MraY

Reagentes

Lise celular Tris-HCI 50mM pH 8, 200mM NaCl, glicerol 10%

Lavagem Tris-HCI 50mM pH 8, 200mM Nacl, glicerol 10%, DDM 0,51mM

Gradiente de eluigdo 1 |Tris-HCI 50mM pH 8, 200mM NaCl, glicerol 10%, DDM 0,51mM, imidazol 20mM

Gradiente de eluigdo 2 |Tris-HCI 50mM pH 8, 200mM NaCl, glicerol 10%, DDM 0,51mM, imidazol 50mM

Purificagdo em coluna de

Gradiente de eluigdo 3 |Tris-HCI 50mM pH 8, 200mM NaCl, glicerol 10%, DDM 0,51mM, imidazol 300mM

Tampao de transferéncia|Tris 25mM, Glicine 190mM, SDS 0,1%, Metanol 20%

TBS-T Tris 20mM pH 7,6, 130mM NaCl, Tween-20 10%

Solugdo de bloqueio  |BSA 5% diluido em TBS-T
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o
1%
E

Revelagdo da membrana |SIGMA FAST®

Filtragdo em gel Tris-HCI 50mM pH 8, 100mM Nacl, glicerol 5%, DDM 0,17mM

Filtracdo
em gel

TEV Tris-HCI 50mM pH 8, 200mM NaCl, glicerol 10%, DDM 0,51mM

Didlises

Filtragiio em gel Tris-HCI 50mM pH 8, 100mM NaCl, glicerol 5%, DDM 0,17mM
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

As proteinas da membrana representam cerca de 20 a 30% das proteinas totais
descritas para todas as espécies e mais de 60% dessas proteinas sdo usadas como alvos
farmacéuticos (Arachea et al., 2012). Existem muitos desafios no estudo de proteinas de
membrana, mas a elucidacdo das suas estruturas é de grande importancia para a compreensdo
de muitas doencas como o cancer, fibrose cistica, hipertenséo, Alzheimer, entre outros (Moraes
etal., 2014; Mus Veteau et al., 2014). A resolucéo de estruturas macromoleculares deste grupo
de proteinas representa um importante desafio cientifico e essas dificuldades estdo presentes
em diferentes fases do seu estudo. Além disso, em alguns casos, a super-expressao de proteinas
de membrana recombinante torna-se uma tarefa dificil quando comparada com a expressao de

proteinas soltveis (Whitelegge, 2013).

O gene que codifica a proteina MraY foi clonado nas cepas de expressao de E. coli
no vetor pMAL e foram realizados testes de expresséo de acordo com os parametros descritos
na Tabela 4.1. No entanto, apesar das otimizacdes nos protocolos de expressao nao foi possivel
obter niveis significativos de expressdo de MraY. De acordo com Bhandari e Gowrishankar
(1997) a toxicidade induzida pela super-expressao de proteinas recombinantes pode alterar as
funcbes dos vetores de expressdo ou de seus promotores, afetando, assim, a expressdo da
proteina alvo. Além disso, Corchero e Villaverde (1998) e Paulsson e Ehrenberg (2001) relatam
que a presenca de plasmideos impde uma elevada carga metabdlica para a célula hospedeira,
levando ao aumento na demanda metabdlica celular, o qual pode provocar um atraso no tempo
de multiplicacéo das células contendo o plasmideo e assim, diminuindo o nivel de expresséo da
proteina alvo. Existem outros problemas associados a diminuicdo ou auséncia de expressédo de
proteinas recombinantes e estdo relacionados com a toxicidade induzida por IPTG, a formacéo
de corpos de inclusdo e a indugdo da expressdo de varias proteases devido ao choque térmico,

segundo foi descrito em E. coli (Garland Science, 2014).

Por outro lado, a expressao de MraY de todos os organismos que foram clonados
no vetor pLIM-14 nesse trabalho apresentaram quantidades significativas de proteina. No
entanto, para otimizar a expressdo de MraY utilizou-se meio de cultura acrescido de glicose
1%, uma vez que a expresséo basal do promotor Lac pode ser minimizada pela incorporacéao de

catabdlitos tais como glicose no meio de cultura. A inibi¢do dos niveis de expressao basal do
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promotor Lac ndo afeta a expressdo da proteina alvo apds a inducdo com IPTG. Assim,
recomenda-se que 0s passos de transformacdo e de pré-cultura sejam realizados na presenga de
glicose para minimizar os efeitos da expressdo basal (Saluta e Bell, 1998). Deste modo, nossos

resultados mostraram que o nivel de expressao da proteina foi aumentado.

Tabela 4.1. Testes de expressdo da proteina recombinante Mistic-MraY.

Vetor Cepa de expressdo (E.coli) Meio de cultura IPTG Temperatura e Tempo de indugdo
BL21 (DE3) .
BL21 Ril Terr'{%?mth 0.5mM 18 °C / 16h
pMAL BL21 Star Lysogeny Broth 1mM 20°C/ 16h
pLIM-14 BL21(DE3)plysS (LB) 37°C/3h
Cc43
Cc41 Auto-inducdo - 25°C/ 25h

As anélises em gel de poli-acrilamida dos lisados celulares mostraram bandas de
alta intensidade para as fracdes insolveis em comparacdo com fragdes soluveis. Entre as seis
cepas bacterianas testadas, BL21 Ril foi a mais adequada para a expressdo de Mistic-MraY de
T. maritima (tmMraY) (Fig. 4.1a). Para confirmar a presenga de Mistic-MraY foi realizado
Western blotting utilizando anticorpo anti-His (Fig. 4.1b). Os testes de expressdo
demonstraram que Mistic-MraY é expressa como uma proteina insolGvel devido a sua natureza
de membrana. Além disso, ndo foram obtidas quantidades expressivas de tmMraY com as

outras cepas de expressdo de E. coli testadas.

Interessantemente, os testes de expressdo indicaram a presenca de Mistic-MraY
monomeérica e também em uma forma que poderia representar um dimero. Estes resultados sao
compativeis aos estudos de cross-linking realizados com MraY de Aquifex aeolicus. Chung et
al., (2013) mostraram que MraY forma um dimero tanto na presenca de micelas de detergente
guanto na membrana, também ha evidéncias através de ensaio duplo hibrido em MraY de

Caulobacter crescentus que mostram a formacao de dimeros (White et al., 2010).
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Figura 4.1. Analise do lisado celular apés a inducdo com IPTG. (A) Anélise da expressdo
de Mistic-tmMraY em gel SDS-PAGE 15%. Para cada cepa de E. coli foram utilizados trés
diferentes clones (Cl). (B) Western Blot das fragdes sollveis e insoluveis ap6s inducdo com
IPGT usando anticorpo anti-His. BL21 star clone 2 (20 °C) pellet ap6s sonicar (1); BL21 star
clone 2 (20 °C) SN ap0s sonicar (2); BL21 Ril clone 1 (37°C) pellet ap6s sonicar(3); BL21 Ril
clone 1 (37 °C) SN apés sonicar (4); BL21 Ril clone 2 (20°C) pellet ap6s sonicar (5); BL21 Ril
clone 2 (20°C) SN apds sonicar (6); BL21 Ril clone 2 (37°C) pellet ap6s sonicar (7); BL21 Ril
clone 2 (37 °C) SN apds sonicar (8).

A Figura 4.2 apresenta o gel de SDS-PAGE com os resultados dos testes de
solubilizacdo dos lisados de células de BL21 Ril que expressaram Mistic-MraY. As anélises
das fracdes revelaram que apenas LAPAO (1%) e N-lauroilsarcosina (1%) foram capazes de

solubilizar a proteina.
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100kDa
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45kDa <— Mistic-MraY

30kDa

Figura 4.2. Analise do lisado celular apés solubilizacdo de Mistic-MraY com diferentes
detergentes. Gel SDS-PAGE (15%). Foi observado que os detergentes LAPAO e Sarcosil
foram os mais eficientes para extrair Mistic-MraY da membrana citoplasmatica. Os detergentes
foram usados numa concentragao 10 vezes maior a sua concentragdo micelar critica (CMC).

Apo6s a solubilizagdo, Mistic-tmMraY foi purificada com sucesso atraves de
cromatografia de afinidade realizada com resina de niquel. As fragbes foram analisadas por gel
SDS-PAGE 15% (Fig. 4.3) e posteriormente, as fracdes que continham a proteina foram
reunidas para serem dialisadas com o propésito de diminuir as concentra¢6es de imidazol na

amostra, uma vez que Mistic é sensivel a altas concentragdes de imidazol.

100kDa|
75kDa

50kDa

<« Mistic-MraY

45kDa

Figura 4.3. Solubilizacdo e purificacdo de Mistic-MraY (T. maritima) com LAPAO (1%) em
gel de SDS-PAGE 15%.
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Apos a didlise, aamostra foi concentrada e injetada em coluna Superdex 200 10/300
GL. A analise do perfil cromatogréfico permitiu visualizar que uma parte da fragdo foi eluida
no volume morto da coluna, mostrando que a proteina ndo permaneceu estavel durante os

primeiros passos de purificacdo. No entanto, também foi observado um segundo pico de elui¢do

correspondente a proteina Mistic-MraY na forma solavel (Fig. 4.4).
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Figura 4.4. Cromatografia de filtracdo em gel em coluna Superdex 200 10/300 GL. O
primeiro pico eluido (=8ml; VO0) corresponde a agregados de Mistic-MraY. O segundo pico
corresponde a Mistic-MraY soltvel. No gel de SDS é possivel observar as bandas da proteina

que foram eluidas do segundo pico com aproximadante 12 ml.

Uma vez estabelecido o protocolo de purificacdo de Mistic-MraY, prosseguimos
com os testes de clivagem. O passo de clivagem para obter somente MraY foi realizada com a
protease TEV. Na primeira tentativa de clivagem utilizou-se TEV na proporcdo de 2: 1 (Mistic-
MraY: TEV) com 16 h de incubacdo a 4 °C, porém durante a clivagem da porcéo His-Mistic,
foi observada precipitacdo da proteina (Fig. 4.5b). Estes resultados mostraram a instabilidade
de MraY frente aos tampdes e detergentes utilizados ou pela retirada de Mistic, que quando
presente poderia estar auxiliando na estabilidade da proteina. No entanto, novas condigdes de

clivagem foram realizadas com diferentes proporgdes nas concentragfes de Mistic-MraY:TEV

(Fig. 4.5a).
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Contudo, mesmo apds as otimizagbes na etapa de clivagem observamos a
degradacdo da proteina apos a clivagem com TEV. A analise em gel de SDS-PAGE mostrou a
presenca de duas bandas, uma com aproximadamente 27kDa correspondente a TEV e outra
banda de aproximadamente 13kDa referente a Mistic. No entanto, nenhuma banda com 35 kDa

correspondendo a MraY foi observada. (Fig. 4.5a)
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il — S | — Mistic 10kDa (. ——'t—Mistic
MraY:TEV (1:1) MraY:TEV (1:2)

Figura 4.5. Resultado da clivagem de MraY-Mistic de T. maritima usando protease TEV
a 4 °C e a temperatura ambiente. Pogo 1: MraY-Mistic antes da clivagem. Pogos 2,3,4,5:
Mistic-MraY:TEV (1:1). Poco 2: 1h de clivagem; Pogo 3: 2h de clivagem; Poco 4: 18h de
clivagem a temperatura ambiente; Poco 5: 18 h de clivagem a 4°C. Pocos 6,7,8,9: Mistic-
MraY:TEV (1:2). Poco 6: 1h de clivagem; Poco 7: 2h de clivagem; Poco 8: 18h de clivagem a
temperatura ambiente; Pogo 9: 18h de clivagem a 4°C. (B) pogo 1: Mistic-MraY’; pogo 2: TEV;
Poco 3: Sobrenadante da amostra ap0s a clivagem com TEV; poco 4: Fracdo insoluvel apos a
clivagem com TEV. Apos a retirada de Mistic, MraY torna-se insoltvel.

Devido a instabilidade de tmMraY ap0s a retirada de Mistic, a estratégia empregada
foi a clonagem de Mistic-MraY (em pLIM14) de diferentes espécies de bactérias, pois a
instabilidade da proteina poderia ser intrinseca de MraY de Thermotoga maritima. Foram
realizados novos ensaios de expresséo utilizando as mesmas condicGes anteriores descritas na
Tabela 4.1 e foram obtidas quantidades expressivas de Mistic-MraY de todas as espécies (Fig.
4.6a).
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Figura 4.6. Expressdo de MraY-Mistic. (A) Os testes de expressdo foram realizados em meio
de cultura TB com inducéo de 0,5 mM de IPTG a 37 °C durante 3 horas sob agitacdo de 200rpm.
Essa imagem mostra as fragdes induzidas de Mistic-MraY de Listeria monocytogenes (L.m.),
Pseudomonas aeruginosa (P.a.), Shigella flexneri (S.f.) e Streptococcus pneumoniae (S.p.). (B)
Western blot da fracdo insolGvel de Mistic-MraY de S. pneumoniae.

Uma vez padronizado o ensaio de expressdo das proteinas, iniciamos o processo
de purificagdo de Mistic-MraY de Listeria monocytogenes (ImMraY), Pseudomonas
aeruginosa (paMraY), Shigella flexnerii (sfMraY) e Streptococcus pneumoniae (spMraY). Para
a extracao e solubilizacdo das proteinas de membrana foram realizados os mesmos protocolos
utilizados anteriormente para tmMraY. ApoOs a eluicdo das proteinas as amostras foram
dialisadas para remover o tampéo contendo 300mM de imidazol, mas foi observada a presenca
de agregados e opacidade da amostra durante a dialise, 0s quais sao indicativos de precipitagéo.
Além disto, quando as amostras foram aplicadas em gel de SDS-PAGE uma parte significativa
da proteina permaneceu na fracdo insollvel. Assim, para tentar resolver este problema foi
realizado o processo de purificacdo com o detergente n-Decyl-5-D-maltosideo anagrade (DM)
(Chung et al., 2013) mas sem resultados satisfatorios, pois novamente foi observada a
precipitacdo das proteinas. Decidimos entdo aumentar a concentracdo do detergente DDM para
3 x CMC (0,51 mM), e nestas condicBes as proteinas permaneceram sollveis permitindo a
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obtencdo de quantidades significativas de Mistic-MraY sollvel de diferentes espécies (Fig.
4.7).
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Figura 4.7. Purificacdo de MraY-Mistic através de cromatografia de afinidade em resina
de niquel. (A) Eluicéo de Mistic-MraY de T. maritima e S. pneumoniae. (B) Eluicao de Mistic-
MraY de L. monocytogenes, P. aeruginosa e S. flexneri. Os experimentos foram realizados a 4
°C. Todos as proteinas foram confirmadas através de Western blotting. Mistic-MraY de todas
as espécies apresenta peso molecular de aproximadamente 45kDa.

O mesmo problema de instabilidade da proteina ao retirar a proteina Mistic foi
observado para os novos clones. No entanto, foram realizados testes de cristalizacdo de Mistic-
MraY das diferentes espécies de bactérias purificadas, mas ndo foi observada a formacédo de
cristais. Uma das provaveis causas desse resultado poderia ter sido devido a baixa concentracao
de proteina utilizada. Além disso, as regides hidrofilicas das proteinas integrais de membrana
(IMP) sdo essenciais para a formacao de cristais, porém o uso de DDM, que apresenta micelas
relativamente grandes, pode impedir a interacdo destas regides hidrofilicas e a posterior
formagéo de cristais. Em contraste com este fato, os detergentes que apresentam micelas de

cadeias curtas sao mais susceptiveis a desnaturacao pela proteina alvo (MusVeteau et al., 2014).

Na tentativa de solucionar os problemas relacionados a clivagem de Mistic e
estabilizacdo de MraY foi realizada uma nova abordagem pela adicdo de enzimas Mur através
da clonagem da regido do operon de tmMraY que contém as enzimas MraY, MurF e MurG
como “parceiros para estabiliza¢do" no vetor pET Duet 1. White e Gober (2012) demostraram
uma possivel interagdo entre MraY em complexo com as enzimas Mur, além disso, Zoeiby et

al., (2003) e Favini-Stabile et al., (2013) mostraram a alta solubilidade e estabilidade das
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enzimas Mur e a interacdo com MurG. Por outro lado, o genoma de tmMraY contém as
proteinas MraY, MurF e MurG em sequéncia ordenada, o que facilitou a abordagem no

momento da clonagem.

Além de clonar os genes murF-mraY e murG no vetor pET Duet-1, outras duas
clonagens foram realizadas: operon murF-mraY em pETDuet-1 e murG também em pET Duet-
1 afim de aumentar nossas possibilidades de analises de interacdes entre essas proteinas.
Posteriormente a clonagem, ensaios de expressao foram realizados utilizando diferentes cepas
de E. coli, tais como, BL21 Ril, BL21 Star (pRARE), Roseta 2, LEMO e foram testadas em
diferentes temperaturas (18, 25 e 37 °C) e concentragdes de inducdo de IPTG (0.5 mM e 1 mM).
Também foram realizados ensaios de expressao através da auto-inducdo. Nossos melhores
resultados de expressdo foram com as células BL21 Ril e BL21 Star em meio TB induzidas
com 0.5 mM de IPTG (Fig. 4.8).

A partir das analises através dos géis de poli-acrilamida observamos que a
expressao de MurG em pETDuet 1 foi satisfatoria em todas as condicOes testadas, porém nosso
objetivo era a expressdo do complexo entre as proteinas MurF-MraY e MurG e, portanto, ndo
prosseguimos com os trabalhos com a construgdo de MurG sozinha.

Por outro lado, os genes murF-mraY foram expressados somente no meio de
cultura Terrific Broth (TB) a 37 °C durante 3 horas como mostrado na Figura 4.8. E finalmente,
quando foram induzidas as trés proteinas no mesmo vetor (murF-mraY-murG), observou-se
gue ndo houve expressao significativa para nenhuma das proteinas em andlise, por este motivo

decidimos néo trabalhar com essa construcao.
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Figura 4.8. Expressdo de MurG, MurF-MraY e MurF-MraY-MurG de Thermotoga maritima
em pET Duet. (1) BL21 Ril, TB 37 °C/3h/0,5mM IPTG. (2) BL21 Star, TB 37 °C/3h/0,5mM
IPTG. (3) BL21 Ril, TB 18°C/16h/0,5mM IPTG. (4) BL21 Star, TB 18 °C/16h/0,5mM IPTG.
MurF-MraY (1) apresenta uma banda na altura de 50 kDa referente a MurF e outra banda entre

os marcadores de 37 kDa e 25 kDa que poderia ser referente a MraY que apresenta
aproximadamente 34kDa.

Embora seja possivel observar a banda de aproximadamente 50 kDa referente a
MurF e uma banda referente a MraY de aproximadamente 34kDa entre os marcadores de 37 e
25 kDa, tivemos dificuldade em confirmar os resultados de expressdo de murF-mraY, uma vez
gue somente 0 gene murF apresenta cauda de poli-His na por¢cdo N-terminal. Deste modo, ndo
conseguimos analisar satisfatoriamente a expressdao de MraY através de Western blotting com
anticorpo anti-His.

No entanto, decidimos prosseguir com as proximas etapas de purificacdo das
proteinas MurF-MraY e, para isso primeiramente foi realizada uma cromatografia de afinidade

com resina de niquel e depois cromatografia de exclusdo molecular em coluna Superdex 200
10/300 GL (Fig. 4.9).

Na Figura 4.9 € possivel observar a presenca de duas bandas nos dois primeiros
pocos do gel de SDS PAGE (esquerda para direita) que possivelmente representem as proteinas
MurF (50 kDa) e MraY (34 kDa) eluidas com aproximadamente 10 ml. No entanto, é necessario

a confirmacdo da identidade dessas proteinas através de espectrometria de massas.
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Figura 4.9. Purificacdo de MurF-MraY de Thermotoga maritima. (A) Perfil cromatogréafico
da eluigdo de MurF-MraY em coluna Superdex 200 10/300 GL (V0 =8). (B) Gel SDS-PAGE
15% das fracbes de MurF-MraY eluidas na coluna de filtracdo em gel. O primeiro e o segundo
poco (esquerda para direita) representam a fracdo que foi eluida com aproximadamente 10mL
na coluna de filtracdo em gel. Nesse pogo € possivel observar a presenca de duas bandas. Talvez
a primeira se refira a MurF com 50kDa e a segunda se refira a MraY que se encontra entre as
bandas de 37 kDa e 25 kDa do padrdo de peso molecular, porém ndo € possivel afirmar uma
vez que nao foi realizado nenhum tipo de confirmacdo das proteinas. Os demais po¢os sao
referentes as fracdes eluidas nos volumes aproximados entre 13 e 16 ml.

Se as identidades das proteinas forem confirmadas positivamente como MurF-
MraY poderemos otimizar nosso protocolo de expresséo e purificagdo com a finalidade de obter
maiores quantidades das duas proteinas puras. Uma vez alcancado esses objetivos sera possivel
iniciar os estudos estruturais e biofisicos para analisar a interacdo entre o complexo formado

entre essas proteinas.

No sentido geral, os dados apresentados nesse projeto relatam a expressdo e
purificacdo bem-sucedida de MraY, porém ainda sdo necessarios experimentos de otimizacdo
que permitam a estabilidade da proteina. Por outro lado, a expressao e a purificacdo de MurF-
MraY mostraram resultados promissores para o estudo da interacdo entre essas proteinas que

estdo intimamente relacionadas na formagé&o do lipidio .

Contudo, durante o desenvolvimento deste projeto houveram problemas de

reprodutibilidade entre os ensaios de expressao e, além disso, ndo foi possivel a obtengéo de
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quantidades suficientes dos complexos para as analises posteriores. Este trabalho estd em

processo de otimizag&o no n0Sso grupo.

Devido aos motivos explicitados acima decidimos prosseguir nossos estudos com
as enzimas Mur, proteinas essenciais para a sobrevivéncia das bactérias, as quais estdo

envolvidas nos primeiros passos da biossintese do peptideoglicano.
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PROJETO 2: Enzimas Mur de Streptococcus pneumoniae

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivos gerais

Os objetivos deste projeto de pesquisa foram detectar e caracterizar as interagdes
entre as enzimas que atuam na via de biossintese do peptideoglicano através de métodos

biofisicos.

As enzimas Mur sdo proteinas altamente sollveis e estudos prévios com essas
proteinas de Thermotoga maritima (bactéria Gram-negativa) desenvolvidos pelo nosso grupo
de pesquisa mostraram que MurG e MreB se comportam como proteinas-ancora para as
enzimas Mur, porém nenhuma interacdo direta entre as ligases Mur foi observada (Favini et al.,
2013).

Por estes motivos decidimos estudar as interacdes diretas entre as enzimas MurC,
MurD, MurE e MurF, bem como suas interacdes com a proteina MurG, porém utilizamos as
proteinas de Streptococcus pneumoniae como modelo in vitro, bactéria Gram-positiva e
patogénica, a fim de compreender se essas interacdes sdo conservadas entre os diferentes grupos
de bactérias.

5.2 Objetivos especificos

e Clonagem dos genes que codificam para as proteinas MurC, MurD, MurE e MurF de

Streptococcus pnemoniae no vetor pET30b;

e Expressdo e purificagdo das enzimas MurC a MurG para obtencdo de quantidades

significativas de proteinas para as analises posteriores;

e Caracterizacdo individual de cada uma das enzimas Mur;
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Deteccdo e caracterizacdo da interacdo direta entre as enzimas MurC, MurD, MurE e
MurF;

Deteccdo e caracterizacdo da interacdo entre MurG e as ligases Mur;

Cristalizacdo do complexo entre as enzimas MurC-MurF, MurC-MurD e MurD-MurF.
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6. MATERIAIS E METODOS

6.1 Clonagem dos genes que codificam para as proteinas MurC, MurD, MurE e MurF
de Streptococcus pneumoniae

Para analisar a rede de interacdes entre as enzimas Mur, 0s genes de Streptococcus pneumoniae
(cepa R6) que codificam as proteinas MurC, MurD, MurE e MurF foram primeiramente
subclonados no vetor pJET (Thermo Fisher Scientific) e pPGEM-T Easy (Promega Corporation)
segundo as instrucdes dos fabricantes. Apds a subclonagem, foi realizada a digestdo enzimatica
dos insertos e do vetor pET30b (Kan®) com as enzimas de restricdo Ndel e Sall para os genes
murC e murD; Ndel e Xhol para o gene murk; Bglll e Sall para murF. A digestdo enzimatica
foi realizada a 37 °C durante 16 horas. Os produtos digeridos foram purificados usando o kit
NucleoSpin® PCR Clean-up (Macherey-Nagel), de acordo com as instrucdes do fabricante.
Uma vez digeridos os insertos e os plasmideos, foi feita a ligacdo usando T4 DNA Ligase na
razdo molar de 4:1 (inserto-vetor). Os produtos de ligacdo foram transformados em E. coli
DHS5a. O gene responsavel pela expressao de MurG de S. pneumoniae foi adquirido
comercialmente. As clonagens foram confirmadas por sequenciamento para verificar a presenca

dos insertos corretos que codificam para as proteinas de interesse (Fig. 6.1).

BxHis

murD 6xHis

murk BxHis

8xHis murk

[>..D.

Strep-Tag Il TEV site murG

Figura 6.1. Estratégia de clonagem dos genes que codificam para MurC, MurD, MurE e MurF
de S. pneumoniae em pET30b. Foi utilizado o programa SnapGene para realizar os modelos da
clonagem.
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6.2 Expressao das enzimas MurC, MurD, MurE e MurF

Os testes iniciais de expressdo dos quatro clones das proteinas Mur (~50kDa) foram realizados
utilizando as seguintes cepas bacterianas derivadas de E. coli: BL21 RIL, BL21 (DE3) e C43.
Os testes foram realizados utilizando os meios de cultura Terrific Broth (TB) e Lysogeny Broth
(LB) acrescido de kanamicina (50 pg/ml). No momento em que a cultura bacteriana atingiu
D.0O.600nm = 0.6-0.8 foi realizada a indugcdo com 1 mM de IPTG. Além disso, foram testadas
diferentes temperaturas de indugéo: 37 °C (durante 3 horas) e 20 °C (durante 16 horas) sob
agitacdo de 200 rpm (Tabela 6.1). Posteriormente, a cultura bacteriana foi centrifugada a 6.000
rpm durante 30 minutos a 4 °C, o sobrenadante descartado e as células usadas para purificacdo
da proteina-alvo. Foram utilizados trés diferentes clones de cada proteina para o teste de

expressao.

Tabela 6.1. Teste de expressdo das enzimas Mur de S. pneumoniae

Cepas . [IPTG] Tempo de o Velocidade
Vetor (E.coli) Meios de cultura mM inducdo (horas) Q) (RPM)
i 3 37
DET30b BL21 DE3 Terrific Broth (TB) .
BL21RIL 200
PET30-8xHis c43 Lysogeny broth
(LB) 16 20

6.3 Purificacdo das enzimas Mur

Primeiramente, as células bacterianas contendo as proteinas-alvo super-expressadas foram
incubadas com lisozima, inibidores de protease e benzonase durante 1 hora a 4 °C sob agitacao.
Depois, as células foram lisadas por sonicacgéo e centrifugadas a 18.000 rpm durante 1 hora a 4
°C. Posteriormente, o sobrenadante foi utilizado para a purificagdo em duas etapas, uma
primeira de cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados (IMAC) em coluna His-
trap 5mL, seguido de uma segunda etapa de cromatografia de filtracdo em gel (SEC) em coluna
Hi-Load Superdex 200 16/600 (GE). Para a lise celular e afinidade foi utilizado tampé&o
contendo 50 mM HEPES pH 7.5, 150 mM NaCl, 10 mM MqgCl», 25 mM imidazol e 10% de
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glicerol. As proteinas foram eluidas no mesmo tamcdo da afinidade, porém contendo 300 mM
de imidazol. Para a filtracdo em gel foi utilizado tampéo contendo 50 mM HEPES pH 7.5, 150
mM NaCl e 10 mM MgCly,

Para a purificacdo de MurE foi necessaria a adi¢ao do detergente n-Decyl-p-D-Maltopyranoside
(DM) na concentracdo de 0.5 % durante a etapa de lise celular. Além disso, MurE possui duas
cisteinas na sua composi¢ao aminoacidica, motivo pelo qual foi adicionado 15 mM de -
Mercaptoetanol nas etapas de lise celular e IMAC e 5 mM na etapa de filtracdo em gel. A
Tabela 6.2 descreve caracteristicas importantes de cada proteina estimadas através da

ferramenta Protparam disponivel no servidor Expasy (https://web.expasy.org/protparam/).

Tabela 6.2. Principais caracteristicas das enzimas Mur que sdo importantes para a purificacdo

e analises biofisicas

Proteina Numero de aa Massa Molecular (Da) pl tedrico
MurC 452 50925.02 5.63
MurD 458 49630.58 5.14
MurE 489 54893.19 5.47
MurF 468 51974.07 5.23
MurG 371 41766.97 6.54

6.4 Testes de expressdao de MurG

O vetor pET30b com o gene que codifica para MurG de Streptococcus pneumoniae (R6) foi

adquirido comercialmente.

Os testes iniciais de expressdao da proteina MurG foram realizados usando a cepa de E. coli
BL21 Star, utilizando os seguintes meios de cultura: TB, LB, Meio Minimo e meio de auto-
inducdo acrescidos de kanamicina (50 pug/ml). Quando a cultura bacteriana atingiu D.O.s00nm =
0.8 foi realizada a inducdo com 0,1 mM, 0,5 mM e 1 mM de IPTG. Além disso, foram testadas
diferentes temperaturas de inducéo: 18 °C (16 horas), 25 °C (16 horas), 30 °C (4 horas) e 37 ©

°C (3 horas) sob agitacdo de 200 rpm (Tabela 6.3). Posteriormente, a cultura bacteriana foi
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centrifugada a 6.000 rpm durante 30 minutos a 4 °C, o sobrenadante descartado e as células

usadas para purificagdo da proteina-alvo.

Tabela 6.3. Condigdes de expressao da proteina MurG

Meios | IPTG (mM) Tempo (h) Temperatura (°C) | ODsoo

LB 01 |05 |1 |3 16 |18 |25 37 (0,5 1
TB 01 |05 |1 |3 16 |18 |25 37 105 1
MM (01 |05 |1 |3 16 |18 |25 37 105 1
Al - - - [ +30 25

6.5 Purificacdo de MurG

Foram realizadas diferentes abordagens de purificacdo para MurG (Fig. 6.2), pois essa proteina
estd anexada a membrana celular e, portanto, foi necessaria a padronizacdo do protocolo de

purificacdo com diferentes detergentes para a extracao e solubilizacdo da proteina.

Primeiramente, as células foram incubadas com lisozima, inibidores de protease, benzonase e
0,5 % de detergente DM/DDM durante 1 hora a 4 °C sob agitacdo. As células foram lisadas por
sonicacao, depois centrifugadas a 18.000 rpm e o sobrenadante utilizado na cromatografia de
afinidade com resina StrepTrap (1ml) e cromatografia de exclusdo molecular em coluna
Superose 6 10/300 GL.

Na segunda abordagem as células foram incubadas com lisozima, inibidores de protease e
benzonase durante 1 hora a 4 °C sob agitacdo. As celulas foram lisadas por sonicacdo, depois
centrifugadas a 18.000 rpm e o sobrenadante utilizado nas etapas de purificacdo descritas na

primeira abordagem.

A terceira abordagem foi recuperar o pellet ap6s a lise, e posteriormente, incuba-lo com 0,5 %
de detergente DM ou DDM para a solubilizagdo da proteina-alvo. Apds 1 hora de incubacgéo a
4 °C foi realizada uma nova centrifugacdo a 18.000 rpm e o sobrenadante utilizado no processo

de purificacéo.
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Finalmente, as amostras proteicas foram injetadas em coluna Superose 6 10/300 GL (GE) em
tampé&o contendo 50mM HEPES pH 7,5, 150 mM NaCl, 10 mM MgCl., 5% glicerol. Também
foi utilizado 0 mesmo tampéo com 0.2, 0.5, 1,2 e 4 CMC de DM para analisar os diferentes

estados de oligomerizacao da proteina.

1 Células super- Células super-
expressadas expressadas

|

Incubagdo 1h: lisozima, inibidores
de protease e benzonase

Incubagdo 1h: detergente 0,5%,
lisozima, inibidores de protease,

benzonase
Lise celular Lise celular
l O 18.000 1t |@ 18.000 rpm/1h
.000 rpm/1h
P 2 3
Recuperagdo Fr. =
soldvel Recu r;zragao Recuperagdo Fr.
l insoluvel
IMAC-S IMAC 1 CMC ]
-Stre VIC
tag P l1eme (Strep tag) Incubagdo com detergente 0,5%
l ' (1h)
SEC (Superose | _ -
6 10/300) 2 ou4 M '@’ 18.000 rpm/1h
SEC ﬁ,l}ggg;se 6 20u 4 CMC Recuperagdo SN
v
IMAC (Strep tag) = 1 CMC

]

SEC (Superose 6
10/300)

2 ou 4 CMC

Figura 6.2. Representacao esquematica das abordagens utilizadas para a purificacdo de MurG.
Para a purificacdo da proteina-alvo foi utilizado um tampé&o contendo 50 mM HEPES pH 7.5,
500 mM NacCl, 10 mM MgCly, 5 % de glicerol. Também foram utilizados os detergentes DM e
DDM em diferentes concentraces.

6.6 SEC- RALS/LALS e SEC-MALS

O Espalhamento de luz € uma técnica espectroscopica para a determinacao da massa
molar de moléculas em solucdo e quando combinado com um refratdmetro e um detector de
absorbancia oferece uma abordagem mais rigorosa para a determinacdo da massa molar e
oligomerizacdo de proteinas em solugdo. A abordagem de detec¢éo utilizando SEC-UV/LS/RI
indica a presenca de um detector de absorbéancia (UV), um detector de espalhamento de luz

(LS) e um detector de indice de refracdo (RI) no qual sdo acoplados a uma coluna de
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cromatografia de exclusdo molecular (SEC). O detector de UV monitora a absorbancia a 280
nm, o detector RI monitora as mudancgas nos indices de refracdo durante a cromatografia e o
detector LS mensura o excesso de espalhamento de luz da amostra, enquanto que a coluna de
filtracdo em gel serve somente como um passo de separacdo de moléculas por tamanho. Como
o0 espalhamento de luz fornece a média da massa molar da espécie em solucéo, a separacao
fornecida pela SEC desempenha um papel fundamental na anélise geral. No entanto, a eluicdo
da molécula ndo necessariamente se correlaciona com sua massa molar. O sucesso do estudo
de formas oligoméricas em solucdo requer somente que esses varios oligdbmeros presentes na
solucgéo sejam fisicamente bem separados antes que atinjam o detector LS. O sistema deve ser
calibrado no tampa@o de escolha e a resposta dos trés detectores € utilizada para calcular a massa
molar da proteina (Tarazona e Saiz, 2003; Folta-Stogniew, 2006; Sahin e Roberts, 2012).

As quantidades de detectores podem variam de acordo com 0 equipamento a ser
utilizado. Normalmente, existem equipamentos com os detectores de espalhamento de luz de
angulo reto (RALS) e espalhamento de luz de baixo angulo (LALS) (Fig. 6.3a), assim como
equipamentos com detectores de espalhamento de luz em multiplos angulos (MALS) (Fig.
6.3b). Geralmente, o nimero de angulos em um sistema MALS pode variar entre 2 e 20, na
qual a dispersdo € detectada simultaneamente em cada angulo fornecendo assim uma precisa

massa molar da proteina e seus estados oligoméricos (Nobbmann, 2014).

Detectores MALS

A Detector RALS B ‘ .
¥ 4
A \
| 4

* Detector LALS = ,
w
Q’ . Ving,, 01T g

laser g laser *

Figura 6.3. SEC-RALS/LALS e SEC-MALS para a analise do peso molecular de
proteinas. Existem diferentes equipamentos para determinar o peso molecular de proteinas. Na
imagem A o equipamento é composto pelos detectores RALS e LALS, enquanto que na imagem
B 0 equipamento apresenta varios detectores em diferentes direcdes. Ambos os aparelhos séo
acoplados a uma coluna de filtracdo em gel para a separagdo das proteinas através do peso
molecular (Malvern Instruments 2014 com modificagdes).
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Para a correta determinacdo do peso molecular das enzimas Mur foi realizado os ensaios de
OMNISEC — Malvern® (Laboratério de Espectrometria e Calorimetria —LNBio) com as
enzimas MurE e MurG na concentracao de 5 mg/ml em coluna Superose 6 10/300 GL; e SEC-
MALS — Wyatt Technologies (EMBL-Grenoble) com as enzimas MurC, MurD e MurF nas
concentracdes de 2 mg/ml, 10 mg/ml, 25 mg/ml em coluna Superdex 200 10/300 GL. Foram
injetados 50 YL de cada proteina.

6.7 Ultracentrifugacdo analitica - método de velocidade de sedimentacéo

A ultracentrifugacdo analitica (AUC) é um método classico baseado na
termodinamica da solucdo que permite a observacdo em tempo real da redistribuicdo de
proteinas diluidas em solucao ap6s a aplicacdo de uma forga centrifuga (Fig. 6.4). O método de
velocidade de sedimentacdo fornece muitos aspectos do comportamento da proteina em
solucdo, incluindo a massa molecular, a forma hidrodinamica, e pureza. Além disso, € uma
técnica sensivel para detectar a formagdo de multi-complexos e as fracas interacdes que
ocorrem entre proteinas (Zhao et al., 2013). Outra vantagem que essa técnica fornece séo a
ampla faixa de tamanhos moleculares que podem ser analisadas e a auséncia de superficie em
contato com a amostra a ser analisada. Através do ajuste da velocidade é possivel detectar
massas molares de 100 g/mol até 108 g/mol e também permite analisar interacdes com constante
de dissociacdo (Kd) entre 10 nM e 10 mM. A difusdo das particulas e o processo de
sedimentacdo é descrito pela equacdo de Lamm (Schuck et al., 2002), no qual é estimado o
coeficiente friccional que pode ser considerado como uma representacdo do atrito da proteina
em relacdo a solucdo aquosa e, depende da massa, volume e geometria molecular de cada

molécula.
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Figura 6.4. Ultracentrifugacdo analitica através do método de velocidade de
sedimentacgdo. A figura da esquerda mostra uma secao transversal da peca central de dois
setores que contém um espaco para o tampao de diluicdo da proteina e outro espago para a
amostra a ser analisada. No momento em que a forga centrifuga é aplicada as moléculas
sedimentam-se gradativamente. A figura da direita ilustra a evolucdo do processo de
sedimentacdo das particulas ao longo do tempo, o qual depende do tamanho e forma das
moléculas (Coriolis Pharma 2017, com adaptacdes).

Para analisar a possivel formagdo dos complexos binarios, foi realizada a técnica de
ultracentrifugacao analitica usando o método de velocidade de sedimentacdo. Apoés as proteinas
terem sido submetidas a filtracdo em gel, as amostras MurC, MurD, MurE, MurF e MurG e 0s
complexos: MurC:MurD, MurC:MurE, MurC:MurF, MurC:MurG, MurD:MurE, MurD:MurF,
MurD:MurG, MurE:MurF, MurE:MurG, MurF:MurG foram incubados durante 1 hora em gelo
e centrifugadas a 30.000 rpm utilizando uma ultracentrifuga Beckman a 20 °C com
monitoramento da absorbancia a 280 nm. Os espectros gerados foram registrados
automaticamente em intervalos regulares e analisados utilizando o software Sedfit com o
método de analise continua de distribuicdo de c(s) para determinar os coeficientes de
sedimentacdo s20,w. As proteinas foram analisadas em trés concentracGes diferentes: 0,25

mg/mL, 0,5 mg/mL e 1 mg/mL.
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6.8 Termoforese em microescala (MST)

A Termoforese em Micro-escala (MST) é um técnica poderosa para quantificar a
constante de dissociacdo (Kd) entre diferentes moléculas. Esta técnica é baseada no movimento
das moléculas de acordo com gradientes de temperatura, na qual depende de diversas
propriedades intrinsecas de cada molécula, tais como tamanho, conformacao e superficie de
hidratagdo, e portanto, a torna extremamente sensivel a praticamente qualquer alteragdo nas
propriedades moleculares permitindo uma precisa quantificagdo dos eventos moleculares
independente do tamanho ou natureza das moléculas a serem analisadas (Fig. 6.5). A principal
caracteristica do MST é a possibilidade de trabalhar proximo das condi¢des nativas de cada
molécula, pois ndo ha restricdes de tampdes. Além disso, esta técnica permite a deteccdo de
uma ampla faixa de constante de dissociacdo que variam de sub-namomolar até mili-molar
(Wienken et al., 2010; Jerabek-Willemsen et al., 2011).
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Figura 6.5. Termoforese em microescala — Monolith NT-115. A imagem a esquerda mostra
a mensuracdo do MST feito em capilares. A fluorescéncia dentro do capilar é excitada e
detectada pelo mesmo detector (objetiva dptica 40X), também ¢é utilizado um laser
infravermelho para permitir a incidéncia de calor localizado nas amostras e, deste modo a
termoforese das moléculas fluorescentes € detectada através de gradientes de temperatura. A
imagem a direita mostra um sinal tipico de moléculas que interagem através da termoforese.
Inicialmente é detectado um sinal constante de moléculas homogeneamente distribuidas no
capilar (estado inicial). Nos primeiros segundos apos o laser infravermelho ser ligado observa-
se 0 T-jump (mudanca abrupta de temperatura), 0 qua corresponde a uma mudanca rapida nas
propriedades do fluoroforo devido a rapida mudanca de temperatura. Posteriormente, o
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movimento das moléculas previamente marcadas com um fluoréforo pode ser detectado
(Termoforese). Normalmente, as mudancas de fluoréscencia sdéo medidas por 30 segundos para
permitir um estado estavel das moléculas na mesma temperatura. Finalmente, o laser é
desligado e ocorre um T-jump inverso (difusdo de volta) e as moléculas retornam ao estado
inicial. Imagem adapta de “User Manual for the Monolith NT.115 — Nanotemper
Technologies”.

6.8.1 Marcacdo das proteinas

Os experimentos para avaliar o Kd das proteinas foram conduzidos usando o equipamento
Monolith NT.115 (NanoTemper Technologies, Munique, Alemanha). A marcacéo fluorescente
das proteinas foi realizada com corante NT647 (NanoTemper Technologies) para residuos de
lisina.

O corante reativo NT-647-NHS contém N-Hydroxysuccinimide (NHS)-éster que reage de
forma eficiente com aminas primarias formando assim conjugados proteina:corante altamente
estaveis. Esses grupos de aminas primarias sdo encontrados em residuos de lisina e geralmente
sdo acessiveis por solventes e, portanto, adequadas para reacdes que necessitam de marcacéao.
NT-647-NHS tem excitacdo e emissdo de fluorescéncia de aproximadamente 650 e 670 nm,

respectivamente.

Para a marcagdo das proteinas, primeiramente foram misturados 100pul de uma solucdo
contendo 50 uM da proteina purificada no tamp&o de marcacdo (HEPES 50 mM pH 7.5, NaCl
150 mM, MgCl2 10 mM ) com 100 pl de fluoroforo NT647 a 100 uM e incubadas durante 16
horas a 4 °C no escuro. Os fluoréforos ndo ligados a proteina foram removidos por
cromatografia de filtragdo em gel em coluna PD-10 (Desalting column — GE) com tampéo MST
(HEPES 50 mM pH 7.5, NaCl 150 mM, MgClz 10 mM, pH 7,4, DM a 0,17 %) como tamp&o
de corrida. Posteriormente, a concentracao real da marcacao da proteina foi mensuarada usando
NanoDrop. Foi utilizado o coeficiente de extingdo €280 de cada proteina e €650 para o corante
NT647. O grau de marcacdo entre proteina/fluordéforo foi de 1:1.

6.8.2 Analises de MST

A proteina marcada foi diluida em uma concentracgéo final de 50 uM para MurF e 100 uM para

MurC, MurD, MurE e MurG com tampdo MST. A proteina a ser titulada foi adicionada em
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tubos de PCR fornecido pela NanoTemper Technologies e procedeu-se a diluicdo seriada 1:1
(16 vezes) no tampdo MST em um volume final de 15uL. Depois foi adicionada a proteina
marcada (1:1) para cada tubo contendo o titulante em um volume final de 30 pL. Essas amostras
foram introduzidas em 16 capilares Standard e inseridos no equipamento de MST (Monolith
NT.115) para as analises de termoforese e obtencdo dos valores de Kq. Os sinais de MST foram
analisados com MST e intensidade do LED a 20%. O experimento foi realizado a 22°C.

6.9 Cross-linking quimico utilizando DSS

As proteinas purificadas (50 pM/cada) foram incubadas primeiramente com AMP-PNP, o qual
é um analogo do ATP que ndo é hidrolisavel e, portanto, a enzima permanece ativa, durante 1
hora no gelo. Depois, foi adicionada a proteina parceira na proporcao molar 1:1 e essa solugdo
foi incubada novamente durante 1 hora no gelo. Ao final desta etapa, foi adicionado DSS,
crosslinker quimico que apresenta um grupo imidoester com aminas reativas e possui um braco
espacador de 11.4 A, cuja reacdo é irreversivel por se tratar de uma ligacdo covalente entre as
lisinas que estdo na superficie da proteina (Fig. 6.6). O DSS foi utilizado na propor¢do molar
de complexo/crosslinker de 1:50. A reacao de cross-linking foi realizada durante duas horas a
25 °C. Posteriormente a reacédo foi interrompida com 100 mM de Tris-HCI pH 8 conforme as
instrucdes do fabricante Thermo Fisher Scientific®. As amostras foram utilizadas para analises

em gel de SDS-PAGE e espectrometria de massas.

DSS AMP-PNP
(Disuccinimidyl suberato)
Adenylyl-imidodiphosphate
Spacer Arm 11.4 A

NH>
N
=
i o © oO,0 O "ILJI ?
o]
N~ Y\/—\/\/U\ nH 0 1] N N
I oN HO-P-N-P-0-P-0— "o
(o} (o} OH OH OH

+xLi* *yH:O  OH OH

Figura 6.6. Formula quimica do DSS e AMP-PNP utilizados nos ensaios de cross-linking
quimico.



91

6.10 Espectrometria de massas

Espectrometria de massas € uma técnica analitica de elevada acurdcia, na qual
moléculas em uma amostra complexa de proteinas sdo convertidas em ions em fase gasosa, que
sdo subseguentemente separados através de um espectrdmetro de massas de acordo com sua
razdo massa (m) sobre a carga (z), m/z. Isto permite a determinacdo das massas exatas das

moléculas contidas em uma solucdo complexa (Paré e Yaylayan, 1997; Bugni, 2017).

Existem duas técnicas de ionizacdo: (1) electrospray (ESI, electrospray ionization)
que é caracterizada pela producdo de ions através da formacdo de um spray da solucédo a ser
analisada dentro de um campo elétrico. Essa técnica permite a analise de biomoléculas grandes
na sua forma intacta, como proteinas e DNA,; e (2) ionizacdo/dessor¢do a laser assistida por
matriz (MALDI, matrix-assisted laser desorption/ionization), que produz ions protonados em
fase gasosa pela excitacdo da molécula em anélise. A energia para a excitacdo da molécula é
proveniente da absorcdo da energia do laser pelo composto orgéanico presente na matriz. Os
ions sdo produzidos a partir de uma molécula neutra pela remoc¢édo ou adi¢do de um elétron ou
préton (Bugni, 2017).

Além disso, existem diferentes tipos de analisadores de massas que separam 0s ions
através do campo magnético ou elétrico. O tempo que os ions de diferentes massas levam para
migrar certas distdncias pode ser mensurado por um analisador de massas do tipo
“tempo de voo” (TOF, time-of-flight). Atualmente, o analisador de massas mais potente é 0
Orbitrap (Fig. 6.7) que é caracterizado pela captura de ions e sua analise é feita através das
transformadas de Fourier. Este analisador permite calcular a massa exata da molécula, tem alto

poder de resolucdo e alta sensibilidade (Bugni, 2017).
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Fragmentagao

Isolamento

[
Amostra - ®

lonizagdo Analisador de massas Detector Andlise dos dados
Orbitrap

Figura 6.7. Esquema ilustrativo do espectrometro de massas. Primeiramente a amostra em
andlise é ionizada através de ESI ou MALDI, em seguida as moléculas sdo isoladas e passam
através de um analisador de massas que pode ser do tipo TOF ou Orbitrap, por exemplo. Entdo
ocorre a fragmentacdo e deteccdo dos peptideos e, finalmente os dados podem ser analisados
por diferentes softwares. Imagem inspirada em Bugni (2017).

Uma vez realizado o cross-linking entre os complexos binarios, as proteinas purificadas foram
submetidas as reacdes de reducdo e alquilacdo das cisteinas utilizando 0.24 mM de DTT
(dithiothreitol) em 0.1 M de bicarbonato de aménio durante 30 minutos a 25 °C. Posteriormente,
foi realizada a reacdo de alquilacdo com 1.4 mM de IAA (iodoacetamida) em 0.1M de
bicarbonato de aménio durante 30 minutos a temperatura ambiente, no escuro. Finalmente, as
amostras foram digeridas com tripsina 20 pg/mL* para uma razdo final de 1:20
tripsina/proteina. As proteinas digeridas foram secadas a vacuo e depois reconstituidas com 0.1
% de acido formico. A mistura de peptideos foi analisada primeiramente no equipamento
“NanoAcquity Ultra Performance LC coupled with nanoelectrospray source on Q-TOF Ultima
mass spectrometer, Waters” e posteriormente no equipamento “NanoLC PROXEON EASY-
nLC II coupled with LTQ Orbitrap Velos ETD mass spectrometer, Thermo Scientific”. O
ensaio foi realizado em colaboragdo com o grupo da Dr. Adriana Paes Leme no Laboratério de

Espectrometria de Massas do Laboratério Nacional de Biociéncias (LNBIo).

Para analise dos cross-links, os arquivos de dados brutos foram gerados pelo Software Xcalibur
versdo 2.1 (Thermo Fisher Scientific) e foram convertidos para um formato de picos (mgf)
usando o programa Proteome Discoverer versdo 1.4. Os arquivos genéricos do Mascot foram
analisados usando o software MassMatrix (Xu e Freitas, 2007) para pesquisar automaticamente
contra a sequéncia de cross-links. Os parametros para a analise de cross-linking foram a
carbamidometilagéo (+57.021 Da) como modificacdo fixa, oxidacao de metionina (+15.995 Da)

como modificacdo varidvel e cross-link quimico com suberato de disuccinimidilo (DSS)
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(138.06808 Da) (Aragéo et al., 2012). Os resultados da pesquisa que produziram potenciais

peptideos foram validados manualmente para as séries de ions b e y contendo cadeias a e B.

6.11 Ensaios de Cristalizacdo de MurG

Os ensaios de cristalizagdo foram realizados usando o método de difusdo em vapor pela técnica
de sitting drop com a proteina MurG purificada a 20 mg/ml em tampé&o contendo 50mM HEPES
pH 7,5, 150 mM NaCl, 10 mM MgCl,, 5% glicerol e 2 CMC de DM e utilizando seis kits
comerciais: Classics Suite, JCSG, PACT, PEGs-I, Salt Grid, Wizard 1&I1. Estes ensaios foram
realizados na plataforma de cristalizagdo ROBOLAB do Laboratorio Nacional de Biociéncias
- LNBio, assim como no Laborario High-Throughput Crystallisation (HTX) —-EMBL
(Grenoble).

6.12 Cristalizacdo dos complexos binarios das enzimas Mur

As proteinas purificadas foram incubadas com AMP-PNP durante 1 hora em gelo. Depois, pares
de proteinas foram incubadas na razdo molar 1:1 e novamente foram incubados no gelo durante
1 hora. Os testes iniciais de cristalizagcdo foram realizados na plataforma de High-throughput
do Laboratdrio Nacional de Biociéncias, RoboLab. Para a formacéo dos cristais foi utilizado o
método de difusdo em vapor a 18 °C. Foram testadas diversas solucdes de cristalizacdo

disponiveis na plataforma do centro.

Os testes de cristalizacdo dos complexos MurC:MurD, MurC:MurF e MurD:MurF também
foram realizados no HTX (EMBL-Grenoble). Primeiramente, as amostras purificadas a 5
mg/ml cada foram incubadas com o substrato de cada enzima (1ImM) e com AMP-PNP (2mM)
e enviadas para a plataforma de cristalizacdo. Foram testados 6 diferentes Kits de cristalizacéo.
Foi utilizado o método sitting drop a 18 °C. Os substratos de cada enzima foram fornecidos
pela Dra. Martina Hrast (University of Ljubljana, Faculty of Pharmacy, Slovenia). Substrato de
MurC: UDP-N-acetilmuramoil (UM); Substrato de MurD: UDP-N-acetilmuramoil-Alanina
(UMA); Substrato de MurF: UDP-N-acetilmoramoil-3-acido diaminopimélico (UM-3-DAP).



94

7. RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 Expressao e purificacdo das enzimas Mur de Streptococcus pneumoniae

Os testes de expressdo das enzimas Mur mostraram que as proteinas podem ser
expressas em diferentes condicOes de cultura. No entanto, as cepas de E. coli mais apropriadas
para a expressao foram BL21 (DE3) e BL21 Ril. A cepa C43, no geral, ndo apresentou niveis
altos de expressao e por esse motivo continuamos nosso protocolo com as cepas BL21 (DE3) e
BL21 Ril. Para MurC, MurkE e MurF utilizamos o clone nimero 1 de BL21 (DE3), em meio
LB. As culturas bacterianas foram induzidas com 1 mM de IPTG durante 16 horas a 20 °C. Por
outro lado, para MurD foi escolhido o clone nimero 2 de BL21 Ril, foi utilizado o meio TB e
as culturas foram induzidas com 1 mM de IPTG durante 16 horas a 20 °C. Na Figura 7.1
podemos observar as respectivas bandas das proteinas-alvo em gel de SDS PAGE no tamanho

aproximado de 50 kDa (identificado em vermelho).
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Figura 7.1. Teste de expressao de MurC, MurD, MurE e MurF. O experimento foi realizado
usando trés clones diferentes de cada bactéria. Os géis SDS-PAGE 15% mostram niveis mais
altos de expressao das proteinas em BL21 (DE3) e BL21 Ril.
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As proteinas MurC, MurD e MurF séo altamente solUveis e estaveis. No entanto, a
purificacdo de MurE exigiu condi¢Bes mais rigorosas, possivelmente devido a hidrofobicidade
ou a natureza parcialmente insolUvel dessa proteina. Embora MurE esteja localizada no
citoplasma da célula, sua purificacdo foi possivel somente com a utilizacdo de detergentes para
manter sua solubilidade. Apesar deste tratamento, foi observada uma certa degradacéo

intrinseca da proteina durante o processo de purificag&o.

7.2 Estados oligoméricos das proteinas MurC, MurD, MurE, MurF e MurG de
Streptocooccus pneumoniae

Durante a purificagdo das enzimas Mur em coluna de filtracdo em gel (Fig. 7.2) foi
observado o comportamento oligomérico destas proteinas e por esse motivo foram realizados
ensaios de SEC-MALS/OMNISEC para caracterizar o tamanho dos oligdbmeros formados em

solucéo.

A oligomerizacgdo é uma propriedade comum das proteinas e esta presente em todos
os sistemas bioldgicos. E estimado que pelo menos 35% de todas as proteinas nas células s&o
oligoméricas. Além disso, algumas proteinas somente apresentam atividade quando estdo na
forma oligomérica. Portanto, a modulacdo desse processo de oligomerizacao é crucial para o
desenvolvimento de novas estratégias de inibidores devido ao papel biolégico que apresentam
na célula (Gabizon e Friedler, 2014).
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Figura 7.2. Purificacdo de enzimas MurC, MurD, MurE e MurF de S. pneumoniae através de
cromatografia de filtragdo em gel em coluna HilL.oad Superdex 200 16/600. A esquerda, s&o
mostrados os perfis cromatograficos de cada proteina. A direita, os géis SDS-PAGE mostram
as fragdes eluidas de cada proteina-alvo.

Os resultados das analises individuais das enzimas Mur através das técnicas SEC-
RALS/LALS e SEC-MALS confirmaram que essas enzimas formam oligdmeros em solugéo
(Fig 7.3). Além disso, o comportamento oligomérico dessas proteinas é dependente da
concentracdo proteica, como por exemplo, no caso de MurC na qual em baixas concentracdes
apresenta somente a forma monomérica, embora em concentragdes acima de 2mg/mL seja

possivel observar a formacéo de diferentes oligdmeros (Tabela 7.1).
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Figura 7.3. SEC-RALS/LALS e SEC-MALS das enzimas Mur de Streptococcus
pneumoniae. (A) Enzima MurC. (B) Enzima MurD, (C) Enzima MurF, (D) Enzima MurE, (E)
Enzima MurG sem o detergente DM (SD) e (F) Enzima MurG com detergente DM a 2CMC
(CD). O perfil das analises mostra o indice de refragdo em vermelho e o peso molecular em
azul. As amostras MurC, MurD e MurF (50 pL/cada) foram injetadas em coluna Superdex 200
10/300 GL acoplada aos detectores de UV, Rl e LS em SEC-MALS. As enzimas Murk e MurG
foram injetadas em coluna Superose 6 10/300 GL acoplada aos detectores RALS e LALS

(OMNISEC).
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No gréafico de MurC (Fig 7.3a) é possivel observar claramente somente um pico de
indice de refragdo com eluicdo de aproximadamente 14 mL (chamado de Pico 3 na tabela 4).
Porém, as analises mostraram que tambem existem dois picos de menor intensidade, o primeiro
que elui a 10 mL (Pico 1) e o segundo a 11 ml (Pico 2). Os picos 1 e 2 estdo presentes somente
em experimentos nos quais a concentracéo inicial de MurC empregada foi superior a 2 mg/ml.
Ja para MurD (Fig. 7.3b) e MurF (Fig. 7.3c) observamos dois picos, também de intensidades
diferentes: o primeiro que elui a 11 ml (Pico 1) e o segundo a 14 ml (Pico 2). A anélise da
enzima Murk (Fig. 7.3d) mostrou um dnico pico e a proteina encontra-se somente no estado
dimérico.

A proteina MurG (Fig. 7.3 e/f) pode se apresentar em diferentes estados
oligoméricos dependentes da concentracdo de detergente, sendo que as analises através do SEC-
RALS/LALS mostraram que a proteina sem detergente (Fig. 7.3e) forma grandes agregados
ou oligdmeros, embora quando purificada com 2CMC de DM se apresenta como um

mondmero.

A agregacdo de MurG in vitro na auséncia de detergente suporta a hip6tese da
presenca de uma regido hidrofobica que, in vivo poderia ser responsavel pela ligacdo com a
membrana plasmatica (Ha et al., 2000; Mohammadi et al., 2007), assim como é sugerido para
MurG de E. coli (Hu et al., 2003). Esta regido hidrofobica pode também ser responsavel pela
associacdo de monémeros de MurG em formas de maior peso molecular, tais como oligdmeros

e/ou agregados.
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Tabela 7.1 Resultados de SEC-MALS e SEC- RALS/LALS das enzimas Mur em diferentes

concentragcOes

Proteina

MurC

MurD

MurE

MurF

MurG SD

MurG CD

Concentragcao

2 mg/ml
10 mg/ml
25 mg/ml
2 mg/ml
10 mg/ml

25 mg/ml
5 mg/mL

2 mg/ml
10 mg/ml
25 mg/ml

5 mg/ml

5 mg/ml

Peso Molecular (kDa)

Pico 1

286.7

Pico 2

130.5

(£5.3%) (£2.7%)

349.5

153.7

(£5.8%) (+4.0%)

182.3
(£7.5%)
154.8
(£1.7%)
149.9
(£1.7%)
97.5
152.7
(£2.1%)
153.9
(+2.0%)
153.5
(£1.7%)

Pico 3

51.3
(+2.8%)
52.9
(£3.4%)
55.9
(£2.9%)
50.9
(£3.1%)
50.1
(£3.6%)
50.8
(£2.5%)
52.9
(£3.6%)
52.8
(x4.2%)
53.7
(£3.3%)

43.0

Pico 1

1.013
(£7.5%)
1.001
(+8.2%)

1.006

Pico 2

1.002
(£3.8%)
1.002
(+5.6%)
1.003
(£10.7%)
1.001
(+2.4%)
1.000
(£2.5%)
1.007
1.000
(£2.9%)
1.001
(+2.8%)
1.000
(£2.4%)

Polidisperdidade

Pico 3

1.001
(x4.0%)
1.002
(+4.8%)
1.001
(+4.1%)
1.002
(+4.3%)
1.004
(x4.9%)
1.001
(+3.6%)

1.003
(£5.0%)
1.004
(£5.7%)
1.002
(+4.6%)

Merten et al., (2012) mostraram através de ensaios de cross-linking e espalhamento

de luz dindmico (DLS) que a proteina LptA, responsavel pelo transporte do LPS em bactérias

Gram-negativas, como por exemplo E. coli, tende a formar oligdmeros que sdo dependentes da

concentra¢do da proteina em solucdo. Provavelmente, o comportamento oligomérico desta

proteina esta envolvido na execucdo do transporte de LPS através da membrana externa de

bactérias Gram-negativas, aumentando assim sua viruléncia contra a célula hospedeira.

Deste modo, acreditamos que a formag&o de oligdmeros pelas enzimas Mur tenha

uma importante relevancia no contexto biolégico para a formacdo dos precursores do

peptideoglicano, uma vez que a oligomerizacdo € um processo de adaptacdo das proteinas para

produzir redes de interacOes e assim facilitar os processos celulares (Kimata-Ariga et al., 2013).
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Este fato é essencial para os processos de divisdo celular em bactérias, ja que é um processo
dindmico e que exige a coordenacdo de varios complexos celulares em um curto espaco de

tempo (Typas et al., 2015).

Além disso, também acreditamos que o comportamento oligomérico destas
proteinas seja um mecanismo de acdo para que possam interagir entre elas e, desta forma
otimizar a producdo dos precursores do peptideoglicano no citoplasma durante as etapas de
elongacdo e divisao celular. Muitos autores mostraram que as enzimas Mur podem interagir
com outras enzimas envolvidas na sintese do peptideoglicano (White et al., 2010; Gaballah et
al., 2011; Favini et al., 2013; Kouidmi et al., 2014).

No entanto, atualmente ndo existem dados na literatura que mostrem a interacao
proteina-proteina direta entre as ligases Mur (Munshi et al., 2013; Kouidmi et al., 2014), o qual
representa uma verdadeira lacuna para a sintese do peptideoglicano Deste modo, isto se torna
especialmente importante para a compreensdo detalhada do processo bioldgico da formacao do
Lipideo Il, e também para o desenvolvimento de novos farmacos que possam bloquear este
processo essencial para a célula. Sendo assim, e apoiados pelos resultados acima que indicaram
que as enzimas Murs formam oligdbmeros, 0s quais sdo dependentes da concentracao de proteina
utilizada, continuamos 0s nossos estudos caracterizando a interacdo entre as enzimas Mur
individuais e também com MurG, enzima proposta como sendo um alicerce para todas as outras

enzimas Mur citoplasmaticas.

7.3 Caracterizacdo de MurG de Streptococcus pneumoniae

Os ensaios de expressdo da proteina MurG foram realizados de acordo com as
condicBes descritas nos materiais e metodos. Todas as amostras foram padronizadas com a

mesma ODeoo para analisar os resultados em gel de poliacrilamida (Fig. 7.4).
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Figura 7.4. Teste de expressdo da proteina MurG de S. pneumoniae. Para este ensaio foi
utilizada a cepa de expressdao BL21 Star nos meios de cultura LB, TB e meio minimo com
temperaturas e tempos variados. Também foram testadas trés concentracdes de IPTG em
tempos diferentes da cultura bacteriana.
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Depois de realizar diferentes testes de expresséo foi observado que o meio de auto-
indugéo foi 0 mais apropriado para a expressdo de MurG, pois diferente dos outros meios de
cultura utilizados, esse meio permitiu a expressdao de grandes quantidades da proteina
recombinante sem a interferéncia de muitos contaminantes. Somente apds 20 horas de
crescimento bacteriano as células iniciaram a produgdo de MurG. Como padronizacédo do ensaio

de expressao utilizamos o tempo de inducgéo de 25 horas (Fig. 7.5).
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Figura 7.5. Teste de expressdo de MurG de Streptococcus pneumoniae utilizando meio de auto-
inducdo. Os resultados analisados em gel de SDS-PAGE mostraram que, apés 22 horas de auto-
inducdo a proteina recombinante comegou a ser expressa por BL21 Star.

Por outro lado, a analise da fracdo insollvel dos testes de expressdo de MurG
através de gel de poliacrilamida (Fig. 7.6) mostraram que uma parte significativa da proteina
permanece na fracdo insolivel, uma vez que MurG esta associada com a superficie

citoplasmatica da membrana celular.
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Figura 7.6. Andlise das fracBes insoliveis de MurG de Streptococcus pneumoniae nos
diferentes métodos de expressdo utilizados previamente.

Apos a analise dos resultados obtidos na padronizacdo do ensaio de expressdo de
MurG foi necesséria a utilizacdo de detergentes para a extracdo da proteina da membrana
plasmaética, para isto utilizamos dois detergentes diferentes: DDM e DM. A proteina foi
purificada utilizando coluna de afinidade StrepTrap (Fig. 7.7) e coluna de exclusdo molecular
Superose 6 10/300 GL. Além disso, diferentes valores de CMC (Concentracdo Micelar Critica)
de cada detergente foram testadas com a finalidade de caracterizar os estados de oligomerizagéo
de MurG (Fig. 7.8 e 7.9).
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Figura 7.7. Purificacdo de MurG de S. pneumoniae. A primeira imagem mostra o perfil
cromatografico da proteina purificada por coluna Strep-Trap e no lado direito € mostrado o gel
de SDS-PAGE correspondente aos passos de purificacao.
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Figura 7.8. Abordagens de purificacdo de MurG. Na primeira abordagem (A) foi utilizado
tamp&o sem detergente enquanto que na segunda abordagem foi realizada a purificacdo da
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fracdo insoldvel utilizando 0,5 % de DDM. E possivel observar que existe uma grande
quantidade de proteina sendo eluida no volume morto da coluna (=8 mL) em ambas as imagens,
porém a imagem B mostra que o volume de eluicdo de MurG sofre um deslocamento para a
direita indicando a presenca de formas menores da proteina na presenca de detergente.

mAU | 8,16
I

1000
800 [ |
600 4 A

400 A \\ 17.78

200

25.0 ml

0.0 5.0 10.0

Figura 7.9. Superimposicdo dos perfis cromatograficos das purificacbes de MurG com e
sem detergente. Purificacdo de MurG sem detergente (verde). Purificacdo de MurG com
detergente (rosa). Ovalbumina (=40 kDa) foi utilizado como controle para estimar a massa
molecular de MurG (azul).

Deste modo, concluimos que com a utilizacdo de DDM para a solubilizacdo da
proteina durante a fase inicial de extracdo da proteina da membrana foi mais eficiente e, além
disso, foi possivel observar a menor quantidade da proteina no volume morto da coluna de

filtracdo em gel (Fig 7.10).
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Figura 7.10. Purificacdo de MurG através de cromatografia de exclusdo molecular em coluna
Superose 6 10/300. Ovoalbumina foi utilizada como controle para estimar o peso molecular da
proteina alvo. MurG (azul) Ovalbumina (rosa).

Comparando o perfil cromatografico da purificacdo de MurG (Fig. 7.11a) em
relacdo a curva de calibracdo da coluna (Fig. 7.11b), podemos observar trés picos, o primeiro
correspondente ao volume morto da coluna, ou seja, neste caso a proteina esta agregada. O
segundo pico apresenta uma massa molecular correspondente aos valores de Tireoglobulina
(669 kDa) e Ferritina (440 kDa). O terceiro pico corresponde ao monomero de MurG. Neste
caso, podemos afirmar que o estado de oligomerizacdo de MurG é inversamente proporcional
a quantidade de detergente usado no tampdo de purificacdo. Assim, é possivel estabelecer a
relacdo entre detergente e estado de oligomerizacdo, ou seja, quanto mais detergente € usado na
purificagdo menos oligomeros de MurG sdo formados em solugdo. A situagdo inversa também
é verdadeira, ou seja, quanto menor a concentracdo de detergente no tampdo maior é a
concentracdo de MurG na forma oligomérica. Porém, mesmo que a concentragdo de detergente

seja alta, por exemplo 4 CMC, ndo é possivel extinguir as formas oligoméricas de MurG.
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Figura 7.11. Gel filtragdo analitica da proteina MurG utilizando diferentes concentragdes de
detergente (DM): 0.2 CMC, 0.5 CMC, 1 CMC, 2 CMC e 4 CMC. Tambeém foi feita a
purificacdo sem detergente (Imagem A). A imagem (B) mostra as curvas de calibracdo da
coluna Superose 6 10/300 GL (volume morto da coluna = 8 mL).

A observacao da multimerizacdo de MurG maiores que dimeros € inédita, pois até
0 presente momento MurG foi identificada somente como mondmero e dimero através da
cristalografia de raios-X (Ha et al., 2000; Brown et al., 2013). No entanto, outras proteinas

pertencentes a familia das glicosiltransferases mostraram a capacidade de multimerizacéo,
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podendo ser dimeros ou grandes oligdmeros (Evans and O’reilly, 1998; Peters et al., 1989;
Ariga, 2011). A habilidade de MurG de se auto associar pode ser considerada um processo
dindmico, importante para a montagem do mega-complexo entre as ligases Mur e isso pode ser
explorado como um mecanismo regulatério espacial e temporal do controle celular para a
sintese do peptideoglicano. O comportamento de oligomerizacdo pode corresponder a
diferentes estados de ativacdo da enzima, embora sejam necessarios mais estudos com a
finalidade de compreender a relevancia bioldgica estrutural e funcional para a formacao desses
grandes oligbmeros e sua dinamica.

7.4 Cristalizacdo de MurG

Depois que MurG foi purificada através de cromatografia de filtracdo em gel, a
proteina foi concentrada a 20 mg/ml e utilizada para ensaios de cristalizagdo na plataforma
RoboLab (LNBio), utilizando o método sitting drop. Depois de analisar os resultados da
triagem, selecionamos algumas condicdes experimentais para realizar o refinamento manual
(Fig. 7.12).
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Figura 7.12. Refinamento manual dos cristais de MurG de S. pneumoniae pelo método hanging
drop em placas de 24 pogos. (A) Cristais de MurG usando uma solucdo de 0,2 M de formato de
magnésio, (B) 0,3 M de formato de magnésio, (C) 0,4 M de formato de magnésio; (D) 0,5 M
de formato de magnésio, (E) 0,8 M de formato de magnésio e (F) 1 M de formato de magnésio.
As placas de cristalizacdo foram incubadas a 18°C.

Os cristais de MurG apresentados na figura acima cresceram em aproximadamente
14 dias apos a realizacdo das placas de cristalizagdo a 18 °C. A qualidade dos cristais foi
substancialmente melhorada com o aumento da concentracéo de formato de magnésio até 1 M,
mas permaneceram demasiadamente pequenos para serem difratados no Laborat6rio Nacional
de Luz Sincrotron (LNLS) devido ao tamanho do feixe de luz da linha MX2 ndo ser compativel
com cristais muito pequenos. Por este motivo, os cristais de MurG (Fig. 7.12f) foram enviados
para o European Synchrotron Radiation Facility (ESRF) de Grenoble, Franca. A coleta dos
cristais foi realizada e o padrdo de difracdo foi compativel com o padrdo de difracdo de
proteinas, embora tenha difratado com aproximadamente 4 A e ndo tenha sido possivel a analise

dos dados.

Para a otimizag&o dos cristais de MurG foram utilizadas diferentes solugdes, tais
como tampdo (HEPES pH 6 — 7.5), sais (0.2M de Sulfato de magnésio e cloreto de sodio)
agentes precipitantes (PEG 400 e PEG 8000 em uma faixa de 15 a 20%) e aditivos (detergentes
DM e DDM) juntamente com a solucéo inicial de 1M de formato de magnésio. Mesmo com
essas otimizacGes ainda ndo foi possivel obter cristais Unicos e maiores. Devido a isto, 0
processo de otimizacdo ainda esta em fase de desenvolvimento. Estdo sendo testadas diferentes
concentracdes de proteina, assim como a proporcdo dos volumes finais entre solucdo de
cristalizacdo e proteina. Além disso, as placas de cristalizacdo foram incubadas em diferentes

temperaturas com a finalidade de diminuir a taxa de nucleagdo dos cristais.

Os processos de padronizacdo de purificagcdo de MurG com os diferentes protocolos
foram realizados com sucesso. Foi possivel observar que o estado de oligomerizagéo da proteina
é dependente da concentracdo final de detergente na solucdo. Sendo assim, as diferentes formas
de MurG foram testadas utilizando técnicas biofisicas diferentes para analisar a capacidade de
interacdo com as ligases Mur. Estes resultados sdo essenciais para a compreensdo e

caracterizacdo de um mega-complexo formado pelas proteinas Mur no citoplasma bacteriano.
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7.5 Interagdes proteina — proteina

As interacdes entre proteinas desempenham importantes fungdes nas células das
bactérias. A sintese do peptideoglicano é um processo dindmico e temporario que exige a
participacdo de diversas enzimas que formam uma rede complexa de interacdo proteina-

proteina para que ocorra a divisdo e elongacao da bactéria (Fig. 7.13).

Figura 7.13. Esquema ilustrativo da rede de interacGes entre diversas proteinas
responsaveis pela sintese do PG. Através desse esquema as proteinas MurG, MraY e MurC-
F sdo identificadas interagindo umas com as outras. Modelo gerado pelo software STRING
(versdo 10.5) através dos indices de confianga, os quais sdo baseados em dados experimentais,
fusdo de genes, vizinhancga dos genes e banco de dados.

Uma vez que as proteinas foram purificadas, iniciamos a analise dos complexos

binérios através de filtracdo em gel em coluna analitica Superdex 200 10/300 GL, com o
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objetivo de detectar a formacdo dos complexos. Depois de vérias tentativas usando diferentes
condicBes, ndo conseguimos obter nenhum complexo & medida que as proteinas continuavam
eluindo no mesmo volume. No entanto, a falta de formacédo de um complexo das enzimas Mur
utilizando a técnica de gel filtracdo suporta a teoria existente de que as interacGes entre essas
proteinas sdo fracas e transientes na natureza. Portanto, o uso de outras técnicas biofisicas que
poderiam detectar e medir interagdes proteina-proteina ou dissociagdo em relacdo ao periodo
de tempo selecionado seriam criticas para identificar interacGes transientes entre essas
proteinas. Pelos motivos descritos no texto decidimos analisar as possiveis interacdes entre as
enzimas Mur através de técnicas biofisicas como ultracentrifugacdo analitica, termoforese em

micro-escala e crosslinking quimico associado a espectrometria de massas.

7.6 Ultracentrifugacdo analitica — método de velocidade de sedimentacéo

Foi realizada a técnica de ultracentrifugacdo analitica pelo método de velocidade
de sedimentacdo dos complexos binarios MurC-MurD, MurC-MurF e MurD-MurF com a
finalidade de caracterizar a formacéo desses possiveis complexos em solugdo. Os complexos
gue envolviam as proteinas MurG e MurE ndo foram conclusivos devido ao baixo sinal de
absorbancia das amostras e também pelos diversos valores de coeficiente de sedimentacdo para

as proteinas individuais. Por este motivo, estes dados nao sdo apresentados neste trabalho.

Os picos referentes ao coeficiente de sedimentacéo c (s) de cada proteina individual
MurC, MurD e MurF bem como os complexos binarios formados entre essas proteinas sdo

mostrados na Figura 7.14.
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Figura 7.14. Resultados de ultracentrifugacdo analitica pelo método de velocidade de
sedimentagdo c(s) dos complexos binarios de Mur. Perfis de sedimentacdo de velocidade de
MurC, MurD e MurF usando o software Sedfit. Resultados da analise de c (s) para os complexos
MurC + MurF (A), MurD + MurF (B), MurD + MurC (C). A imagem D ilustra os residuos de
MurD + MurF. As amostras foram analisadas a 0,2 mg/ml, 0,5 mg/ml e 1 mg/ml, a 20 °C com
uma velocidade de 30.000 rpm e um monitoramento da absorbancia a 280 nm. Para a anélise
dos dados foram utilizados os softwares SEDFIT versdo 150.1b e GUSSI versdo 1.3.2.
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Podemos observar que os picos referentes ao coeficiente de sedimentacdo dos
complexos binarios possuem um valor intermediario em relacéo as proteinas individuais (Fig.
7.14). Normalmente, é esperado que o complexo entre duas proteinas apresente uma massa
molecular maior e, portanto, apresente um maior valor de c (s). No entanto, Zhao et al., (2013)
explicam como os valores de ¢ (s) intermediarios podem representar as interacdes proteina-
proteina que sdo fracas, porém significativas. De acordo com esses mesmos autores, em
situacOes onde as reacOes de associacao-dissociacao sdo rapidas em comparacao com a escala
de tempo da separacdo, apenas um Unico pico em c(s) é observado, o que representa um limite
de interacdo. Assim, a amostra analisada pode ser uma mistura heterogénea e dindmica dos dois
mondmeros e um complexo. A Tabela 7.2 mostra os resultados obtidos através da

Ultracentrifugacdo analitica pelo método de velocidade de sedimentacao.

Tabela 7.2. Resultados das analises dos complexos binarios das enzimas Mur obtidos através

das analises de ultracentrifugacdo analitica (método de velocidade)

Proteina Vbar Massa tedrica Valor de -S Razao
(kDa) S20,w friccional
MurC 0.73 50.9 40+0.3 1.16
MurD 0.74 49.6 3.6+0.18 1.24
MurF 0.74 51.8 3.8+0.19 1.20
MurC:MurD 0.73 100.5 3.6+0.25 1.23
MurC:MurF 0.73 102.8 3.8+0.11 1.15
MurD:MurF 0.74 101.5 3.8+0.08 1.30

E possivel observar que o volume parcial especifico da particula (Vbar) dos
complexos binarios é menor ou intermediario ao Vbar da proteina individual. Além disto, o
coeficiente friccional do complexo é menor ou igual ao da proteina quando analisada
individualmente. Esses dados corroboram nossa hipétese que as interagdes entre as Mur ligases
possam ser transientes. Também, quando estas proteinas estdo complexadas a conformacao
estrutural pode se tornar mais compacta e, por este motivo podemos observar esses valores

intermediarios de Vbar e coeficiente friccional.

Estes resultados foram os primeiros indicios de que as ligases Mur poderiam,

efetivamente ter afinidade uma pelas outras. Deste modo, decidimos continuar com as anélises
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para investigar a formacdo dos complexos e também medir as constantes de dissociacao entre

essas proteinas através da técnica de termoforese em micro-escala (MST).

7.7 Termoforese em Micro-escala (MST)

A técnica de MST é altamente sensivel para determinar quaisquer alteracbes no
tamanho, carga e solvente da molécula, permitindo a deteccéo de interacdes entre duas proteinas
(Jerabek-Willemsen et al, 2011). Este ensaio foi realizado com dois corantes fluorescentes que
se ligam a lisinas: FITC e NT647. Os primeiros experimentos estabelecidos foram realizados
usando FITC, mas a marcacao fluorescente das proteinas ndo foi satisfatoria devido ao auto-
guenching do corante. Por este motivo, o segundo conjunto de dados de MST foi realizado
usando NT647, o qual permitiu a deteccdo de potenciais complexos binarios entre as enzimas
Mur (Fig. 7.15).
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Figura 7.15. Analise de MST. Deteccdo dos complexos binarios entre as proteinas Mur de S.
pneumoniae utilizando o equipamento Monolith® NT.115. O eixo X mostra a concentracao da
proteina titulada (ligante) em nM. O eixo Y mostra os valores de absorbancia para a proteina
marcada. As barras de erro correspondem ao desvio padrdo; todas as analises foram realizadas
em triplicata. (A) MurC:MurE (B) MurC:MurG (C) MurD:MurC (D) MurD:MurE (E)
MurD:MurG (F) MurF:MurC (G) MurF:MurD (H) MurF:MurE (1) MurF:MurG (J)
MurG:MurD. Para a andlise dos dados foram utilizados os softwares GUSSI versdo 1.3.2 e
Monolith NT.115 data analysis. Foi utilizado lisozima como controle negativo de todas as
reacOes de MST.

A Tabela 7.3 mostra os parametros utilizados no experimento de MST e 0s

resultados, incluindo a constante de dissocia¢do encontrada para cada complexo binario.



120

Tabela 7.3. Andlise dos resultados de MST dos complexos binarios das enzimas Mur

Proteina marcada . S Kd (desvio
(NT-647) Ligante Concentracao ligante Kd (nM) padrio)
MurC_100nM MurE 99 [t — 2 o] 398 +123
(3 mg/ml — 90 ng/ml)
MurC_1000M  MuG 121 uM — 3nM 278.7 +51.6
- (5 mg/ml — 152 ng/ml)
MuD_1000M  MurC 154 uM —4 oM 23.3 +4.1
- 7 mg/ml — 213 ng/ml
66 UM —2 nM
MurD 100nM MuwE (3 me/ml — 90 ng/ml) 40.6 +12.0
121 uM —3nM
MurD 100nM MurG (5 mg/ml — 152 ng/ml) 175.0 +33.1
MurF 50nM MurC 154 yM —4 oM 144.0 +227
- 7 mg/ml — 213 ng/ml
MurF_50nM MurD 141 uM =4 oM 258.4 +274
- 7 mg/ml — 213 ng/ml
MurF 50nM MurE 66 M —2 oM 283.0 +34.0
(3 mg/ml — 90 ng/ml)
MurF_50nM MurG 121 uM —3nM 270.9 +319
- (5 mg/ml — 152 ng/ml)
MurG_100nM MurD 141 uM —4 nM 566.8 +184.1

7 mg/ml — 213 ng/ml

Embora nossos dados de filtracdo em gel para a analise dos complexos binarios
tenham indicado que ndo ha interacdo entre essas proteinas, os dados de AUC mostraram 0s
primeiros indicios de interagBes transientes entre as enzimas Mur. Os resultados de MST,
descritos acima, confirmam que as enzimas Mur interagem entre si. De uma maneira bastante
interessante, observa-se que as constantes de dissociacdo para a associacdo entre as ligases
‘puramente citoplasmaticas’ tem tendéncia a ser mais forte do que destas com MurG, proteina
associada a membrana e proposta como sendo o alicerce do complexo. Mesmo assim, €
surpreendente que os KDs determinados por esta técnica sejam da ordem do nanomolar,
enguanto que outras técnicas biofisicas empregadas neste estudo sugerem que as afinidades

sejam transientes.

O que poderia explicar essa discrepancia entre as duas diferentes analises de AUC
e MST? Imaginamos que seja a concentracdo da amostra empregada em cada teste. A técnica
de AUC néo permite que altas concentracfes de proteina sejam analisadas e deste modo, os
ensaios realizados com os complexos binarios ndo permitiram a formagdo de um complexo

estavel entre as enzimas Mur. Por este motivo, observamos picos de sedimentacdo
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intermediérios que poderiam representar os monémeros de ambas as proteinas e o complexo
entre elas. No entanto, para os ensaios de MST as proteinas foram concentradas acima de 2

mg/ml e, de acordo com os resultados de SEC-MALS as enzimas Mur formam oligdbmeros.

Nossa hipdtese é que existe um subcomplexo entre as Mur ligases (MurC-MurE)
quando se encontram na forma oligomérica. Além disso, nossos dados estdo de acordo com 0s
dados apresentados por Favini et al., (2013) no qual é mostrado a interacdo de MurG com as

Mur ligases, porém com uma constante de dissociacdo mais baixa na ordem de 0.3 a 0.5 uM.

A formacdo de oligbmeros pelas proteinas garante imensas vantagens para as
funcBes bioldgicas, tais como aumentar os locais de sitio ativo, aumentar as superficies de
interacdo e além disso, produzir redes de interacdes entre proteinas que as permitem
desempenhar os diversos processos celulares de uma forma répida e dindmica (Kimata-Ariga
etal., 2013).

Os resultados de MST apresentados por Batoulis et al., (2016) mostraram que a
interacdo da proteina de membrana SNAP25, responsavel pelo transporte de ions pela
membrana, com o Ca?* é dependente da sua concentracdo em soluc&o, ou seja, a proteina se
oligomeriza quando as concentracbes de célcio na célula aumentam e deste modo, é
desencadeado o transporte deste ion através da membrana. Entéo, a oligomerizag&o de proteinas
pode ser desencadeada por diversos fatores, sejam eles relacionados a ions ou a concentracdo
de proteinas na solucgdo. Esse processo de oligomerizacdo é dindmico e pode ser reversivel de

acordo com a demanda bioldgica da célula.

Por outro lado, Kimata-Ariga et al., (2013) mostram que a formacgdo do complexo
in vitro entre a ferrodoxina e a redutase ferrodoxina-NADP+ é dependente da oligomerizacao,
que por sua vez é dependente da concentracdo de proteina na solucdo. Originalmente,
acreditava-se que esse complexo era proveniente de um fendmeno artificial observado somente
na estrutura cristalogréafica, pois nos ensaios biofisicos ndo era possivel observar a formacéo de
complexos. No entanto, estes mesmos autores mostraram pela primeira vez que a concentragdo
de ambas proteinas utilizadas para formar o complexo era muito menor do que a necessaria para
formar um complexo in vivo. Assim, quando a concentracao de ambas proteinas foi aumentada

iniciou-se o processo de oligomerizacdo desencadeando a formacgéo do complexo entre elas.

Tendo em vista todos os resultados provenientes de AUC e MST decidimos

investigar a formacao dos complexos entre as enzimas Mur através da técnica de cross-linking
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utilizando DSS juntamente com a analise por espectrometria de massas, com a finalidade de
analisar precisamente a superficie de interacdo que sdo responsaveis pelas interagdes proteina-

proteina.

7.8 Cross-linking/ Espectrometria de Massas

Para confirmar a formacdo de complexos entre as proteinas desse estudo também
utilizamos a técnica de cross-linking quimico com suberato de disuccinimidilo (DSS) com um
braco espacador de 11,4 A que tem a capacidade de reagir com grupos de amina, e geralmente

é usado para identificar as possiveis interfaces entre proteinas (Zhou, Li e Wang, 2016).

Antes de iniciarmos os ensaios com DSS as amostras de todas as enzimas Mur
purificadas foram analisadas através de gel SDS PAGE como controle da reacdo de crosslink
para evitar falsos-positivos. Deste modo garantimos que as amostras estavam puras e nao
apresentavam massas moleculares superiores a 100 kDa, o qual representaria a massa molecular

aproximada de duas moléculas complexadas (Fig. 7.16).
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Figura 7.16. Proteinas MurC, MurD, MurE, MurF e MurG purificadas através de cromatografia
de afinidade e SEC. As proteinas tém aproximadamente 50 kDa e estdo identificadas pelo (*).

As proteinas Mur purificadas foram incubadas com DSS em combinagtes

diferentes e foram submetidas a SDS PAGE. As bandas de proteina com massa molecular
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superior a 50 kDa no gel mostraram que a reacéo de cross-linking foi bem sucedida, no entanto,
ndo foi possivel identificar se o complexo formado pertencia a duas proteinas idénticas ou
diferentes, uma vez que os pesos moleculares de todas as enzimas Mur sdo semelhantes,
tornando dificil visualiza-los separadamente através do gel. Por esse motivo, decidimos analisar
as amostras através de espectrometria de massas para averiguar se os complexos formados entre

as enzimas Mur eram entre duas proteinas diferentes ou entre a mesma proteina.

Uma vez que as reagdes de cross-linking entre as enzimas Mur foram realizadas as
amostras foram aplicadas em gel de gradiente SDS PAGE para a correta separacdo dos
complexos formados e monémeros de proteinas. Posteriormente, as bandas do gel contendo os
complexos foram digeridas com tripsina e enviadas para analise de espectrometria de massas

no Laboratorio Nacional de Biociéncias (LNBio).

A espectrometria de massas tem emergido nesses ultimos anos como uma das
principais técnicas para identificar e quantificar proteinas além da determinagdo de complexos
de proteinas. Varios métodos podem ser empregados para essa analise, como por exemplo o
cross-linking quimico de proteinas seguido pela identificacdo dos peptideos através da
espectrometria de massas. Esse novo método combinado com a cristalografia, por exemplo,
fornece novas estratégias para a validacdo das interagcdes entre complexos proteicos relevantes
para 0s processos biolédgicos (Sinz, 2003; Rappsilber, 2011; Holding, 2015; Leitner, 2016).

As anélises dos peptideos provenientes do cross-linking através de espectrometria
de massas possuem muitas vantagens (Sinz, 2003):

e A massa da proteina ou do complexo de proteinas é teoricamente ilimitada, pois o0s
peptideos em analise sdo fragmentados;

e As analises sdo rapidas e normalmente sdo necessarias pequenas quantidades de
proteina;

e E possivel obter informac®es sobre a estrutura tridimensional das proteinas em solugéo,

e as regides flexiveis da proteina sdo prontamente identificadas.

A técnica de cross-linking acoplada a espectrometria de massas € um método

experimental e pode produzir dados com erros. No entanto, em um estudo realizado por Chen
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et al., (2010) com a RNA polimerase Il, apresentou erros menores que 1% tanto nas analises
com baixo quanto com altos indices de confiabilidade.

A validacdo dessa técnica de cross-linking/espectrometria de massas tem sido
marcada pela identificacdo de complexos entre varias proteinas. Por exemplo, essa técnica foi
utilizada para fornecer um mapa topologico do complexo de proteinas humanas “Nup84”
através da separacdo dos complexos por gel SDS PAGE e identificacdo das proteinas que
sofreram crosslink (Rappsilber et al., 2000). Também foi usada para a identificacdo do
complexo de proteinas bacterianas “Ffh.FtsY” (Chu et al., 2004), o complexo das proteinas
humanas “Ndc80’ (Maiolica et al., 2007), e 0 complexo entre a proteina MunC13 e calmodulina
(Dimova et al., 2009). Também foi realizada a modelagem computacional do complexo phi29
(Fu et al., 2010). Além disso, essa técnica foi usada com sucesso através da comparacao entre
os dados de crosslinks associados & estrutura cristalogréfica do complexo entre a RNA
polimerae Il juntamente com seu fator de transcrigéo IIF (Chen et al., 2010). E por fim, foram

identificados crosslinks entre os membros do complexo ribossomal 80S (Liu et al., 2015).

No caso dos experimentos efetuados nesta tese, a primeira analise das amostras foi
realizada no equipamento Q-TOF para confirmar a identidade das proteinas Mur. Nesse ensaio
foram detectados crosslinks intra-peptideos e inter-peptideos como mostrado na Figura 7.17.

Cross-linking (intrapeptide)

- Cross-linking (interpeptide)

Figura 7.17. Representacdo esquematica dos crosslinks intra e inter-peptideos encontrados
através da andlise de espectrometria de massa no equipamento Q-TOF. A imagem foi gerada
pelo software Spectrum Identification Machine.
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A primeira evidéncia de crosslinks inter-peptideos foi proveniente das analises das
amostras através de um analisador de massas de peptideos de baixa resolugdo. Portanto,
decidimos usar o equipamento com analisador de massas do tipo Orbitrap que apresenta alta
resolucdo para confirmar a formacdo de complexos entre as proteinas. Uma nova reacdo de
cross-linking foi realizada em triplicata técnica, usando uma mistura contendo 50 uM de cada
uma das proteinas Mur em cada reacdo. As proteinas foram digeridas com tripsina e foram
enviadas para a identificacdo das massas fragmentadas de cada peptideo. Depois de analisar 0s
espectros foi possivel identificar crosslinks entre peptideos de proteinas diferentes (crosslink
inter-peptideo) e crosslinks entre proteinas iguais (crosslink intra-peptideo). Os resultados
obtidos das analises sdo mostrados na Tabela 7.4. A validacdo manual de cada espectro gerado
pelas fragmentacdes dos peptideos estd em andamento sob a supervisao da Dra. Adriana Paes
Leme e Dra. Daniela Granato do grupo de espectrometria de massas do Laborat6rio Nacional
de Biociéncias (LNBIo).

Tabela 7.4. Principais cross-links encontrados nas analises dos complexos das enzimas Mur

Proteinas | Sequéncia peptidica [posi¢cdo do cross-linking]

ALAK($1)R NK($1)K [MurC k396; MurD k95]

MurC:MurD
ar-viur MK($1)VIDQFK NK($1)K [MurC k396; MurD k2]

EHLK($1)TFAGVK K($1)DSLTFK [MurC 290:299; MurF 262:268]

MurC:MurF
TFAGVK(S1)R YK($1)TYK [MurC 294:300; MurF 137:141]

MurC:MurG MK($1)ASKELK TFAGVK($1)R + OxiM(1) [MurC 294:300; MurG 350:357]

K($1)MVILGQSAER K($1)DSLTFK [MurD 374:384; MurF 262:268]
K($1)MVILGQSAER K($1)VVR [MurD 374:384; MurF 243:246]

MurD:MurF VIDQFK($1)NK K($1)VVR [MurD 3:10; MurF 243:246]
NPGIPYNNPMIEK($1)ALAK K($1)VVR [MurD 79:95; MurF 243:246]

DLTSK($1)TEATVWPFSTLEK K($1)VVR [Mur D231:248; MurF 243:246]

Cross-linking inter-peptideo

EVDHGDVK($1)VEDLANK VQGSDVEK($1)YYFTQR [MurC 379:393; MurC 29:42]
TFAGVK($1)R QK($1)YPSK [MurC 294:300; MurC 332:337]
EVDHGDVK($1)VEDLANK INK($1)K [MurC 379:393; MurC 394:397]
EVDHGDVK($1)VEDLANK VQGSDVEK($1)YYFTQR [MurC 379:393; MurC 29:42]

MurC

LVESLENEDK($1) K($1)DSLTFK [MurF 459:468; MurF 262:268]
LVESLENEDK($1) K($1)VVR [MurF 459:468; MurF 243:246]
K($1)DSLTFK TEWK($1)K [MurF 262:268; MurF 320:324]
K($1)DSLTFK YK($1)TYK [MurF 262:268; MurF 137:141]

MurF

Cross-linking intra-peptideo

MurG VENQLVTDHK ($1)K K($1)ELTER [MurG 219:229; MurG 229:234]
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Se observamos a posicéo dos crosslinks encontrados entre as enzimas MurC:MurD
por exemplo, o crosslink ocorre entre a lisina 396 de MurC (K396) e lisina 95 de MurD (K95).
Neste caso, 0 residuo K396 de MurC faz parte do dominio C-terminal, responsavel pela
liberacdo do produto que sera o substrato para a proxima enzima, MurD. Além disso, o residuo
K95 de MurD esta localizado no dominio N-terminal da protéina sendo o responsavel por
receber o substrato de MurC. Ou seja, o crosslink identificado faz sentido bioldgico e foi
encontrado em duas das trés triplicatas técnicas, mostrando que ndo € uma ligacdo eventual

ocasionada pela alta concentracao de proteinas na solucéo.

Também foram encontrados muitos crosslink intra-peptideos, sugerindo que essas
proteinas tém a capacidade de formar oligbmeros, e portanto, esses resultados corroboram com
os dados de SEC-MALS que também mostram a formacdo de oligbmeros dependentes da

concentracdo de proteina em solucéo.

Sendo assim, a partir dos resultados obtidos através das analises dos crosslinks foi
possivel esquematizar um modelo de interacdo entre as enzimas Mur (Fig. 7.18). O modelo do
mega-complexo é conectado por linhas, as quais representam os crosslinks encontrados entre
duas diferentes proteinas. As linhas mais grossas mostram que mais crosslinks foram
encontrados entre as proteinas, enquanto que as linhas finas mostram um menor nimero de

crosslinks encontrados entre os complexos binarios.

Neste modelo, MurE ndo faz parte do mega-complexo Mur. Acreditamos que as
analises com MurE ndo apresentam resultados positivos com esta técnica por que durante 0s
experimentos de cross-linking com DSS a proteina precipitou em grande quantidade, talvez
pelo uso de DMSO que é o solvente do DSS e também por que a reacdo ocorre a temperatura
ambiente e, desta forma a proteina estd propensa a instabilidade, gerando degradacdo e

precipitacao.

Por outro lado, como descrito por Rappsilber, (2011) nem todos os crosslinks que
foram formados entre os peptideos podem ser identificados, uma vez que a detec¢do de grandes
peptideos pode mascarar outros picos de peptideos menores. Além disso, 0s peptideos

hidrofobicos podem ser perdidos durante o preparo das amostras.
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Figura 7.18. Esquema que mostra as possiveis interagdes entre as proteinas Mur com base nos
resultados da analise da espectrometria de massa no equipamento Orbitrap. As linhas grossas
que ligam MurF com MurC e MurD representam um nimero elevado de crosslinks encontrados
entre eles.

Este modelo esquematico, baseado nos resultados de espectrometria de massas,
mostra de forma inédita a existéncia de um mega-complexo entre as enzimas Mur. Além disso,
esses dados estdo de acordo com nossas analises de MST que também mostram a interacao
entre essas proteinas. Também podemos observar que a presenca dos oligbmeros que sdo
dependentes da concentracdo de proteina na solucdo sdo essenciais para a interacao entre as as
enzimas Mur. Hipoteticamente, esses oligbmeros podem ser formados na célula para
desencadear uma rede de interagdes proteina-proteina com a finalidade de otimizar a produgéo
dos precursores do peptideoglicano durante a divisao celular e assim, garantir a sobrevivéncia

da bactéria durante esse ciclo celular.

A técnica de cross-linking quimico/espectrometria de massas fornece
oportunidades para a modelagem de mapas estruturais detalhados para o estudo funcional dos
complexos entre proteinas formados em solugdo. Nos ultimos anos protocolos foram
otimizados e novas ferramentas computacionais para analises confiaveis resultaram em avancos
significativos para essa nova tecnologia. Esses avancos contribuiram para o aumento do uso
dessa técnica, a qual estd sendo empregada com sucesso para a determinacdo de complexos

proteina-proteina. Porem, serd necessario que 0s métodos computacionais de modelagem
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estrutural sejam melhorados também com a finalidade da integralizacdo desses métodos para o
estudo de complexos biologicos (Rappsilber, 2011; Tran et al., 2016).

7.9 Cristalizacdo de complexos entre as enzimas Mur

O ultimo ensaio que realizamos para analisar as interacdes entre as enzimas Mur
foi a cristalizagdo dos complexos binérios realizada na plataforma de cristalizacdo de alto
rendimento no LNBIio, RoboLab. Os cristais foram obtidos em diferentes condic¢des por difusdo
de vapor (sitting drop) a 18 °C. Devido ao tamanho dos cristais ndo foi possivel realizar a coleta
de dados no Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS) devido as limitagfes do tamanho
do feixe na linha MX2. Além disso, ndo foi possivel a reproducdo manual desses cristais através

do método hanging drop.

A cristalizacdo de complexos proteina-proteina ainda é um novo campo a ser
explorado. O nimero de estruturas de complexos depositadas no PDB ainda é relativamente
baixo embora a maioria dos processos celulares sejam dependentes dessas interacdes. A
estrutura de complexos de proteinas permite ndo somente a confirmacao de uma interacdo, mas
também representa informac@es valiosas para o desenvolvimento de novas drogas (Sergei et
al., 2006).

As condicOes de cristalizacdo de complexos proteina — proteina sdo ainda mais
dificeis de serem controladas se comparadas com a cristalizacdo de uma Unica proteina, pois é
necessario encontrar uma condicdo na qual a interacdo € suficientemente estavel. Além disso,
essa condicdo precisa ser favoravel para as espécies complexadas e desfavoravel para as
proteinas ndo complexadas. Isso explica o porqué temos poucos dados na literatura das

estruturas de complexos entre proteinas.

Por outro lado, existe uma ampla variedade de condicGes de cristalizagéo na qual
uma Unica proteina pode formar cristais, como por exemplo, algumas proteinas cristalizam com
altas concentracOes de sal e precipitantes ou extremos valores de pH. No entanto, para
complexos entre proteinas essa variedade de condig¢fes torna-se limitada uma vez que, altas
concentragdes de sal ou valores de pH extremos podem desestabilizar essas interagdes. Sergei
e Radaev et al (2006) observaram que a maioria dos complexos proteina-proteina cristalizaram

em uma faixa pequena de pH e com baixas concentragdes de precipitante.



129

O processo de nucleagdo é o ponto inicial da cristalizagdo, no qual comecam a
aparecer pequenos cristais que ndo se dissolvem em solucdo. Enquanto que altos niveis de
supersaturacdo favorecem o processo de nucleacdo na cristalizacdo, um baixo nivel de
supersaturacdo € necessario para o crescimento de cristais de boa qualidade. Embora as
condigdes que favorecam a nuclea¢do nem sempre sdo as mesmas que favorecem o crescimento
dos cristais. Portanto, a cristalizacéo é o perfeito equilibrio entre a nucleacéo e o crescimento
dos cristais (Garc-Ruiz, 2003).

O cristal de proteina é constituido basicamente pelas células unitarias dos cristais,
0s quais estdo arranjados de forma periddica em trés dimensdes. A célula unitaria contém todas
as informac0es estruturais e de simetria do cristal que sdo necessarias para descrever o cristal
inteiro e podem ser descritas através dos vetores a, b e c, e atraves dos angulos formados entre

os vetores (a, B, v) (Fig 7.19).

Figura 7.19. Célula unitéria do cristal

7.9.1 Ensaios de cristalizagéo dos complexos das enzimas Mur

As proteinas MurC, MurD e MurF com o substrato de cada enzima e AMP-PNP
assim como os complexos MurC:MurF, MurC:MurD e MurD:MurF foram enviadas a
plataforma de cristalizagdo HTX —-EMBL em Grenoble, Franca. Foram testados seis diferentes
kits comerciais de cristalizacdo através do método sitting drop a 18 °C. Apo0s trés dias

comegamos a observar os primeiros cristais de MurC:MurF e apds 14 dias observamos uma
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Unica condicdo com cristais de MurC:MurD (Fig. 7.20). Nenhum cristal foi observado para as

proteinas separadamente nem para o complexo MurD:MurF apéds 30 dias.

Figura 7.20. Cristais das enzimas Mur com o método sitting drop. (A) Cristal de
MurC:MurF (1:1) na condicdo: 0.2 M Tiocianato de potassio, 0.1 M Bis Tris propano pH 6.5,
20 % (p/v) PEG 3350. (B) Cristal de MurC:MurF (1:1) na condicdo: 0.2 M Acetato de amonio,
PEG 3,350 20 % (p/v). (C) Cristal de MurC:MurF (1:1) na condi¢do: 0,2 M Nitrato de aménio,
PEG 3350 20% (p/v). (D) Cristal de MurC:MurD (1:1) na condi¢do: 0,2 M Tiocianato de
potéassio, 0,1 M Bis Tris propano pH 6.5, PEG 3350 20% (p/v). Os experimentos foram
realizados na plataforma HTX do EMBL.
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A grande maioria das condi¢Oes nas quais foram observados os cristais continham
somente sal, tais como, acetato de aménio e nitrato de amonio e o0 agente precipitante mais

comum foi PEG 3350. Uma vez obtidos os cristais atraves da plataforma de cristalizacdo foram

iniciados 0s ensaios de otimizacdo manual com placas de 24 pogos através do método hanging
drop (Fig. 7.21).

Figura 7.21. Otimizacdo manual dos cristais das enzimas MurC:MurF com o método
hanging drop. (A) Acetato de amonio 0,2 M e PEG 3350 20%. (B) Acetato de amonio 0,2M e
PEG 3350 18%. (C) Acetato de amonio 0,2 M e PEG 3350 16%. (D) Nitrato de aménio 0,2M
e PEG 3350 18%. (E) Nitrato de amonio 0,2 M e PEG 3350 17%. (F) Nitrato de amonio 0,2M
e PEG 3350 16%. (G) Nitrato de aménio 0,2 M, 0,05M NaCl e PEG 3350 16,1%. (H) Nitrato
de amonio 0,2M, 0,05 M NaCl e PEG 3350 16.5%. (I) Nitrato de amonio 0,2 M, 0,05 M NaCl
e PEG 3350 16,8%.

Os cristais de MurC:MurF foram congelados com Paratone-N (Hampton), agente
crio protetor para evitar a formacdo de anéis de gelo ao redor dos cristais na presenca do feixe

de nitrogénio liquido. A coleta dos dados foi realizada no European Synchrotron Radiation
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Facility (ESRF) de Grenoble na linha de luz ID30B, equipada com um detector Pilatus de
microfoco, com o auxilio do Dr. Carlos Contreras-Martel, membro do nosso grupo (Patogénese

Bacteriana) do Institut de Biologie Structurale (IBS).

Os potenciais cristais de ‘MurC:MurF’ difrataram a uma resolugdo de
aproximadamente 3 A, o qual consideramos que s&o resultados promissores tendo em vista que
este foi o primeiro teste realizado desde as etapas iniciais de purificacdo, triagens de

cristalizacdo e otimizacédo dos cristais (Tabela 7.5).

Os pontos de difragdo para estes cristais s&o bem definidos (Fig. 7.22), embora
tenha sido necessario aumentar a intensidade de transmissao do feixe para 25% com a finalidade
de obter um padrao de difracdo. Com o aumento da transmissdo do feixe os cristais sofreram
danos devido a radiagdo, no entanto foi possivel obter o possivel grupo espacial e a estratégia

de coleta.

Figura 7.22. Padrao de difracio do potencial cristal de ‘MurC:MurF’ coletado na linha
de luz ID30B equipada com detector Pilatus do ESRF- Grenoble, Franga. (A) Imagem da
face do detector mostrando os pontos de difracdo até aproximadamente 3.3 A. (B) Imagem
ampliada da face do detector. E possivel observar o padrdo de difracio de proteinas, além disso,
0s pontos de difracdo sdo bem definidos.



Tabela 7.5. Processamento final dos dados com XDS

Resolution
limit

8.98

6.4
5.24
4.55
4.07
3.72
3.44
3.22
3.04
total

Number of reflections

Observed Unique Possible

9027

19443
28528
33706
38107
40704
44187
44864
44681

303247

2201

3637
4408
5120
5467
5659
5810
5915
6000
44217

2344

3771
4740
5538
6198
6827
7365
7911
8375
53069

Completeness R-factor R-factor
observed expected

data

93.90%

96.40%
93.00%
92.50%
88.20%
82.90%
78.90%
74.80%
71.60%
83.30%

2.40%

7.30%
16.40%
18.90%
25.90%
36.40%
48.10%
58.90%
68.40%
27.00%

2.30%

6.80%
15.40%
17.80%
24.30%
34.40%
45.30%
55.40%
64.30%
25.40%

Compared I/SIGMA

9026

19434
28528
33706
38105
40702
44183
44864
44664

303212

51.49

24.66
13.39
11.99
9.16
6.7
5.27
4.11
3.42
11.01

R-meas

2.80%

8.10%
17.80%
20.50%
28.00%
39.20%
51.60%
63.20%
73.50%
29.20%

cc (1/2) Anomal sigAno

100.0*
99.8*
98.9*
98.8*
97.8*
96.7*
94.3*
91.1*
89.7*
99.1*

corr

-1

= = == e =N

0.852

0.826
0.792
0.796
0.782
0.747
0.726
0.697
0.679
0.748

A partir da analise dos dados com o programa XDS podemos observar que:
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Nano

760

2076
3201
3787
4289
4506
4830
4977
4931
33357

A completeza dos dados € maior do que 90% a baixa resolucdo, contudo esse valor

decresce para 71% com uma resolucdo de aproximadamente 3 A. A completeza total

dos dados é de 83%, pois o cristal sofreu devido a problemas de radiacdo. No entanto,

este valor de completeza é suficiente para os testes de substituicdo molecular e, além

disso, outros dados ja foram coletados com a finalidade de melhorar nossos indices de

completeza.

O valor de I/sigma para a resolucdo de 3 A é de 3.4. Este valor esta acima do minimo

recomendado (2.0), o qual indica que a qualidade dos dados coletados é razoavel.

O R-factor esta relativamente alto, com valor de 27% (total), porém com o uso do

programa de substituicdo molecular “Phaser” € possivel manter os valores de 1/Sigma

acima de 2.0 para as analises dos dados.

Os cristais de MurC:MurF possuem alta simetria, pois pertencem ao grupo espacial

P6(2)22, ou seja apresentam simetria hexagonal. Isto significa que a estrateégia de coleta para

0s proximos cristais pode ser alterada, pois para esse grupo somente € necessaria a coleta de

30° ao inveés da coleta de 360° realizada para cristais com baixa simetria como por exemplo 0

grupo espacial P1.
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Por outro lado, um fato interessante que distingue os cristais de ‘MurC:MurF’ dos
outros cristais das enzimas Mur individuais ¢ o tamanho da célula unitaria. Os cristais de
‘MurC:MurF’ apresentam dimensdes celulares de a=162.32 b=162.32 e ¢c=347.5 (A) nos
angulos a=90, =90, y= 120 o qual representa o dobro do tamanho das enzimas Mur individuais
depositadas no PDB. No entanto, sdo necessarias mais analises que permitam concluir se o
cristal € formado pelas proteinas MurC e MurF ou somente por umas das proteinas individuais.

Como existem muitas estruturas publicadas das enzimas Mur foi possivel proceder
a substituicdo molecular. O primeiro passo para iniciar a substituicdo molecular é encontrar
uma estrutura cristalografica com no minimo 30% de similaridade em relagéo a nova estrutura
a ser resolvida, posteriormente é necessario localizar e orientar o modelo dentro da célula
unitaria do cristal da estrutura desconhecida a fim de correlacionar os dados do modelo com os
dados experimentais. Os programas de substituicdo molecular, como por exemplo o programa

Phaser usa algoritmos baseados na maxima semelhanca entre os modelos.

As enzimas Mur podem se apresentar em diferentes conformacdes dependendo da
presenca ou auséncia do substrato e ATP. Neste caso dos ligantes estarem presentes, ocorre
uma rotacdo do dominio C-terminal e a molécula torna-se mais compacta, porém na sua
auséncia a proteina esta completamente aberta, ou seja, 0os dominios N- e C-terminal estdo

completamente afastados (Perdih et al., 2007).

Teoricamente, os cristais ‘MurC:MurF’ deveriam estar em uma conformagdo mais
fechada, pois foram previamente incubados com o substrato de cada enzima e AMP-PNP. Deste
modo, um teste de substituicdo molecular foi realizado com o modelo da enzima MurF de S.
pneumoniae (codigo PDB 3ZM5) que se apresenta na conformacdo fechada. Como ndo ha
estrutura de MurC de S. pneumoniae, foi necessario utilizar as estruturas de MurC de outras

espécies depositadas no PDB.

No entanto, ndo é possivel afirmar que MurC e MurF no cristal se apresentam na
conformacdo fechada, pois podem haver conformacdes intermediarias que também sdo
cristalizaveis como relatado por Sink et al., (2016) que mostraram pela primeira vez que a
enzima MurD mesmo na auséncia de ligantes ndo esta completamente aberta. Este fato foi
quantificado pela determina¢do dos valores de RMSD (do inglés “Root Mean Square

deviation”) de todas as estruturas de MurD sobrepostas.
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Atualmente, nossos dados de substituicdo molecular estdo sendo processados no
IBS pelo cristalografo do nosso grupo Dr. Carlos Contreras-Martel. Para isto, estdo sendo
utilizadas diferentes estratégias, tais como o processamento de seis moléculas de MurC/MurF
ou trés moléculas de MurC e trés de MurF. Além disso, também esta sendo processado somente
0s dominios mais conservados de cada Mur, ou seja, dominios 1 e 2, ja que o dominio C-

terminal pode se apresentar em diferentes conformacdes estruturais.

Por outro lado, esta sendo realizado o refinamento manual dos cristais em placas de

24 pocos utilizando diferentes estratégias, tais como:

e Variagdo da concentracdo da proteina. Uma vez que a nucleacdo desses cristais é muito

rapida e isso promove a formac&o de poli-cristais extremamente pequenos.

e Mudancas na temperatura de cristalizacdo. Estdo sendo testadas trés diferentes 4, 14 e

18 °C com a finalidade de produzir cristais Gnicos e maiores.

e Macro-seeding. Esta técnica esta sendo empregada a fim de diminuir a nucleacédo e

formar cristais Unicos a partir de um cristal de boa qualidade.

No caso destes cristais em analise realmente pertencerem ao complexo entre as
enzimas MurC e MurF permitird o avanco na compreensdo de como estas proteinas atuam no
momento da biossintese do peptideoglicano e sera possivel esclarecer quais sdo as interacdes
pelas quais os complexos sdo formados. Deste modo, ensaios de mutagdo sitio dirigida podem
ser realizados com a finalidade de bloguear a formacdo dos complexos e impedir a diviséo

celular bacteriana.
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8. CONCLUSAO

As Enzimas Mur juntamente com MraY e MurG participam da mesma via
metabolica essencial para a sobrevivéncia da célula bacteriana, a qual conduz a formacéo do
lipideo Il, unidade formadora do peptideoglicano. Embora existam muitos trabalhos que
descrevam a fungdo das proteinas nas células, como ja foi descrito anteriormente, pouco se sabe
sobre a organizacdo espaco-temporal destas enzimas que coordenam os processos de elongacgéo

e divisao celular.

A formacao de um mega-complexo formado entre os oligdbmeros das enzimas Mur
em associacdo com MurG e possivelmente com MraY, pode indicar que esta rede de interacdes
oferece vantagens em termos de eficiéncia celular, uma vez que auxiliaria na dindmica do
processo de sintese garantindo que o ciclo celular se mantenha funcional. Este trabalho permitiu
a caracterizacdo de um potencial mega-complexo formado por diferentes enzimas (Fig. 8.1) e
além disso, permitira a abertura de um novo caminho para a compreensdo deste sistema

complexo.

O estudo com a proteina integral de membrana MraY fusionada a Mistic nos
permitiu concluir que a proteina pode ser produzida em grandes quantidades no sistema de
expressao de E. coli, bem como ser purificada satisfatoriamente e mantida solivel com o uso
do detergente DDM. Além disso, estudos com o operon murF-mraY de Thermotoga maritima
mostraram que possivelmente estas proteinas possam interagir, embora sejam necessarios

experimentos que confirmem nossa hipotese.

A partir das diversas analises biofisicas que foram realizadas ao decorrer deste
trabalho, com realizadas com as enzimas Mur e a proteina MurG observamos pela primeira vez

que:

e As enzimas Mur sdo capazes de formar oligdbmeros que sd@o dependentes da
concentracdo de proteina em solucdo, os quais estdo altamentes relacionados com a

formacéo de um mega-complexo entre as ligases Mur e a proteina MurG;
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e A proteina MurG tem a capacidade de se auto-associar para formar grandes oligdmeros
solaveis, os quais sd@o dependentes da concentracdo de detergente na solugéo. Isto pode

ser considerado um processo dindmico para a montagem do mega-complexo entre o

citoplasma e a membrana celular;

m— AUC
s [\/ST (NM)

SIZ3 MST (uM)
mmmm X-link/Massas

Figura 8.1. Modelo esquematico das interacdes entre as enzimas Mur. Cada linha
representa diferentes ensaios que foram realizados para as analises dos complexos das proteinas
mur. As linhas azuis representam as interacfes que foram observadas através da técnica de
ultracentrifugacdo analitica pelo método de velocidade (AUC). As linhas verdes inteiras
representam as interacGes através do ensaio de termoforese em micro-escala (MST); as linhas
verdes inteiras mostram interagcdes na ordem de nM, enquanto que as linhas verdes tracejadas
representam interacGes na ordem de pM. E as linhas vermelhas representam as interac6es das
enzimas Mur que foram observadas nos ensaios de cross-linking quimico com DSS acoplado
ao ensaio de espectrometria de massas.

Os resultados apresentados neste trabalho certamente irdo auxiliar na compreenséo
de como ocorrem as interacGes em diferentes etapas da formacéo do peptideoglicano, tendo em
vista que MurC-MurF estdo localizadas no citoplasma e participam nos primeiros passos de
formacéo da parede celular, enquanto que MurG esta anexada a membrana citoplasmatica e esta

envolvida nos passos finais de formacao do peptideoglicano na membrana.

Além disso, os resultados apresentados fornecem novas informacdes sobre a

interacdo direta das proteinas Mur e marca um importante passo na caracterizacao de um mega-
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complexo para o primeiro estagio de sintese do peptideoglicano no citoplasma. Por fim, esse
estudo suporta a hipdtese de que processos celulares ndo devem ser encarados como vias
independentes, mas como maquinarias que executam funcGes através de multi-complexos
altamente coordenados, e deste modo, permite-se novas possibilidades para o desenvolvimento
de drogas que inibam a formacéo desses complexos e impecam a formacéo da parede celular
bacteriana.
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ANEXOS

| _ ; Uso exclusivo da ClBio:
_ Numerode projeto/ processo:  2015-13 |

Formulério de encaminhamento de projetos de pesquisa para andlise pela CIBio - Comissio
Interna de Biosseguranga do CNPEM — Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais

Titulo do projeto: Caracterizagao estrutural de componentes de um complexo
essencial para a [orma¢ao da parede bacteriana
Pesquisador responsavel: Andrea Dessen de Souza e Silva

Experimentador: Mayara Mayele Miyachira

Classc de risco do OGM: [ x]Riscol [ ]Riscoll

Nivel do treinamento do experimentador: [ ]-Iniciagdo cientifica, [ |-mestrado, [ ]-doutorado,
[ X ]-doutorado direto, [ ]-pés-doutorado, [ ]-nivel técnico, [ ]-outro, especifique:

Resumo do projeto: A biossintese da parede bacteriana tem sido estudada ha varias décadas para a
identificacdo de alvos para o desenvolvimento de antimicrobianos. No entanto, o aparecimento de
bactérias multi-drogas resistentes leva & necessidade de pesquisar e caracterizar novos alvos
moleculares. A sintese do peptideoglicano, componente principal da parede celular bacteriana, envolve a
participagdo de complexos macromoleculares que podem incluir proteinas citoplasmaticas,
periplasmaticas e de membrana. O objetivo do presente projeto é caracterizar estruturalmente o
complexo periplasmatico solivel (PBP2:MreC) e a proteina de membrana MraY transferase, pois sao
componentes essenciais para a sintese do peptideoglicano. As técnicas que serdo utilizadas incluem a
expressao e purificagao de proteinas recombinantes soluveis e de membrana, cristalizagdo, analise em
sincrotron e resolugao de estruturas proteicas. O grupo de pesquisa dirigido pela Andréa Dessen esta
dividido em duas localidades: Laboratério Nacional de Biociéncias (LNBio) em Campinas-Brasil (4
pesquisadores), e Institut de Biologie Structurale em Grenoble-Franga (10 pesquisadores). O Projeto
Tematico intitulado “Estruturagao de complexos macromoleculares da parede bacteriana" sera realizado
em Campinas, onde a aluna Mayara Mayele Miyachiro desenvolvera a maior parte do trabalho de tese.
No entanto, nossos pesquisadores de Grenoble tém muita experiéncia na produgédo e purificacio de
proteinas de membrana e, portanto, consideramos que sera extremamente proveitoso para a aluna
realizar algumas etapas do projeto em Grenoble. Os resultados do presente projeto ajudarao a identificar
a nivel atdmico novos alvos macromoleculares que poderdo ser utilizados para o desenvolvimento de
farmacos com atividade antibacteriana mais eficientes.

A CIBio analisou este projeto em reunido realizada no dia: 1007 O? . 23/9 :

Parecer final: [)d-projeto aprovado, [ ]-projeto recusado,f ]-projeto’com deficiéncias,
comentarios anexo.
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