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RESUMO GERAL

INTRODUCAO E OBJETIVOS — A disponibilidade de nitrogénio fixado é um dos
principais fatores limitantes para a produtividade agricola. Naturalmente, 0 processo de
fixacdo do nitrogénio é realizado por microrganismos chamados de diazatroficos.
Herbaspirillum seropedicae, alvo do nosso trabalho, é uma bactéria diazotrofica capaz
de estimular o crescimento vegetal. O metabolismo de nitrogénio em H. seropedicae é
regulado por um sistema molecular conhecido como Ntr (“nitrogen regulation system”).
As proteinas GInD e PIl que pertencem a esse sistema, participam como sensores
primarios dos niveis de nitrogénio intracelular. As proteinas PIl tém como funcédo a
transducdo de sinal e regulam a atividade de outras proteinas do sistema Ntr através de
interacdo fisica. GInD, por sua vez, € uma proteina bifuncional, podendo adicionar ou
remover grupamentos UMP a PII. Dependendo do nivel de nitrogénio intracelular, a
atividade de remocdo ou adi¢do dos grupos UMP é intensificada, causando uma cascata
de reacBes, culminando com a adaptacdo da bactéria as condi¢bes ambientais. O
presente trabalho foi planejado para verificar como € regulada a atividade de
desuridililacdo da proteina GInD selvagem e com mutac@es. Para isso foram avaliados
os efeitos das concentragdes de Mg?*, Mn**, ATP, ADP, glutamina e 2-oxoglutarato.

MATERIAIS E METODOS - Plasmideos de expressdo contendo oS genes que
codificam as proteinas GInD e GInK de H. seropedicae foram usados para a
superexpressdo heteréloga dessas proteinas na estirpe BL21 de Escherichia coli. A
expressao foi induzida com a adicdo de 0,5 mM de IPTG e ocorreu por 3 horas a 37°C
para a proteina GInK, e por 16 horas a 16°C para GInD. Apds serem superexpressas, as
proteinas foram purificadas utilizando uma coluna de heparina (para GInK) ou coluna
de afinidade carregada com niquel (para GInD). Para a construcdo de versdes truncadas
de GInD de H. seropedicae, primeiramente foi realizada uma analise in silico dos
dominios. A partir do resultado obtido foram construidas cinco versdes diferentes de
GInD, utilizando oligonucleotideos especificos para cada mutante. Os genes que
expressam as proteinas GInD mutantes foram amplificados e ligados ao vetor pET28a.
As versdes de GInD mutantes foram superexpressas nos mesmos moldes da proteina
GInD selvagem. Devido a questfes de solubilidade, o0 mutante GINDAACT foi a Unica
versdo a ser purificada. Com as proteinas GInK, GInD e GINDAACT purificadas, foram
realizados testes para verificar os efeitos de efetores moleculares (Mg®*, Mn?*, ATP,
ADP, glutamina e 2-oxoglutarato) na atividade de desuridililagdo. A atividade de GInD
foi verificada por andlises do grau de modificacdo pos-traducional de GInK através de
eletroforese de gel de poliacrilamida ndo desnaturante. A quantificagdo das bandas
proteicas visualizadas no gel foi feita com auxilio do programa Imagel e os resultados
foram plotados em gréaficos expressos em quantidade relativa de monémeros de GInK
uridililados.

RESULTADOS - Os principais resultados foram os seguintes:

1) A atividade uridilil-removedora (UR) de GInD de Herbaspirillum seropedicae é
maior quando adicionado o ion Mn*? em comparagdo com Mg*?;

2) Glutamina estimulou a atividade UR, enquanto que 2-oxoglutarato (2-OG) inibiu a
desuridililacgao;



3) A adicdo de glutamina na concentracdo 10mM reverteu a inibicdo de 2-OG na
concentragdo 2mM;

4) O efeito inibitorio de 2-OG s6 foi observado na presenca de ATP, ndo ocorrendo
quando somente ADP foi adicionado;

5) Cinco versbes do gene que expressa GInD de H. seropedicae foram construidas,
clonadas e transformadas nas estirpes TOP10 e BL21 de E. coli;

6) GInDAACT foi a primeira versdo a ser purificada e caracterizada;

7) A enzima mutante GInDAACT teve sua atividade uridilil-transferase (UTase)
desregulada, fazendo com que ocorresse um ciclo futil de uridililagdo e posterior
desuridililacdo;

8) GInDAACT teve atividade UR diferente da enzima selvagem, perdendo sensibilidade
ao 2-0OG e a glutamina.

DISCUSSAO — Com os resultados obtidos, foi possivel observar que a atividade UR de
GInD de H. seropedicae foi estimulada por glutamina e inibida por 2-OG. Com a adigéo
de mais glutamina, foi observada que a inibicdo por 2-OG foi revertida, possivelmente
pela competicdo desses dois efetores pela ligagdo em GInD. Entretanto, os resultados
com 2-OG mostraram que a atividade inibitéria do efetor sé foi verificada na presenca
de ATP, mostrando que isso pode ter ocorrido devido a ligacdo de 2-OG em PII ao
invés de GInD. Para verificar a atividade regulatéria dos dominios de GInD, foram
construidas cinco versdes diferentes do gene que expressa a proteina GInD. A versdo
GInDAACT foi purificada e teve sua atividade caracterizada. Com relagdo a atividade
UTase do mutante, foi observada que a enzima realiza um ciclo fatil de uridililacdo e
desuridililacdo. Esse resultado mostra que o dominio ACT da enzima selvagem tem
uma funcéo reguladora, controlando tanto a atividade UTase quanto a UR. A atividade
UR do mutante GInDAACT também foi diferente da encontrada na enzima selvagem,
mostrando que essa versdo perdeu a sensibilidade tanto por 2-OG quanto por glutamina.
Esse resultado demonstra que 2-OG também se liga a GInD na presenca de ATP. Para
confirmar as hipéteses, estudos adicionais serdo realizados.

CONCLUSOES - O presente estudo demonstrou que a proteina GInD de H.
seropedicae possui caracteristicas uUnicas que a diferem de outras proteinas ortologas
estudadas até o presente momento. O presente trabalho relne evidéncias que 2-OG
exerce efeito inibitério sobre a desuridililacdo por ligagdo direta em GInD, ao mesmo
tempo que possui uma forte evidéncia de que esse efeito sobre a desuridililagdo é por
sua ligacdo a proteina PIl. Para a solucdo dessa questdo, novos experimentos serdo
realizados.



GENERAL ABSTRACT

INTRODUCTION AND OBJECTIVES - The availability of fixed nitrogen is one of
the main limiting factors for agricultural productivity. Naturally, the nitrogen fixation
process is performed by microorganisms called diazatrophs. Herbaspirillum
seropedicae, the target of our work, is a diazotrophic bacterium capable of stimulating
plant growth. The nitrogen metabolism in H. seropedicae is regulated by a molecular
system known as Ntr ("nitrogen regulation system™). The GInD and PIl proteins
belonging to this system participate as primary sensors of intracellular nitrogen levels.
PIl proteins function to signal transduction and regulate the activity of other Ntr
proteins through physical interaction. GInD, on the other hand, is a bifunctional protein,
being able to add or remove UMP clusters to P1l. Depending on the level of intracellular
nitrogen, the removal or addition activity of the UMP groups is intensified, causing a
cascade of reactions, which culminates with the adaptation of the bacteria to its
environment. The present work was designed to verify how the wild-type and mutated
GInD protein deuridylylation activity is regulated. For this, the effects of Mg**, Mn*,
ATP, ADP, glutamine and 2-oxoglutarate concentrations were evaluated.

MATERIALS AND METHODS - Expression plasmids carrying the H. seropedicae
GInK and GInD proteins coding genes were used for heterologous overexpression of
these proteins at the BL21 Escherichia coli strain. Expression was induced upon the
addition of 0.5 mM IPTG and occurred for 3 hours at 37°C for the GInK protein, and for
16 hours at 16°C for GInD. After being overexpressed, the proteins were purified using
a heparin- column (for GInK) or a nickel-loaded affinity column (for GInD). For the
construction of truncated GInD versions of H. seropedicae, an in silico analysis of the
domains was first performed. From the result obtained five different versions of GInD
were constructed, using oligonucleotides specific for each mutant. The genes expressing
the mutant GInD proteins were amplified and ligated to the pET28a vector. The mutant
GInD versions were overexpressed in the same molds as the wild-type GInD protein.
Due to solubility issues, the GINDAACT mutant was the only version to be purified.
With purified GInK, GInD and GInDAACT proteins, tests were performed to verify the
effects of molecular effectors (Mg?*, Mn?*, ATP, ADP, glutamine and 2-oxoglutarate)
on the deuridylylation activity. Protein samples were analyzed by non-denaturing
polyacrylamide gel electrophoresis. Quantification of the protein bands visualized on
the gel was done with the aid of the ImageJ program and the results were plotted on
graphs expressed in relative quantity of uridylylated GInK monomers.

RESULTS - The main results were as follows:

1) The uridylyl-remover activity (UR) of GInD from Herbaspirillum seropedicae is
higher when Mn?" ion is added compared to Mg**;

2) Glutamine stimulated UR activity, whereas 2-oxoglutarate (2-OG) inhibited
deuridylylation;

3) The addition of glutamine at 20mM concentration reversed the inhibition of 2-OG in
2mM concentration;

4) The inhibitory effect of 2-OG was only observed in the presence of ATP, not
occurring when only ADP was added,;

5) Five versions of the gene expressing GInD from H. seropedicae were constructed,
cloned and transformed into strains TOP10 and BL21 of E. coli;

6) GINDAACT was the first version to be purified and characterized;



7) The GInDAACT mutant enzyme had its unregulated uridylyl transferase (UTase)
activity, causing a fuid cycle of uridylylation and subsequent deuridylylation;

8) GINDAACT had UR activity different from the wild-type enzyme, losing sensitivity
to 2-OG and glutamine.

DISCUSSION - With the obtained results, it was possible to observe that the UR
activity of GInD of H. seropedicae was stimulated by glutamine and inhibited by 2-OG.
With the addition of more glutamine, it was observed that the inhibition by 2-OG was
reversed, possibly by the competition of these two effectors by GInD binding. However,
the results with 2-OG showed that the inhibitory activity of the effector was only
verified in the presence of ATP, showing that this could have occurred due to the
binding of 2-OG in PII instead of GInD. To verify the regulatory activity of the GInD
domains, five different versions of the GInD expressing gene gene were constructed.
The GInDAACT version was purified and had its activity characterized. With respect to
the UTase activity of the mutant, it was observed that the enzyme carries out a futile
cycle of uridilylation and desuryldilylation. This result shows that the ACT domain of
the wild-type enzyme has a regulatory function, controlling both UTase and UR
activity. The UR activity of the GInDAACT mutant was also different from that found
in the wild-type enzyme, showing that this version lost sensitivity by both 2-OG and
glutamine. This result demonstrates that 2-OG also binds to GInD in the presence of
ATP. To confirm the hypotheses, additional studies will be conducted.

CONCLUSIONS - The present study demonstrated that the GInD protein of H.
seropedicae has unique characteristics that differ from other orthologous proteins
studied up to the present moment. The present work gathers evidence that 2-OG exerts
an inhibitory effect on the deuridylylation by direct binding in GInD, while it has strong
evidence that this effect on deuridylylation is due to its binding to the PI1I protein. For
the solution of this question, new experiments will be carried out.
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Resumo

O metabolismo de nitrogénio em bactérias é controlado pelo sistema geral conhecido
como Ntr. As proteinas PIl sdo componentes importantes desse sistema, modulando o
metabolismo celular através de interacdo fisica com proteinas-alvo. A bactéria alvo do
presente estudo, Herbaspirillum seropedicae, ¢ um organismo fixador de nitrogénio
capaz de colonizar os tecidos internos de plantas com interesse econdmico e, portanto,
tem um importante potencial para ser utilizada como um biofertilizante. H.
seropedicae, possui duas proteinas Pll: GInB e GInK. A interacdo das proteinas PII
com as proteinas-alvo é regulada por uridililacdo pos-traducional e pela ligagcdo de
efetores alostéricos. A uridililacdo e a desuridililacdo de PIl sdo catalisadas pela
enzima bifuncional GInD. O exato mecanismo de regulacdo de GInD ainda ndo esta
bem esclarecido. O presente trabalho pretende caracterizar a regulacéo da atividade de
desuridililacdo da proteina GInD de H. seropedicae. Para isso, as proteinas envolvidas
no processo foram purificadas, e o estado de modificacdo pés-traducional das proteinas
P11 foi avaliado por gel de eletroforese ndo desnaturante. A atividade de desuridililacdo
foi fortemente estimulada por glutamina e reprimida por 2-oxoglutarato (2-OG), sendo
que essa repressdo foi forte o suficiente para suprimir o estimulo de glutamina sobre a
atividade enzimética. Uma versdo mutante da proteina GInD, com o dominio ACT
deletado (GInDAACT), foi construida e sua atividade analisada. GInDAACT foi
insensivel aos efetores moleculares, catalisando o ciclo de uridililacdo e desuridililacao
independentemente dos niveis de glutamina e 2-OG. Os resultados apresentados aqui
sugerem que a enzima GInD de H. seropedicae € capaz de sensoriar a razao
glutamina/2-OG, bem como realizar a ligagdo com esses efetores. Os resultados
também indicam que o dominio ACT € um sensor de sinais ambientais que indicam a
disponibilidade de nitrogénio.

Palavras chaves: Herbaspirillum seropedicae; regulagdo; metabolismo do nitrogénio.



1. Introducéo

1.1. Herbaspirillum seropedicae

Herbaspirillum seropedicae € uma bactéria gram-negativa, vibridide, membro
da classe B do filo proteobactérias e endofitica, ou seja, capaz de colonizar tecidos de
plantas sem causar danos aparentes ao hospedeiro [1] [2] [3]. H. seropedicae é capaz de
reduzir o nitrogénio atmosférico a amoénio. Microrganismos com essa capacidade sdo
conhecidos como diazotrofos. Evidéncias recentes apontam que o nitrogénio fixado por
H. seropedicae é incorporado na biomassa da planta hospedeira [4]. Além disso, estudos
demonstraram que bactérias do género Herbaspirillum podem produzir fitohormonios
como &cido 3-indolacético (AlA), giberelinas A; e Az e compostos indolicos [5] [6].
Ensaios com a inoculacdo de H. seropedicae em culturas de milho resultaram em
aumento no diametro basal do colmo, matéria seca da parte aérea e produtividade de
gréos [3] [7], mostrando que H. seropedicae tem grande potencial para ser utilizado
como um biofertilizante, sendo uma alternativa eficiente e menos poluente que os

fertilizantes nitrogenados.

1.2. Assimilagdo de nitrogénio

O amédnio é a principal fonte de nitrogénio de bactérias e a sua assimilagdo
consiste na sua combinacdo com o esqueleto carbdnico de 2-OG para formar glutamina
e glutamato pelas vias GS/GOGAT ou GDH [8]. A enzima GDH (glutamato
desidrogenase) converte aménio e 2-OG em glutamato. Quando a enzima GS
(Glutamina Sintetase) é usada, o glutamato é aminado a glutamina, a qual tem seu grupo
amida transferido para o 2-OG pela enzima GOGAT (Glutamato Sintase) para formar
duas moléculas de glutamato. Em Escherichia coli, a via GS/GOGAT parece ser
importante para sintetizar glutamato quando a concentracdo de amoénio € baixa,
enquanto a via GDH ¢ a preferida em condicGes de limitacdo de energia, ja que a
primeira envolve o consumo de ATP [9].

A enzima GS é regulada tanto alostericamente quanto por modificacdo
covalente. Alostericamente, alanina, glicina e outros seis produtos finais do
metabolismo da glutamina participam da regulacdo de GS [10]. Outra forma de
regulacdo € por adenililacdo/desadenililacdo, cuja reacdo € catalisada pela enzima
bifuncional ATase (GInE) [11] [12]. A enzima ATase, por sua vez, tem sua atividade
regulada pelas proteinas do tipo PIl. Em altos niveis de nitrogénio fixado, ATase
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complexa com GInB livre e catalisa a adenililacdo de GS, inativando-a. Em baixas
concentragfes de nitrogénio fixado, a GS € ativada por desadenililagdo também
catalisada pela ATase complexada a GInB-UMP [13].

1.3. Sistema Ntr

As vias bioquimicas de utilizacdo de nitrogénio sdo reguladas para evitar a perda
desnecesséria de energia, maximizando o uso do nitrogénio disponivel. Os sistemas de
controle do metabolismo variam de acordo com o organismo. Em proteobactérias, o
metabolismo de nitrogénio é regulado por um sistema molecular geral conhecido como
Ntr (“nitrogen regulation system’), composto por diversas proteinas, entre elas NtrB,

NtrC, GInD, PIl (GInB e GInK), ATase (GInE), glutamina sintetase (GS), e AmtB [8].

1.3.1 Proteinas PlII

No sistema Ntr, destacam-se as proteinas do tipo PIl. Essas proteinas sdo
homotrimeros cujos monémeros sdo compostos por 112 residuos de aminoacidos e tém
como funcdo a transducédo de sinal, regulando a atividade de uma grande variedade de
proteinas através de interacdo fisica com seus alvos [14]. Entre os alvos das proteinas
PIl encontram-se proteinas de membrana, enzimas e fatores de transcricdo, que podem
estar envolvidos no metabolismo de nitrogénio [14]. Em H. seropedicae, dois genes
codificam proteinas P1l: gInB, que € monocistrénico e expresso constitutivamente [15] e
gInK, que é co-transcrito com os genes amtB (codifica um transportador de amdnio) e
nlmA (codifica uma proteina com fungdo desconhecida). O operon nlmAglinKamtB €
transcrito a partir de um promotor o>* dependente de NtrC, e sua expressdo é induzida
em condicdes limitantes de nitrogénio [16]. Em E. coli, GInB e GInK possuem 67% de
identidade e apresentam varias fungdes compartilhadas [17] [18]. GInB de H.
seropedicae possui 73% de identidade e 83% de similaridade com a GInB de E. coli e

67% de identidade e 76% de similaridade com a enzima GInK de E. coli [19].

As proteinas pertencentes a familia PIl tem alta homologia de sequéncias e
estrutura tridimensional bastante conservada. No trimero de PII, cada monémero, com
massa de aproximadamente 12 kDa, ¢ composto por duas a-hélices e 6 folhas f-
pregueadas (Figura 1) [19]. As a-hélices e as folhas B-pregueadas formam um motivo
estrutural em forma de barril conhecido como Pap duplo. Esses dois motivos séo

conectados por uma volta longa, conhecida como loop-T, que compreende 0s residuos



de aminoacido 37-55, incluindo o residuo Tirosina 51, alvo de uma modificacdo pos-
traducional. Cada mondmero de PII ainda possui mais dois loops menores: B e C. O
loop-B conecta a segunda a-hélice a quarta folha 3, e 0 loop-C se encontra na regido C-
terminal [20]. No trimero de PII, os loops B e T de um mondmero e o loop-C do
mondmero adjacente formam uma cavidade entre as subunidades que serve como sitio

de ligacéo para efetores moleculares [21] (Figura 2).

B-loop C-loop

Figura 1 - Modelo estrutural da proteina GInK de E. coli. Retirado de [22].

Figura 2 — Sitio de ligacdo de efetores da proteina GInK. (A) GInK de E. coli ocupada
por ADP. (B) PII de Synechococcus elongatus ocupada com ATP. (C) PIl de S.
elongatus ocupada com ATP e 2-OG. Retirada de [21].

As interagOes das proteinas PIl com seus alvos, e o efeito que causam neles, séo
regulados em dois niveis: pds-traducionalmente e ligacdo de efetores moleculares [23].
Quanto a regulacdo alostérica, cada trimero de PII possui trés sitios para ligacdo de ATP
ou ADP e 2-oxoglutarato (2-OG), sendo que a ligagcdo desses efetores apresenta
cooperatividade negativa [11] [24]. 2-OG so6 consegue se ligar apos a ligacdo de ATP,

que envolve a coordenacdo de um fon Mg?* pelos dois efetores. Mudancas na ocupacéo
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do sitio de ligacdo de efetores em PIl alteram a conformacdo do loop-T dessas

proteinas, contribuindo para a modulagdo da interacdo de P1lI com seus alvos.

Em H. seropedicae, as proteinas PIl sdo covalentemente modificadas por
uridililacdo (adi¢do de um grupamento UMP) no residuo de tirosina 51 no loop-T [25].
Estudos com PII e PII-UMP cristalizadas, mostraram que uma diferenca marcante entre
as estruturas é em relacdo a fixagdo do loop-T, sendo que na forma uridililada o loop-T
parece ser mais mével, podendo adotar vérias conformacgdes diferentes [26]. O efeito
dos efetores alostéricos e da modificacdo covalente na interacdo das proteinas PIl de H.

seropedicae com uma proteina alvo ja foi demonstrada [27].

1.3.2 Proteina GInD
1.3.2.1 Reac0es catalisadas por GInD

A proteina GInD é uma proteina bifuncional reguladora da atividade das
proteinas PIl [28]. GInD apresenta duas atividades enzimaticas: funcdo uridilil-
transferase (UTase) e uridilil-removedora (UR), ou seja, é capaz de adicionar ou
remover grupamentos uridilil ao residuo conservado de tirosina (Y51) presente no loop-
T de PII. A reacdo de desuridililacdo ndo € apenas a reversao da reacao de uridililacdo:
essas duas reacdes sdo catalisadas por dominios distintos da proteina. O sistema PII-
GInD atua como uma unidade de controle do metabolismo de nitrogénio e da
sinalizacdo de glutamina na bactéria [29]. A atividade UTase de GInD foi relatada pela
primeira vez no ano de 1971 [30], mostrando a conversédo de P1l a PII-UMP na presenca
de ATP, 2-OG e UTP, e sendo inibida por glutamina. Posteriormente, estudos
reportaram a atividade UR de GInD bem como a necessidade de fons divalentes Mn?*
elou Mg®*, ATP e 2-OG [31] [32].

Em condicdes limitantes de nitrogénio, a atividade UTase de GInD ¢é estimulada,
adicionando um grupo UMP de um UTP a cada subunidade do trimero PII. Esse
processo ativa uma cascata de reacdes culminando na adaptacdo do metabolismo da

bactéria & essas condicdes [14].

1.3.2.2 Dominios de GInD
A proteina GInD pode ter diferentes estruturas e funcGes na célula dependendo
da espécie que a expressa. As proteinas GInD de E. coli e Rhodospirillum rubrum, por

exemplo, possuem quatro dominios distintos: um dominio  N-terminal
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nucleotideotransferase (NT), um dominio central HD, contendo um residuo conservado
de histidina e aspartato [33], e dois dominios C-terminais ACT (aspartato quinase-
corismato mutase-TyrA) [34] [35], esquematizados na figura 3. Por outro lado, a
proteina GInD de Sinorhizobium meliloti possui 4 dominios ACT [36], enquanto a GInD
de Corynebacterium glutamicum ndo possui dominios ACT e tem atividade de

adenililagéo e desadenililagdo de GInK [37].

T4 169 468 602 708 771 815 877

pm  mmmm 890

— ] — HD  m—CTm—ACT=

1

Figura 3 - Localiza¢do dos dominios de GInD de E. coli. Retirado de [35]. Os pontos
indicados representam os residuos conservados nos dominios NT e HD.

Em E. coli e R. rubrum, o dominio NT € responsavel pela atividade UTase e
apresenta dois residuos conservados de glicina e aspartato em sua estrutura [38]. Esse
dominio também possui dois residuos conservados de aspartato, envolvidos na ligacao
de fons metalicos Mg e Mn?*, essenciais para a catalise dos substratos [35]. O dominio
NT nédo é essencial para a atividade UR, porém parece estar envolvido na ligacdo de
Mg®" para atividade UR [35].

O dominio HD tem sido relacionado a uma superfamilia de fosfohidrolases
dependente de metais [34]. Estudos realizados por Zhang e colaboradores [35]
utilizando R. rubrum e E. coli com GInD mutantes in vivo, mostraram que tanto o
dominio HD quanto os dominios C-terminais ACT ndo sdo essenciais para a atividade
UTase. Por outro lado, os experimentos com GInD mutantes de E. coli mostraram que o
dominio HD é essencial para a atividade UR, demonstrando que as fun¢fes UTase e UR
ndo dividem o mesmo sitio [35].

O dominio ACT esta presente em varias enzimas e vem sendo relacionado como
um dominio regulatério bastante conservado [39] [40]. Tipicamente, o dominio ACT
contém sitios de ligagdo a efetores moleculares, que podem modular a atividade da
proteina que o contém [34]. Variantes de GInD mutantes de E. coli nos dominios C-
terminais ACT apresentaram menores atividades UTase, sugerindo que esses dominios
podem estar envolvidos em parte da regulacdo de UTase. Esses dominios podem
também estar envolvidos na regulacdo de UR, evitando um ciclo futil de uridililacéo e
desuridililagdo [35]. Além disso, estudos demonstraram que essas proteinas mutantes



perderam a capacidade de sensoriar os niveis de glutamina, bem como sua capacidade
de ligacdo com o efetor [35]. Entretanto, dados in vivo com estirpes mutantes de E. coli
com delecdo no dominio ACT de GInD mostraram que, mesmo com a mutagdo, a célula
ainda conseguia sentir os niveis de nitrogénio, sugerindo que ou a glutamina se liga a
outro dominio de GInD ou podem existir outros mecanismos que atuam em conjunto

com a proteina GInD como sensores dos niveis de nitrogénio intracelular [41].

1.4. Regulacao transcricional do sistema Ntr

Um nivel de resposta do sistema Ntr de Proteobactérias a falta de amonio
disponivel no ambiente envolve regulacdo transcricional, que tem como objetivo ativar
a expresséo de enzimas de vias alternativas de captura de nitrogénio (Figura 4) [42]. A
regulacao transcricional do sistema Ntr é exercida pelo sistema de dois componentes
NtrB-NtrC. NtrB e NtrC sdo proteinas membros de familias de transdutores de sinal,
onde uma proteina receptora tem um dominio conservado fosforilado controlando a
atividade de uma proteina regulatoria. NtrB é uma histidina quinase/fosfatase e NtrC € a
proteina regulatéria correspondente [43]. NtrC faz parte do grupo de proteinas que
ativam a transcricdo dependente de RNA polimerase-c>* [44] [45]. Apenas NtrC
fosforilada € capaz de ativar a transcricdo a partir de promotores alvo e sua fosforilacao
é catalizada por NtrB.

Em baixos niveis de glutamina, proteinas PIl sdo uridililadas e controlam o
regulador NtrB [46]. Nessas condi¢des, NtrB fosforila NtrC, que se liga a sequéncias de
DNA no promotor e, em conjunto com o fator ¢>*, ativam a transcri¢do. Em condicdes
com alta concentracdo de glutamina, a atividade uridilil-removedora (UR) é aumentada,
removendo grupamentos UMP de PII, que na forma desuridililada interage com NtrB.
Dessa forma, NtrB ndo consegue fosforilar NtrC que consequentemente é incapaz de
ativar o promotor ¢>* [14].

Em H. seropedicae, uma das proteinas cuja a expressdo é regulada por esse
sistema € a proteina NifA, responsavel por ativar a transcricdo de genes envolvidos na
fixacdo de nitrogénio [47] [48]. Em baixas concentagOes de nitrogénio fixado, NtrC
fosforilada estimula a transcric&o do gene nifA a partir de seu promotor ¢°*, e o produto
da transcrigdo, NifA, ira ativar a transcricdo dos genes de fixacdo de nitrogénio [46]
[47].
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Figura 4 — Modelo da regulacdo transcricional do sistema Ntr. Fonte: o autor.

2. Resultados e Discussao

2.1. Ensaios de desuridililacéo das proteinas PlI
2.1.1 Determinacdo do ion metalico divalente requerido para a reacdo de
desuridililacao

Para monitorar a atividade de GInD, € possivel verificar o estado de uridililacdo
pos-traducional das proteinas PlI atraves de eletroforese em gel de poliacrilamida nao
desnaturante. Como as proteinas Pl sdo homotrimeros, onde cada monémero pode ser
uridililado, elas podem existir em 4 estados diferentes: PIl, PII-UMP, PII-UMP, e PII-
UMP3, as quais sdo separadas em gel nativo devido ao aumento da migracdo conferido
pela carga negativa como consequéncia da adi¢cdo de um grupamento UMP. Um
exemplo de separacdo dessas formas de P1I estd na figura 5 a seguir.

Com o objetivo de se determinar o metal divalente requerido para a atividade de
desuridililacdo da enzima GInD de H. seropedicae, a reacédo foi realizada in vitro com as
proteinas purificadas na presenca de Mg** e Mn?*. O resultado est4 mostrado na figura
5.
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Figura 5 — Efeito dos fons Mg®* e do Mn?* sobre a desuridililacdo de GInK (curva de
tempo). As reacBes continham GInK-UMP3 25 uM, ATP 1 mM, glutamina 5 mM, e 25
mM do metal indicado, e foram disparadas com GInD 0,2 uM. Em cada tempo indicado
no gréafico, aliquotas de 10 pL das reaces foram retiradas e paradas com a adicdo de
EDTA 20 mM. Durante todo o tempo de reacdo, as misturas foram mantidas a 37°C. O
produto foi aplicado em gel de poliacrilamida ndo desnaturante, o qual foi corado com
Coomassie Blue. As bandas foram quantificadas por analise densitométrica e a
quantidade relativa das bandas correspondentes a cada estado de uridililacdo foi
utilizada para o calculo de média de monémeros uridililados.

O resultado mostrado na figura 5 indica que a reacao de desuridililacdo parece
envolver preferencialmente fons Mn®* em vez de Mg?*, j& que na presenca de Mn*,
apos cinco minutos de reacdo, a banda predominante ja era a da proteina ndo uridililada.
Na reacdo com Mg®*, por sua vez, a protefna PIl encontrava-se parcialmente uridililada
mesmo apos 250 minutos de reagéo.

No entanto, as concentracdes intracelulares de de Mg?* e de Mn** sdo
desconhecidas [35]. Assim, as concetragfes dos metais divelentes do experimento in
vitro mostrado na figura 5 poderiam ser bastante diferentes da condigéo intracelular, na
qual o Mg?*, por existir em maior concentracdo, poderia ocupar o sitio ativo da porgao
UR de GInD por competicdo com o Mn?*. Para verificar essa hipotese, o experimento
foi repetido na presenca de diferentes razdes Mg®*:Mn?*. O resultado est4 mostrado na

figura 6 a seguir.
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Figura 6 — Desuridililacdo da proteina GInK de H. seropedicae na presenca de
diferentes razées Mg>*:Mn** (curva de tempo). As reacdes continham GInK-UMP; 25
UM, ATP 1 mM, glutamina 5 mM, e metais nas concentrac6es indicadas no gréafico, e
foram disparadas com GInD 0,2 uM. Nos tempo 307, 2°, 5°, 10°, 20’ e 30°, foi retirada
uma aliquota de 10 pL das reacdes e a reacdo foi parada com a adi¢cdo de EDTA 20
mM. Durante todo o tempo de reacdo, as misturas foram mantidas a 37°C. O produto foi
aplicado em gel de poliacrilamida ndo desnaturante, o qual foi corado com Coomassie
Blue. As bandas foram quantificadas por analise densitométrica e a quantidade relativa
das bandas correspondentes a cada estado de uridililacdo foi utilizada para o célculo de
média de mondmeros uridililados.

Os resultados na figura 6 confirmam que de fato fons Mn®" e ndo Mg”* parecem
estar envolvidos na catélise da desuridililagdo da proteina GInK de H. seropedicae.
Mesmo que as concentracOes intracelulares de ions Mn* e Mg?* sejam desconhecidas,
o resultado apresentado na figura 6 mostra que com um excesso molar de vinte vezes de
Mg®* em relacdo ao Mn?*, o padréo da curva de desuridililacdo foi semelhante aquela
encontrada para a presenca de apenas Mn?* na concentragdo de 1 mM. Em todas as
combinagBes de metais testadas a cinética da desuridililacdo foi semelhante, com
excecdo da condicdo sem Mn?*, contendo Mg®* como Gnico fon metalico.

Em E. coli, a atividade UR de GInD é observada na presenca de Mg ou Mn?*,
embora a eficiéncia da reacdo com Mn?* tenha sido cerca de 5 vezes maior do que na

presenca de Mg?* [49]. Em R. rubrum, por sua vez, nenhuma atividade UR é observada
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na auséncia de Mn**, mesmo quando o Mg?* esta presente [50]. Os resultados aqui
mostrados indicam que a atividade UR da enzima GInD de H. seropedicae é fortemente
estimulada por fons Mn?*, mesmo na presenca de um excesso molar de Mg?*. Esses
resultados permitem concluir que o metal envolvido na reacdo UR da enzima GInD de
H. seropedicae é 0 Mn**, semelhante ao encontrado em R. rubrum. Por isso, todos 0s
experimentos cinéticos apresentados na sequéncia foram feitos com tampdo contendo

Mn®*, a ndo ser quando indicado.

2.1.3 Ligacdo de 2-OG a GInK de H. seropedicae ligada a MnATP

Diversos trabalhos tém caracterizado a interac@o entre as proteinas PII com seus
ligantes alostéricos [12] [24] [51] [52]. Em todos os casos, o sitio de ligagdo de 2-OG
das proteinas PIl s6 é formado apds a ligacdo de ATP a elas. Todos esses trabalhos
caracterizaram a ligacdo do 2-OG em meio de reacdo contendo o fon Mg?®*, que
participa da coordenagdo do ATP no seu sitio de ligagdo. No entanto, neste trabalho séo
apresentados experimentos de regulacdo por 2-OG e glutamina feitos na presenca de
fons Mn?*. Para verificar se o padrdo de ligacdo do 2-OG a proteina GInK ligada a
MnATP era semelhante a proteina ligada a MgATP, a interacdo foi analisada por
calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC). A comparacdo dos termogramas da ligagdo
do 2-OG na presenca de MgATP ou MnATP estad mostrada na figura 7.

Os resultados mostrados na figura 7 indicam que o 2-OG parece ligar ao sitio de
ligacdo de efetores da proteina GInK de H. seropedicae com a mesma afinidade se eles
ja estiverem ocupados com MgATP ou MnATP, e com a mesma variacdo de entalpia,
indicando que parece ndo existir diferenca na ligacdo de 2-OG a proteina PIl com
relacdo & presenca de Mg?* ou Mn?". Portanto, os conhecimentos sobre a interacéo entre
2-0OG e Pl provenientes de experimentos feitos na presenca de fons Mg?* podem ser

extrapolados para 0 modelo no qual Mn*" esta presente.

11



Sem metal

= Mn
25 T T T T .I M? T
[ ]
20 1
[ ]
+ ]
& 154 1
[ J
_':L'I
= =
b= ]
o 1.0+ n b
E 1 n
© .
1 [ |
< 054 -
4 | |
" m
- . -
0.0 ".5'::I.I.I'| .
T T T T T T T

Maolar Ratio

Figura 7 - Perfil de titulacdo isotérmica da proteina GInK de H. seropedicae com 2-OG
na presenca de MgATP, MnATP ou com ATP na auséncia de metal divalente. 2-OG 3
mM foi titulado contra GInK 100 uM na presenca de ATP 2 mM. O grafico mostra a
variacao de calor por mol de 2-OG injetado em funcédo da razdo molar entre o ligante e a
proteina.

2.1.4 Regulacdo da atividade UR da proteina GInD de H. seropedicae por
glutamina e 2-OG

A regulagdo da atividade UR da enzima GInD j& foi caracterizada em outros
organismos, como E. coli e R. rubrum [49] [50]. Nesses organismos, a atividade UR de
GInD é estimulada por glutamina. Ainda, em H. seropedicae a atividade UTase de
GInD foi inibida por glutamina [25]. Para verificar o efeito de glutamina sobre a
atividade UR de GInD de H. seropedicae, a desuridililagio de GInK-UMP; em
diferentes concentracOes de glutamina foi testada (Figura 8). Os resultados indicam que
de fato a atividade UR da enzima GInD de H. seropedicae foi estimulada por glutamina.
Na auséncia de glutamina nenhuma atividade de desuridililag&o foi observada, e com a

concentracdo de 2 mM a atividade observada foi maxima.
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Figura 8 — Efeito da glutamina na desuridililacdo da proteina GInK de H. seropedicae.
As reacbes continham GInK-UMP3 25 pM, ATP 2 mM, e 25 mM MnCl;, e foram
disparadas com GInD 0,2 uM. Ap6s 10 minutos, as reacdes foram paradas com a adi¢éo
de EDTA 20 mM. Durante todo o tempo de reacdo, as misturas foram mantidas a 37°C.
O produto foi aplicado em gel de poliacrilamida ndo desnaturante, o qual foi corado
com Coomassie Blue. As bandas foram quantificadas por analise densitométrica e a
quantidade relativa das bandas correspondentes a cada estado de uridililacdo foi
utilizada para o calculo de média de monémeros uridililados.

Em E. coli além de glutamina, 0 2-OG também ¢é requerido para a desuridililacéo
das proteinas PIl por GInD [49]. Por outro lado, em R. rubrum a glutamina parece
estimular a desuridililagdo independentemente da presenca ou auséncia de 2-OG [50].
Para verificar o efeito de 2-OG sobre a desuridililacdo de GInK-UMP3 por GInD de H.
seropedicae, a cinética da atividade UR dessa enzima foi testada em diferentes
concentracdes de 2-OG. Os resultados sao mostrados na figura 9. As curvas de tempo
foram feitas em diferentes concentracdes de 2-OG, todas elas na mesma concentracéo
fixa de glutamina (2 mM). O experimento mostrado na figura 9 mostra que quanto
maior a concentracdo de 2-OG, menor a atividade UR da GInD de H. seropedicae. A
partir da concentracdo de 1 mM de 2-OG a atividade UR de GInD néo foi possivel
observar desuridililagdo de GInK-UMP;. Essa inibicdo da desuridililagdo pode ser
consequéncia da ligagdo de 2-OG em PII, alterando a conformacdo do substrato de

GInD, ou pela ligagdo em GInD, modulando a atividade diretamente da enzima.
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Figura 9 — Efeito do 2-OG na desuridililacdo da proteina GInK de H. seropedicae
(curva de tempo). As reagdes continham GInK-UMP3 25 uM, ATP 1 mM, glutamina 2
mM, 25 mM MnCl,, e 2-OG nas concentracdes indicadas, e foram disparadas com
GInD 0,2 uM. Apos os tempos 307, 2°, 5, 10°, 20° e 30°, uma aliquota de 10 pL das
misturas de reacOes foi retirada e a reacdo da aliquota parada com a adicdo de EDTA 20
mM. Durante todo o tempo de reacao, as misturas foram mantidas a 37°C. O produto foi
aplicado em gel de poliacrilamida ndo desnaturante, o qual foi corado com Coomassie
Blue. As bandas foram quantificadas por analise densitométrica e a quantidade relativa
das bandas correspondentes a cada estado de uridililacdo foi utilizada para o calculo de
média de mondmeros uridililados.

Como glutamina e 2-OG tem estruturas moleculares semelhantes, consideramos
a possibilidade da competicdo entre 2-OG e glutamina pelo sitio alostérico em GInD.
Para verificar essa hipotese, a cinética da desuridililacdo de GInK-UMP3 por GInD de
H. seropedicae foi testada em diferentes concentragcdes de glutamina, mantendo fixa a

concentracdo de 2-OG. O resultado desse experimento € mostrado na figura 10.
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Figura 10 — Efeito da variacdo de glutamina na desuridililacdo da proteina GInK de H.
seropedicae mantendo fixa a concentragdo de 2-OG (curva de tempo). As reacdes
continham GInK-UMP3 25 pM, ATP 1 mM, 2-OG 2 mM, 25 mM MnCl,, e glutamina
nas concentracfes indicadas, e foram disparadas com GInD 0,2 uM. Apos 0s tempos
307,2°,5°,10°, 20 e 30°, uma aliquota de 10 uL das misturas de reagdes foi retirada e a
reacdo da aliquota parada com a adi¢do de EDTA 20 mM. Durante todo o tempo de
reacdo, as misturas foram mantidas a 37°C. O produto foi aplicado em gel de
poliacrilamida ndo desnaturante, o qual foi corado com Coomassie Blue. As bandas
foram quantificadas por andlise densitométrica e a quantidade relativa das bandas
correspondentes a cada estado de uridililacdo foi utilizada para o calculo de média de
mondmeros uridililados.

Os resultados na figura 10, quando analisados em conjunto com a figura 9,
indicam que parece existir uma competicdo entre glutamina e 2-OG a um sitio alostérico
em GInD. Na figura 9, foi possivel observar que na presenca de 1 mM de 2-OG a
inibicdo de GInD foi méaxima, quando glutamina estava presente na concentragédo de 2
mM. No entanto, o resultado na figura 10 mostra que o efeito inibitério de 2-OG foi
parcialmente revertido quando a concentracdo de glutamina era de 5 mM, e inexistente
com 10 mM de glutamina.

Os resultados mostrados até aqui fortalecem a hipétese da competicdo entre
esses dois ligantes por ligacdo direta em GInD, em vez de ligagdo de glutamina em
GInD e 2-OG em PII. Uma forma de confirmar essa hipdtese seria verificar o efeito
inibitdrio de 2-OG sobre a atividade UR de GInD na presenca de ADP, em vez de ATP.
Esse experimento seria informativo porque 2-OG sé € capaz de ligar & proteina PII

quando ela j& esta ligada a ATP, ndo havendo ligacdo quando a proteina esta associada a
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ADP [24]. Por isso, caso o efeito de 2-OG mostrado na figura 9 fosse pela ligacao direta
em GInD, e ndo uma consequéncia da ligacdo em PII, ele continuaria sendo visto
quando a reacéo fosse realizada na presenca de ADP em vez de ATP. Esse experimento

estd mostrado na figura 11.
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Figura 11 — Efeito da variacdo de 2-OG na desuridililacdo da proteina GInK de H.
seropedicae mantendo fixa a concentracdo de glutamina em tamp&o com ADP (curva de
tempo). As reacBes continham GInK-UMP3; 25 uM, ADP 1 mM, glutamina 2 mM, 25
mM MnCl,, e glutamina nas concentragdes indicadas, e foram disparadas com GInD 0,2
MM. Apoés os tempos 30°°, 2°, 5%, 10°, 20” e 30°, uma aliquota de 10 pL das misturas de
reacOes foi retirada e a reacdo da aliquota parada com a adicdo de EDTA 20 mM. O
produto foi aplicado em gel de poliacrilamida ndo desnaturante, o qual foi corado com
Coomassie Blue. As bandas foram quantificadas por analise densitométrica e a
quantidade relativa das bandas correspondentes a cada estado de uridililagdo foi
utilizada para o calculo de média de mondmeros uridililados.

Os resultados mostrados na figura 11 indicam que quando ADP esta presente, 0
2-OG ndo é capaz de inibir a atividade UR da proteina GInD de H. seropedicae. Esse
resultado contradiz as sugestées de competicdo entre 2-OG e glutamina pela ligagdo em
GInD feitas baseadas nas figuras 9 e 10. Esses dados sugerem que de fato a regulagéo
parece envolver um efeito inibitorio de 2-OG sobre a reacdo de desuridililagdo pela
ligacdo em GInK-UMP3; e uma consequente mudanga conformacional do substrato de

GInD. Uma outra hipotese seria que para ocorrer a ligacdo direta de 2-OG com GInD

16



seria necessaria a participacdo de ATP, bem como na ligacdo de 2-OG com GInK-
UMP3. Novos experimentos serdo realizados para investigar se a ligacdo de 2-OG com
ATP ocorre apenas em GInK-UMP3 ou também ocorre em GInD.

Mesmo ndo sendo possivel ainda descrever o mecanismo de resposta de GInD
aos efetores glutamina e 2-OG, nossos resultados indicam que a atividade UR de GInD
é regulada pela razéo 2-OG/glutamina. A glutamina é a primeira molécula nitrogenada
formada apds a assimilacdo de amonio pela via GS-GOGAT [8]. Dessa forma, um
aumento nos niveis intracelulares de glutamina parece ser um importante sinal de um
ambiente rico em aménio, que levaria a desuridililacdo de PIl. No entanto, varios
avancos recentes tém demonstrado que, além de glutamina, o 2-OG pode ter um papel
decisivo na sinalizacdo do nitrogénio [53]. Isso faz sentido, ja que a assimilagdo de
amonio para formar glutamina consome 2-OG. De fato, a concentracao intracelular de
2-OG de H. seropedicae cai apdés um choque de aménio [24]. Como glutamina € um
metabdlito essencial em reacdes biossintéticas, provavelmente seu nivel intracelular ndo
pode cair abaixo de um determinado nivel, mesmo em ambientes pobres em amonio.
Portanto, a sinalizacdo de amonio através da razdo 2-OG/glutamina, em vez de apenas
0s niveis de glutamina, pode ser uma vantagem para a bactéria. Bonatto e colaboradores
[25] demonstraram que a uridililacdo das proteinas P1l de H. seropedicae € totalmente
dependente da presenca de 2-OG. Anteriormente, Zhang e colaboradores [35] sugeriram
que se a regulacdo de GInD de E. coli for dependente apenas de glutamina, algum ciclo
fatil de uridililacdo/desuridililacdo aconteceria in vivo. Aqui, nés indicamos um modelo
onde, além da regulacdo por glutamina, a atividade UR da proteina GInD de H.
seropedicae € inibida por 2-OG, impedindo o ciclo futil sugerido por aqueles autores.
Nossos resultados sugerem ainda que altas concentragbes de 2-OG seriam suficientes
para suplantar o efeito estimulatorio de glutamina sobre UR, inibindo a desuridililagdo
de PII nessas condicdes. Esse mecanismo elegante e coordenado de regulacdo permite
que a proteina GInD de H. seropedicae possa integrar sinais moleculares para modular a
atividade de PIl de acordo com a disponibilidade de aménio através da razdo 2-

OG/glutamina.
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2.2 Ensaio de atividade de versdes truncadas de GInD de H. seropedicae

2.2.1 Producao de versdes truncadas

Para verificar atividade dos dominios separados e em combinagdo da proteina
GInD de H. seropedicae, foram construidas cinco versdes do gene que codifica GInD. A
figura 12 mostra um esquema dos dominios encontrados na proteina GInD de H.

seropedicae. Os pontos de truncagem estdo mostrados na tabela 1.

1 306 398 593 672 851

U e e © @

Figura 12 — Esquema dos dominios estruturais da proteina GInD de H. seropedicae. Os
numeros indicam a posi¢do do aminoéacido inicial e final de cada dominio.

Construcao Dominio Aminoacidos
GInDNT Transferase 1-306
GInDHD HD 398 - 593

GInDANT HD + ACT 398 - 851
GInDACT ACT 672 - 851
GInDAACT Transferase + HD 1-593

Tabela 1 — Versoes truncadas da proteina GInD de H. seropedicae

Para construir as versdes truncadas do gene que codifica GInD, foram utilizados
oligonucleotideos iniciadores especificos durante a amplificagdo. O resultado da
amplificagdo dos genes esta mostrado na figura 13.

Posteriormente, os genes amplificados foram ligados ao vetor pET28a. A ligacao
foi transformada na estirpe TOP10 de E. coli e os clones inoculados em meio liquido. O
DNA dos clones foi extraido e analisado por restricdo. O resultado da restricdo esta

mostrado na figura 14.
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Figura 13 — Eletroforese dos fragmentos de PCR dos genes que codificam as versoes
truncadas da proteina GInD de H. seropedicae. As reacGes de PCR foram aplicadas em
gel de agarose 1%, que apo6s a corrida foi corado com brometo de etideo, e as bandas
visualizadas em transiluminador UV. A primeira lane contém o marcador de tamanho
de DNA 1Kb ladder (Fermentas), com 0s respectivos tamanhos em nimero de pares de
base indicados. As bandas dos fragmentos também estéo indicadas, com 0s respectivos
tamanhos esperados ao lado.
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Figura 14 — Confirmacdo dos clones que expressam as versdes truncadas da proteina
GInD por eletroforese de fragmentos de restricdo. Os plasmideos foram digeridos com
as enzimas Xbal e BamHI, que liberam o fragmento clonado mais uma por¢éo
flanqueadora do vetor. As reacdes foram aplicadas em gel de agarose 1%, que apos a
corrida foi corado com brometo de etideo, e as bandas visualizadas em transiluminador
UV. A primeira lane contém o marcador de tamanho de DNA 1Kb ladder (Fermentas).

2.2.2 Superexpressao das versdes truncadas
Apos a confirmacgdo dos clones, os plasmideos foram transformados na estirpe
BL21 de E. coli para checar a expressao das proteinas mutantes. O resultado do teste de

expressdo esta mostrado na figura 15.
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Figura 15 — Teste de expressdo dos clones contendo genes para as versdes truncadas de
GInD. Apos a inducdo da expressdo com IPTG, as células foram sonicadas, as proteinas
divididas em extrato bruto, fracdo soltvel e fragdo insoltvel, quantificadas, e 5 pg de
proteina total foram aplicadas em gel de poliacrilamida 12%. Ap0s corrida do SDS-
PAGE, os géis foram corados com Coomassie Blue. As linhas M contém o marcador de
massa molecular (GE Lifesciences) com as respectivas massa em KDa. As setas
indicam as posicOes das proteinas que foram superexpressas (GINDNT, GInDACT e
GInDAACT). A. Extratos brutos (B), Fragdes soltveis (S) e Fracdes insoltveis (1) das
bactérias contendo os plasmideos para superexpressdo de GINDNT, GInDHD,
GInDANT e GInDACT. B. Extrato bruto (B), Fragdo soltvel (S) e Fracdo insolavel (1)
da bactéria contendo o plasmideo para superexpressao de GInDAACT.

O resultado de superexpressao das proteinas mutantes mostrou que as proteinas
GInDHD e GInDANT né&o foram expressas, enquanto que GInDNT e GInDACT foram
expressas totalmente na fracdo insollvel. Para a purificacdo das mesmas seria
necessario realizar testes de solubilizacdo, que serdo feitos em estudos futuros.

Na proteina truncada GInDAACT, cerca de metade da proteina superexpressa
foi encontrada na fracdo soltvel. Por esse motivo, a proteina GInDAACT foi a primeira

versao a ser escolhida para ser purificada e caracterizada.

2.2.3. Atividade UTase e UR de GInDAACT

A proteina GInDAACT possui 0os dominios NT e HD, responsaveis pela
uridililacéo e desuridililagao, respectivamente e ndo possui 0 dominio regulatorio ACT.
Com o objetivo de testar a capacidade de uridililacdo e desuridililacdo, essas reagoes
foram realizadas por um periodo de 30 minutos. O resultado est4d mostrado na figura
16.
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Figura 16 — Teste de atividade de uridililacdo e desuridililacdo pela proteina truncada
GInDAACT. As duas primeiras linhas possuem, respectivamente, o padréo de proteina
uridililada e o padréo de proteina ndo uridililada. As linhas identificadas como 1, 2 e 3
correspondem a reacdes de uridililacdo, nas quais foi adicionado GInK ndo modificada,
UTP 1 mM e ATP 0,2 mM. As linhas identificadas com 4, 5 e 6 correspondem a
reacOes de desuridililacdo, nas quais foi adicionado GInK-UMP3; e ATP 1 mM. A tabela
abaixo do gel indica se a reacdo continha glutamina, 2-OG, ou uma combinacgdo dos
dois metabdlitos. A reacao foi iniciada com a adi¢do de GInDAACT 0,2 uM. Apods 30
minutos, a reagdo foi parada adicionando EDTA 20mM. Eletroforese ndo desnaturante
em gel de poliacrilamida corado com Coomassie Blue.

No experimento de atividade da proteina GInDAACT mostrado na figura 16, foi
possivel observar apenas a banda da proteina ndo uridililada em todas as condices.
Mesmo nas reaces de uridililacdo, na presenca de 2-OG e ATP, ndo foi possivel
observar nenhuma banda uridililada. Esse resultado indica que talvez essa versdo de
GInD tenha atividade UR constitutiva, € nenhuma uridililagdo aconteceu nas reacgdes 1
— 3. Outra possibilidade seria a perda da regulagdo, levando a proteina a realizar o ciclo
fatil uridililacdo/desuridililacdo, que continuaria até todo o UTP adicionado ser
consumido. A partir desse ponto a Unica atividade da enzima seria desuridililacdo, ja
que a atividade de uridililagdo ndo seria mais possivel pela falta de substrato. Para
testar essa hipdtese, o experimento de uridililagdo foi repetido com maior concentracéo
de UTP (10 mM) e em tempos mais curtos (3 minutos). Os resultados desse
experimento sdo mostrados na figura 17.

O gel mostrado na figura 17 indica que de fato a proteina GInDAACT parece
realizar o ciclo futil: desde que tenha quantidade de UTP suficiente para que a
uridililacdo se processe, e se tempos suficientemente curtos de reagdo forem
analisados, é possivel verificar a presenca de PII uridililada. No caso desse

experimento, GInDAACT uridililou PIl com uma eficiéncia semelhante a de GInD
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inteira, e a Unica banda visivel apds o final do experimento era a banda da proteina

GInK totalmente uridililada.

GInK
UMP;  GInK 1 2

<—GInK

<—GInK UMP;,

Figura 17 — Uridililacdo da proteina GInK de H. seropedicae em trés minutos de reacao
contendo 5 mM de UTP. As primeiras duas linhas contém, respectivamente, o padrdo de
GInK uridililada e o padrdo de GInK ndo modificada. A linha identificada como 1
corresponde a reacao catalisada pela enzima GInD selvagem e a linha identificada como
2 a reagdo catalisada pela enzima truncada GInDAACT. A reacdo foi inicidada com a
adicdo de GInD (linha 1) ou GInDAACT (linha 2). Apos trés minutos, a reacdo foi
parada adicionando EDTA 20mM. Eletroforese ndo desnaturante em gel de
poliacrilamida corado com Coomassie blue.

Para verificar o efeito da concentragdo de UTP na atividade de GInDAACT de
uridililacdo da proteina GInK, foi realizada uma anélise cinética da reacdo (curva de

tempo) em diferentes concentragdes de UTP. O resultado estd mostrado na figura 18.

GInK 30" 2

= _/GInK
uTpP -i ~ GInK UMP
0.2 mM - GInK UMP,
GInK UMP;

/GInK
UTP — __ GInK UMP
1 mM —GInKUMP,
= “GInK UMP,

_/GInK
UTP — ~ GInKUMP
S mM —__—GInKUMP,
' “GInK UMP,

Figura 18 — Efeito da concentracdo de UTP na uridililacdo da proteina GInK de H.
seropedicae pela proteina truncada GInDAACT (curva de tempo). As reacdes
continham GInK 25 uM, ATP 0,2 mM, 2-OG 5 mM e UTP nas concentragGes indicadas,
e foram disparadas com GInDAACT 0,2 uM. Em cada tempo indicado no gel, uma
aliquota de 10 pL das misturas de reagdes foi retirada e a rea¢do da aliquota parada com
a adicdo de EDTA 20 mM. Durante todo o tempo de reacao, as misturas foram mantidas
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a 37°C. O produto foi aplicado em gel de poliacrilamida ndo desnaturante, o qual foi
corado com Coomassie Blue.

Na figura 18 é possivel observar que com 0,2 mM de UTP, a proteina foi
inicialmente uridililada (parcialmente) e posteriormente totalmente desuridililada,
provavelmente como consequéncia da exaustdo do UTP, levando ao predominio da
atividade UR. Quanto maior era a concentragdo de UTP, maior e mais duradoura era a
uridililacdo. Esses resultados indicam que a proteina GInDAACT catalisa o ciclo futil
de uridililacdo/desuridililacdo enquanto houver UTP disponivel para a uridililacdo. A
partir desse ponto, apenas a atividade UR é detectada. Esse fendmeno explica o
resultado encontrado na figura 16, quando apenas a banda ndo uridililada foi
visualizada. Naquele experimento, o UTP provavelmente foi exaurido, restando apenas
a atividade UR da enzima.

Resultados semelhantes foram obtidos em experimentos com GInD mutantes de
E. coli [35], onde uma competicdo das atividades UTase e UR na proteina sem o
dominio ACT foi observada, que resultou num ciclo futil de uridililagdo e
desuridililaco.

A proteina GInD selvagem de H. seropedicae sé é capaz de uridililar PIl na
presenca de 2-OG [25]. Por isso, os experimentos de uridililagdo com a proteina
truncada GInDAACT nas figuras 17, 18 e 19 foram feitos na presenga de 2-OG. Para
verificar se a delecdo do dominio ACT da proteina GInD levaria ao fenotipo da nédo
dependéncia do 2-OG para uridililacdo, foram realizados experimentos cinéticos de
uridililagdo em diferente concentragdes de 2-OG. Os resultados estdo mostrados na
figura 19.

O resultado do experimento mostrado na figura 19 indica que a reacdo de
uridililacdo pela proteina truncada GInDAACT é dependente de 2-OG, assim como a
proteina GInD selvagem. Na auséncia de 2-OG, ndo foi possivel observar uridililagéo
de GInK, enquanto que com 1 mM ou 5 mM de 2-OG alguma uridililagdo foi
observada até o tempo de 5 minutos de reacdo. Esse resultado indica que a
sensibilidade ao 2-OG da reacédo de uridililagdo catalisada por GInD de H. seropedicae
parece ndo estar relacionada com a ligacdo desse metabdlito ao dominio ACT da
enzima, sustentando a ideia de que o efeito de 2-OG esta relacionado com a ligacéo

dele a proteina PII.
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Figura 19 — Efeito da concentracdo de 2-OG na uridililacdo da proteina GInK de H.
seropedicae pela proteina truncada GInDAACT (curva de tempo). As reacOes
continham GInK 25 uM, ATP 0,2 mM, UTP 0,2 mM e 2-OG nas concentracdes
indicadas, e foram disparadas com GInDAACT 0,2 uM. Em cada tempo indicado no
gel, uma aliquota de 10 pL das misturas de reacdes foi retirada e a reacdo da aliquota
parada com a adigdo de EDTA 20 mM. Durante todo o tempo de reacdo, as misturas
foram mantidas a 37°C. O produto foi aplicado em gel de poliacrilamida néo
desnaturante, o qual foi corado com Coomassie Blue.

2.2.4 Atividade UR de GInDAACT

Para caracterizar a atividade de desuridililagdo da proteina truncada GInDAACT,
visualizada nos experimento mostrado na figura 16, inicialmente foi testada a
dependéncia de nucleotideos de adenosina para a reacdo. A atividade UR de
GInDAACT foi ensaiada na presenca de ATP, ADP ou de nenhum nucleotideo. O
resultado desse experimento estd mostrado na figura 20.

Os resultados da figura 20 indicam que a enzima GInD selvagem parece ser mais
sensivel ao nucleotideo presente do que a enzima truncada GInDAACT. Diferente do
que acontece com a proteina selvagem, a proteina truncada foi totalmente desuridililada
em qualquer condicdo. O resultado apresentado na figura 20 permite ainda observar que
a taxa de desuridililagdo de GInDAACT parece ser muito maior do que de GInD
selvagem, uma diferenca marcante. Quando o dominio ACT é retirado da proteina, ela
parece perder a sensibilidade ao nucleotideo presente. Essa é uma diferenca importante
entre a proteina selvagem e a truncada, indicando que talvez GInD ligue diretamente
ATP e/ou ADP. Para confirmar essa hipOtese, novos experimentos precisam ser

realizados.
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Figura 20 — Dependéncia dos nucleotideos de adenosina da reacdo de desuridililacdo de
GInK catalisada pela enzima truncada GInDAACT. As reagdes continham GInK-UMP;
25 UM, Glutamina 5 mM e UTP nas concentrac@es indicadas, e foram disparadas com
GInDAACT 0,2 uM. Apds dez minutos, as reacBes foram paradas com a adicdo de
EDTA 20 mM. As duas primeiras linhas possuem, respectivamente, o padrdo de
proteina uridililada e o padrdo de proteina ndo uridililada. A tabela abaixo do gel indica
se a reacao continha ATP, ADP, ou nenhum nucleotideo de adenosina. A reacao foi
realizada com a enzima GInD selvagem ou com a versdo truncada GInDAACT, como
indicado. Eletroforese ndo desnaturante em gel de poliacrilamida corado com
Coomassie Blue.

Os resultados mostrados nas figuras 9 e 10 deixam claro que a atividade UR da
proteina GInD de H. seropedicae ¢ estimulada por glutamina e fortemente inibida por 2-
OG. O provavel sitio de GInD sensivel a glutamina, que possivelmente poderia
concorrer pela ligacéo de 2-OG, é o dominio ACT. Por isso, € interessante verificar qual
é o efeito da adicdo de 2-OG e glutamina na reacdo de desuridililacdo catalisada pela
enzima truncada GInDAACT. Os resultados que acessam essa questdo estdo mostrados

na figura 21.
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Figura 21 — Cinética de desuridililacdo de GInK-UMP3; na presenca ou auséncia de
glutamina e 2-OG, catalisada por GInDAACT. As rea¢fes continham GInK-UMP3; 25
MM, Glutamina e 2-OG conforme indicado, e foram disparadas com GInDAACT 0,2
UM. Ap6s os tempos 307, 2°, 5°, 10°, 20” e 30°, foram coletados 10uL e as reacdes
foram paradas com a adi¢do de EDTA 20 mM. Eletroforese ndo desnaturante em gel de
poliacrilamida corado com Coomassie Blue. A primeira linha possui o padrdo de
proteina uridililada.

O resultado da figura 21 € bastante interessante, pois indica que a atividade de
desuridililagdo da enzima truncada GInDAACT é constitutiva. Ao contrério da proteina
selvagem (Figuras 8 e 9), a atividade UR da proteina truncada ndo é regulada por
glutamina nem ¢é inibida por 2-OG.

Com relagdo a atividade mesmo sem glutamina, é um resultado possivel de ser
previsto, ja que o dominio ACT, retirado na versdo GInDAACT, parece ser 0 sitio de
sensibilidade a glutamina. Resultados com glutamina obtidos por Zhang e colaboradores
[35] foram muito semelhantes, onde a GInD de E. coli com mutac¢es no dominio ACT
tambem deixou de apresentar sensibilidade a glutamina. No entanto, a sensibilidade ao
2-OG também foi eliminada da proteina mutante. Esse resultado oferece uma nova
evidéncia para a ligacdo de 2-OG diretamente a GInD, permitindo sua regulacéo atraves
da ligagé@o desse metabolito.

Em resumo, nés mostramos que a proteina GInD de H. seropedicae possui
caracteristicas Unicas que a diferem de outras proteinas ortdlogas estudadas até o
presente momento. O presente trabalho reline evidéncias que 2-OG exerce efeito
inibitério sobre a desuridililacdo por ligacdo direta em GInD (Figuras 10 e 21), ao

mesmo tempo que possui uma forte evidéncia de que esse efeito sobre a desuridililacdo
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é por sua ligacdo a proteina PII (Figuras 11 e 20). Para a solugdo dessa questdo, novos
experimentos serdo realizados. Certamente ajudardo na resolucdo dessa e de outras
questBes a analise da atividade das proteinas truncadas GINDNT, GInDHD, GInDANT ¢
GInDACT.
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3. Material e Métodos
3.1. Bacterias e plasmideos
As estirpes de bactérias e plasmideos utilizados nos experimentos estdo listados

na tabela 2.
TABELA 2 - BACTERIAS E PLASMIDEOS
Estirpe ou plasmideo ~ Fendtipo e/ou genotipo Referéncia

Estirpe de E. coli

BL21 (DE3) pLysS hsdS gal (Aclts 857 ind1 Sam7 nin5 [54]
lacUV5-T7 gene 1) (produtora da RNA
polimerase do fago T7, New England

Biolabs)

Estirpe de H.

seropedicae

SmRI SmR, Nif*. [55]

Plasmideos

pEMB200 gInK de H. seropedicae em pET29a+, [25]
KmR

pGH2 gInI:Fz de H. seropedicae em pET28a, [25]
Km

3.2. Meios de cultura e condicdes de cultivo

As estirpes de Escherichia coli foram cultivadas a 37°C no meio liquido Luria-
Bertani (LB) [54], e 0 meio solido utilizado foi Luria Bertani Agar (LA) [54]. A estirpe
SmRI de H. seropedicae foi cultivada em meio NFbHP-malato liquido [56], a 30° C,
sob agitagdo a 130 rpm, por 24 horas. No momento do inéculo foram adicionados 50
mM de solucdo de fosfatos (K;HPO,4 17,8 g/L; KH,PO,4 159,5 g/L), e 20 mM de cloreto
de amonio. Os meios NFbHP solido e semi-solido possuem &gar (15¢/L e 1,75 g/L,

respectivamente).

3.3. Manipulagio do DNA
As reacOes de ligacdo, restricdio e PCR foram realizadas nas condicdes
especificas para a atividade méaxima de cada enzima, de acordo com orientacdo do

fabricante.
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A purificacdo de plasmideos foi realizada através do meétodo de lise alcalina
[54]. Plasmideos, produtos de PCR e fragmentos de restricdo foram analisados por
eletroforese em gel de agarose corado com brometo de etideo e visualizados sob luz

ultravioleta, conforme descrito por Sambrook e colaboradores [54].

3.4. Construcéo de versodes truncadas de GInD de H. seropedicae

Para verificar a atividade de dominios isolados da proteina GInD de H.
seropedicae, foi realizada uma analise in silico dos dominios da proteina com o auxilio
da ferramenta online InterPro [57].

Para realizar testes sobre a atividade dos dominios separados, cinco versdes
diferentes do gene que codifica a enzima GInD foram construidas, denominadas
GInDNT, GInDHD, GInDANT, GInDACT e GInDAACT. Os diferentes pontos de
truncagem estdo mostrados na tabela 2.

Para a verificacdo da atividade dessas proteinas, oligonucleotideos iniciadores
especificos para amplificar os genes que codificam para as proteinas truncadas foram
sintetizados. Os oligonucleotideos iniciadores possuiam sitios de reconhecimento para
as enzimas Ndel, na extremidade 5°, ¢ BamHI, na extremidade 3’ para facilitar a

clonagem.

3.5. Reacdo de ligacdo

Os produtos da PCR foram ligados ao vetor pET28a utilizando a enzima T4
DNA ligase (Fermentas) de acordo com as orientagfes do fabricante. A ligacao foi
transformada na estirpe TOP10 de E. coli termocompetentes, e 0s provaveis clones
inoculados em meio liquido. O DNA plasmidial dos clones foi extraido, e analisado por
restricdo. Os clones foram sequenciados para confirmacgédo da identidade dos insertos e

verificacdo da auséncia de mutagfes pontuais inespecificas.

3.6. Expressdo e purificacdo das proteinas GInK, GInD e GInDAACT de H.
seropedicae

Os plasmideos de expressdo contendo os genes que codificam as proteinas a
serem superexpressas foram transformados em E. coli BL21 e a expressao foi induzida
com adi¢édo de 0,5 mM de IPTG. Para a proteina GInK, a superexpressdo ocorreu por 3
horas a 30°C. Para as proteinas GInD e GInDAACT, a superexpressdo foi realizada por
16 horas a 16°C.

29



Ap0s ser superexpressa, a proteina GInK foi purificada utilizando uma coluna de
troca idnica Hi-Trap Heparina (GE — healthcare) conforme descrito anteriormente [58].
As proteinas GInD e GInDAACT foram purificadas utilizando uma coluna de afinidade
Hi-Trap Chelating HP (GE — healthcare) carregada com niquel como descrito por

Bonatto e colaboradores [25].

3.7. Obtencéo das formas totalmente uridililadas de GInK de H. seropedicae

A uridililacdo das proteinas PII foi feita como descrito previamente [24]. O
sistema de uridililagdo continha ATP (200 uM), 2-OG (5 mM), UTP (5 mM),GInK (300
pHM) e GInD (11 puM) no tampdo de uridililagdo (100 mM Tris—HCI, pH 7,5, 100 mM
KCI, e 25 mM MgCl,). As reagdes foram iniciadas com a adi¢cdo de UTP e paradas por
aquecimento a 70°C por 15 minutos. Em cada reacéo, a uridililacdo foi avaliada através
da eletroforese em gel ndo desnaturante. Para a purificacdo das proteinas PlI
uridililadas, a reacédo total foi aplicada em uma coluna Hi-Trap-Chealating carregada
com Ni*, e a proteina PII-UMP; recuperada da coluna foi extensivamente dialisada
contra um tampéo contendo 50 mM Tris-HCI pH8,0, 50 mM NaCl e 10 mM MgCl..

3.8. Determinacao da concentracdo de proteinas

As concentragdes de proteinas foram determinadas segundo o método de
Bradford [59]. Albumina bovina foi utilizada como padrdo. Alternativamente, as
proteinas purificadas foram quantificadas pela absorbancia em 280 nm utilizando o

equipamento Nanodrop (Thermofisher).

3.9. Eletroforese de proteinas em condi¢fes desnaturantes

As amostras proteicas foram analisadas através de eletroforese em gel de
poliacrilamida 12% (SDS-PAGE) [60]. As proteinas foram visualizadas apos a
coloracéo por Coomassie Blue [60].

3.10. Eletroforese de proteinas em condic¢Bes ndo desnaturantes

A separacdo de proteinas por eletroforese nativa foi realizada em um sistema
contendo acrilamida 9%, 450 mM tris pH 8.9, 0,025% Nonidet, 0,1% perssulfato de
amonio, e TEMED, conforme descrito anteriormente [61]. As eletroforeses foram
corridas a 100V por 4 h, em tampéo Tris 25 mM pH 8,3; glicina 192 mM, utilizando
sistema de minigel BioRad de acordo com as orientagdes do fabricante.
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3.11. Reac0es de uridililacéo e desuridililacéo

As reacdes de uridililagdo e desuridililagdo foram feitas com GInK/GInK-UMP;3
(25 pmol/L) em tampdo de reacdo (100 mM Tris-Cl pH7,5; 100 mM KCI e 25 mM de
MgCl, ou MnCl,, conforme indicado). As reacdes de uridililagdo continham ainda UTP
1 mM ou na concentracdo indicada no experimento. Nucleotideos (ATP ou ADP),
glutamina e 2-OG foram adicionados conforme indicado em cada experimento. As
reacbes foram pré-incubadas por 10 minutos a 37°C e disparadas com GInD ou
GInDAACT (10 pM). As reacbes foram interrompidas com EDTA 20 mM. Para a
verificacdo do estado de uridililacdo da proteina GInK, as reacdes foram aplicadas em

gel de eletroforese nativo corados com corante Coomassie Blue.

3.12. Quantificacdo das bandas
A quantificacdo das bandas proteicas visualizadas no gel foi feita com auxilio do
programa ImageJ [62]. Os resultados foram plotados em gréficos expressos em

quantidade relativa de monémeros de GInK uridililados.
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4. Abreviacoes

2-0G
2-oxoglutarato
ACT
Dominio C-terminal de GInD
ADP
Adenosina difosfato
AlA
Acido-indol-acético
ATP
Adenosina trifosfato
EDTA
Acido etilenodiamino tetra-acético
GDH
Glutamato desidrogenase
Gln
Aminoacido glutamina
Glu
Aminoacido glutamato
GOGAT
Glutamina oxoglutarato aminotransferase
GS
Glutamina sintetase
HD
Dominio central de GInD
IPTG
Isopropil B-D-1-tiogalactopiranosida

kDa
Kilodalton
LA
Meio de cultura Luria-Bertani com agar
LB
Meio de cultura Luria-Bertani
Lys

Aminodcido lisina
NFbHP
Meio de cultura Nitrogen-Free

NT

Dominio N-terminal nucleotideotransferase de GInD
Ntr

Nitrogen regulation system
PAGE

Eletroforese em gel de poliacrilamida
PCR

Reacdo em cadeia da polimerase
SDS

Dodecil sulfato de sodio
Ser

Amino&cido serina



SOB
Meio de cultura Super Optimal Broth
SOC
Meio de cultura Super Optimal Broth com glicose
TEMED
Tetrametiletilenodiamina
Tyr
Aminoacido tirosina
UMP
Uridina monofosfato

UR

Uridilil-removedora
UTase

Uridilil-transferase
UTP

Uridina trifosfato
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