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RESUMO

As proteinas do tipo Pll sdo uma familia de proteinas transdutoras de sinal
encontradas em Bacteria, Archaea e Eucarya. Estas proteinas estdo envolvidas com
0 processamento e transmissdo dos sinais de nitrogénio, carbono e energia para
outras proteinas envolvidas no metabolismo de nitrogénio. Nas y-proteobactérias
Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae, foram identificadas duas proteinas do tipo
PIl, GInB e GInK. As proteinas PIl de E. coli ligam-se diretamente as moléculas de 2-
oxoglutarato e ATP, sinais de carbono e energia, respectivamente. O nivel de
nitrogénio celular é sinalizado pela molécula de glutamina e transmitido as proteinas
GInB e GInK pela enzima bifuncional GInD. Em condi¢des limitantes de nitrogénio a
proteina GInD transfere um grupo UMP para as proteinas Pl (reacdo de uridililac&o)
e quando os niveis de nitrogénio aumentam, a proteina GInD remove o grupo UMP
(reacdo de desuridililagdo). Herbaspirillum seropedicae € uma B-proteobactéria
diazotrofica isolada de gramineas de interesse comercial. Neste organismo, muitos
genes que codificam para proteinas envolvidas no metabolismo de nitrogénio ja
foram identificados, entre eles os genes gInB, gIinK e gIinD. Neste trabalho, as
proteinas GInB, GInK e GInD de H. seropedicae e as proteinas mutantes GInB
G108A/P109A, GInB G108W e GInB Q3R/T5A foram purificadas em suas formas
nativas. Estas proteinas foram caracterizadas através de ensaios de uridililagdo in
vitro. As reacdes foram avaliadas em géis de eletroforese nativa, onde as quatro
formas das proteinas PIl podem ser visualizadas: PII, Pll (UMP),, PIl (UMP), e PII
(UMP)3. Os resultados mostraram que as proteinas GInB e GInK de H. seropedicae
sao uridililadas e desuridililadas pela proteina GInD. A taxa de uridillacdo da
proteina GInB foi maior do que GInK. A uridililacdo das proteinas GInB, GInK e GInB
mutantes requer a presenca de ATP e 2-oxoglutarato e € inibida por glutamina. As
moléculas ADP e AMP também foram capazes de promover a uridillacdo das
proteinas GInB e GInK, sendo que a reacao de uridililacdo da proteina GInB parece
ter maior especificidade pela molécula de ATP enquanto a proteina GInK é uridililada
com a mesma eficiéncia com ATP ou ADP. Por outro lado, a desuridililacdo da
proteina GInK foi tdo eficiente quanto a da proteina GInB, e nesta reacdo, o ATP foi
mais eficiente que o ADP como molécula efetora para ambas as proteinas. A

proteina GInB G108A/P109A apresentou um perfil de uridillacdo similar ao da
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proteina GInB nativa, enquanto o da proteina GInB G108W, foi similar a proteina
GInK. A proteina GInB Q3R/T5A apresentou um perfil de migracéo distorcida no gel
nativo e foi avaliada em separado através de gel desnaturante para proteinas de
baixo peso molecular. O perfil de uridililacdo observado para esta proteina foi similar
ao da proteina GInB nativa. Os resultados sugerem que o0s niveis dos efetores
interferem na modificacdo das proteinas GInB e GInK e que a proteina GInK parece
ser menos sensivel as mudancas dos niveis de ATP. Além disso, a topologia da
regido C-terminal da proteina GInB de H. seropedicae pode influenciar nas

interacBes com a proteina GInD ou com as moléculas efetoras.
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ABSTRACT

The PII protein family is a group of signal transducing proteins found in
Bacteria, Archaea and Eucarya. These proteins process and transmit nitrogen,
carbon and energy signals to proteins involved in nitrogen metabolism. In the y-
proteobacteria Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae, two PlI-like proteins were
identified: GInB and GInK. The E. coli PIl proteins bind directly to the carbon and
energy signals, 2-oxoglutarate and ATP, respectively. The cellular nitrogen level is
signaled through the glutamine concentration and is transmitted to the GInB and
GInK proteins by the bifunctional enzyme GInD. Under nitrogen limited conditions, the
GInD protein transfers an UMP group to PIl proteins (uridylylation reaction) and,
when nitrogen levels are high, GInD removes the UMP group (deuridylylation
reaction). Herbaspirillum seropedicae is a B-proteobacterium isolated from grasses of
commercial importance. In this organism, many genes that code for proteins involved
in nitrogen metabolism have been identified, including ginB, ginK and gInD. In this
work, the H. seropedicae GInB, GInK and GInD proteins and the GInB mutant
proteins, GInB G108A/P109A, GInB G108W and GInB Q3R/T5A, were purified in
their native forms. The purified proteins were characterized by in vitro uridylylation
assays. The GInB and GInK uridylylation states were determined by non-denaturing
polyacrylamide gel electrophoresis, which allows separation of the four possible
forms of the PII proteins: non uridylylated, Pll (UMP),, Pll (UMP), and PIl (UMP)3.
Both the GInB and GInK proteins from H. seropedicae were uridylylated and
deuridylylated by the GInD protein; in these experiments, the GInB uridylylation rate
was greater than that of GInK. The uridylylation of GInB, GInK and the GInB mutant
forms required both ATP and 2-oxoglutarate, and was inhibited by glutamine. ADP
and AMP were also able to promote GInB and GInK uridylylation: GInB uridylylation
was more efficient with ATP, whereas GInK was uridylylated with ADP as effectively
as with ATP. In contrast, GInB and GInK deuridylylation rates were similar and ATP
was more efficient than ADP as effector for both proteins. The GInB G108A/P109A
protein presented a uridylylation profile similar to the wild- type GInB, whereas the
uridylylation of GInB G108W was similar to GInK. The GInB mutant Q3R/T5A did not
show defined bands on native gels and was evaluated through denaturing

polyacrylamide gel electrophoresis for low molecular weight proteins. The observed
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uridylylation profile of this protein was similar to that of the wild-type GInB. The
results suggest that the effector levels control the GInB and GInK modification
reactions and GInK protein seems to be less sensitive to ATP levels. In addition, the
C-terminus topology of H. seropedicae GInB protein may be important in the

interaction with GInD or effectors.
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Introdugdo 1

1. INTRODUCAO

1.1 CONTROLE DO METABOLISMO EM BACTERIAS

As bactérias possuem mecanismos para monitorar a disponibilidade de
nutrientes no meio e transmitir esta informacgao para as devidas rotas metabdlicas
adaptando seu metabolismo a diferentes condi¢cdes. Além das respostas especificas
as variagdes nutricionais, as bactérias integram informagdes de diferentes ramos do
metabolismo para coordenar a expressdo de muitos genes de vias metabdlicas
distintas (COMMICHAU et al. 2006). A expressao destes genes € regulada
primariamente por fatores transcricionais pleiotrépicos, que desencadeiam a
transcricdo de varios operons em resposta aos sinais metabdlicos (THIEFFRY et al.
1998; PEREZ-RUEDA & COLLADO-VIDES, 2000). Exemplos destes fatores
transcricionais em Escherichia coli incluem Crp, um sensor primario de
disponibilidade de carbono, NtrBC, um sistema de dois componentes sensor dos
niveis de nitrogénio, CysB, sensor da disponibilidade de enxofre, e Fur, sensor da
disponibilidade de ferro (ZHANG et al. 2005). Interagdes funcionais entre as vias
reguladas por estes fatores transcricionais devem coordenar as atividades de
diferentes metabolomas de maneira que o suprimento de um tipo de nutriente afeta
vias relacionadas ao metabolismo de outro tipo de nutriente (ZHANG et al. 2005;
COMMICHAU et al. 2006). Assim, o metabolismo de carbono ndao €& apenas
controlado por seus metabdlitos, mas também pela disponibilidade de nitrogénio e
outros nutrientes. Da mesma forma, o metabolismo de nitrogénio, enxofre, fésforo e
ferro em bactérias é controlado pelas fontes de carbono em conjunto com os sinais
especificos de cada via (QUAN et al. 2002; BLENCKE et al. 2003; ZHANG et al.
2005; CHOI & SAIER, 2005).

A interacdo entre o metabolismo de carbono e nitrogénio em bactérias é
resultado da atividade do sistema de fosfotransferases e permeases de acgucares
(PTS) e das funcbes exercidas pelas proteinas do tipo PlIl (COMMICHAU et al.
2006). Em muitas bactérias, agucares sdo transportados e fosforilados pelo sistema
PTS. Este sistema & composto de duas proteinas gerais, enzima | (El) e HPr, e um

conjunto de permeases agucar-especificas (Ell) (POSTMA et al. 1993). Além disso,
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o PTS também exerce fungdes regulatérias no controle da expressao génica,
metabolismo e quimiotaxia. Em proteobactérias foram identificadas proteinas do
sistema PTS que provavelmente n&o estdo envolvidas no transporte de agucares,
mas parecem atuar exclusivamente como transdutoras de sinal. Estas proteinas
foram denominadas EIN", NPr e EIIAM uma vez que os genes que codificam para as
duas ultimas proteinas estdo no mesmo operon do gene rpoN que codifica para o
fator o™, o qual regula a expressao de varios operons envolvidos no metabolismo de
nitrogénio (REIZER et al. 1992; RABUS et al. 1999). Apesar do papel regulatorio do
PTS ™ ainda n&o estar esclarecido, foi sugerido que a fosforilagdo de proteinas
envolvendo NPr e EIIAY funciona como uma ligacdo entre o metabolismo de
carbono e nitrogénio (REIZER et al. 1992; RABUS et al. 1999).

A reacao de formacgéo de glutamato a partir de 2-oxoglutarato também & um
ponto de ligagdo entre o metabolismo de carbono e nitrogénio. O glutamato serve
como doador de grupo amino para a sintese de aminoacidos e nucleotideos,
enquanto o 2-oxoglutarato € um dos principais intermediarios do ciclo dos acidos
tricarboxilicos. A conexao entre estes intermediarios é feita através de uma familia
de proteinas transdutoras de sinal, a familia PlIl (COMMICHAU et al. 2006). As
proteinas do tipo PIl ligam 2-oxoglutarato e ATP e ainda podem ser modificadas
covalentemente em resposta aos niveis de glutamina. Desta forma, as proteinas PII
integram os sinais de carbono, energia e nitrogénio e em resposta a estes sinais,
interagem com varios receptores envolvidos no controle do metabolismo de
nitrogénio (NINFA & ATKINSON, 2000).

1.2. PROTEINAS DA FAMILIA PII

A familia PIl é composta por um grupo de proteinas transdutoras de sinal
amplamente distribuidas entre os taxa, sendo encontradas em Bacteria, Archaea e
Eukarya (ARCONDEGUY et al. 2001). Nas enterobactérias Escherichia coli e
Klebsiella pneumoniae (filo Proteobacteria, classe y-Proteobacteria) dois genes que
codificam para proteinas do tipo PIl foram identificados, g/inB e ginK (SON & RHEE,
1987; HOLTEL & MERRICK, 1988; van HEESWIJK et al. 1996; JACK et al. 1999). O
gene gInB, que codifica para a proteina GInB, € monocistrdnico e expresso

constitutivamente. O gene g/inK (proteina GInK) forma um operon com o gene amtB,
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que codifica para um transportador de aménio (AmtB) e é transcrito apenas em
condigdes limitantes de nitrogénio. Outras y-proteobactérias também possuem os
genes ginB e glnK na mesma organizagao que E. coli (THOMAS et al. 2000), mas
algumas excec¢des também foram observadas. Azotobacter vinelandii possui apenas
um gene que codifica para uma proteina do tipo PIl, o gene g/nK, que também é co-
transcrito com o gene amtB a partir de um promotor do tipo ¢’° (MELETZUS et al.
1998). Xylella fastidiosa também possui apenas um gene que codifica para PII,
localizado entre os genes glnA (glutamina sintetase) e amtB. Uma organizagao
similar foi observada em Xanthomonas citri (ARCONDEGUY et al. 2001).

Entre os organismos da classe a-Proteobacteria, géneros como Rhizobium,
Sinorhizobium, Azorhizobium e Rhodobacter possuem dois genes que codificam
para proteinas do tipo Pll (ARCONDEGUY et al. 2001). Um dos genes codifica para
GInB e é co-transcrito com o gene g/nA (glutamina sintetase), o outro gene codifica
para GInK e é ligado ao gene amtB. Em Azospirillum brasilense também existem
dois genes que codificam para PIl, o gene gInB, que esta ligado a g/nA, e o segundo
gene, que nao esta ligado a amtB, denominado de ginZ (de ZAMAROCZY et al.
1993; de ZAMAROCZY et al. 1996). Ja em Rhodospirillum rubrum, além das
proteinas GInB e GInK foi encontrada uma terceira proteina Pll denominada GinJ
(ZHANG et al. 2001). Gluconacetobacter diazotrophicus também possui 3 proteinas
do tipo PII, codificadas a partir de um operon glnBginA e dois operons glhKamtB
(PERLOVA et al. 2003). Rhodopseudomonas palustris também possui trés genes
que codificam para proteinas do tipo PIl, que codificam para GInB, GInK1 e GInK2
(CONNELLY et al. 2006). A regulagao da transcricdo do operon glnBgInA varia entre
o-proteobactérias e a expressao de GInK, nos organismos em que foi estudada,
ocorre a partir de um promotor dependente de ¢>* (ARCONDEGUY et al. 2001).

Entre os membros da classe B-Proteobacteria, Azoarcus sp. e Herbaspirillum
seropedicae sao os mais estudados. Azoarcus sp. possui trés genes que codificam
para PIl, sendo um homodlogo a g/nB (proteina GInB) e dois homdlogos a g/nK, que
codificam para as proteinas GInK e GInY. Cada homdlogo de g/lnK esta ligado a um
homologo de amtB (ginK ligado a amtB e ginY ligado a amtY) e estes operons sao
transcritos preferencialmente em condigdes limitantes de nitrogénio (MARTIN et al.

2000). O diazotrofo H. seropedicae, apresenta dois genes que codificam para
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proteinas PIll organizados de maneira similar a E. coli. O gene ginB de H.
seropedicae € monocistronico e expresso constitutivamente a partir de um promotor
do tipo o’ (BENELLI, 1997). O gene ginK faz parte do operon orflginKamtB,
expresso a partir de um promotor do tipo ¢, sendo que a orf? codifica para uma
provavel proteina periplasmatica de fungcdo desconhecida (NOINDOREF et al. 2006).

Entre os membros do filo Firmicutes, Bacillus subtilis possui apenas um gene
que codifica para PII, originalmente designado de nrgB que é co-transcrito com um
gene homodlogo a amtB denominado nrgA (WRAY et al. 1994). Atualmente este
operon € designado como amtBginK. A mesma organizagdo € observada em
Streptococcus mutans (AJDIC et al. 2002; PORTUGAL, 2006). Nos organismos do
filo Actinobacteria, Mycobacterium tuberculosis, Streptomyces coelicolor e
Corynebacterium glutamicum o gene glnK é co-transcrito com genes homélogos ao
amtB e ao gInD, formando o operon amtBginKginD (COLE et al. 1998; JAKOBY et al.
1999; FINK et al. 2002).

O gene gInK (inicialmente denominado g/nB) foi identificado em varias
espécies do filo Cyanobacteria: Synechococcus sp. estirpe PCC7942, Synechocystis
sp. estirpe PCC6803, Calothrix sp. estirpe PCC7601, Pseudanabaena sp. estirpe
PCC6901, Microcystis sp. estirpe PCC7813, Nostoc sp. estirpe PCC8009 e
Prochlorococcus marinus estirpe PCC9511 levando autores a sugerirem que o gene
glnK deve estar presente em todas as cianobactérias (TSINOREMAS et al. 1991;
ARCONDEGUY et al. 2001; PALINSKA et al. 2002). Nos organismos onde foi
estudado, Synechococcus sp. estirpe PCC7942, Synechocystis sp. estirpe
PCC6803, Nostoc punctiforme e Anabaena sp. estirpe PCC7120, o gene glhK
parece ser monocistronico e seu nivel de transcricdo responde aos niveis de
nitrogénio (TSINOREMAS et al. 1991; GARCIA-DOMINGUEZ & FLORENCIO, 1997;
HANSON et al. 1998; GONZALEZ et al. 2000).

Em Archaea, os genes que codificam para proteinas do tipo Pll que foram
identificados aparecem ligados a homologos de amtB e geralmente estao presentes
em copias multiplas (THOMAS et al. 2000). Em alguns metandgenos diazotrofos
duas codpias adicionais de genes que codificam para proteinas Pll, denominados nifl;
e nifl,, também sao encontrados. Estas cépias normalmente estao localizadas entre
os genes nifH e nifD (ARCONDEGUY et al. 2001).
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As proteinas PIl também foram encontradas em algumas plantas. Um gene
homologo a gIinB foi identificado no genoma do cloroplasto das algas Porphyra
purpurea e Cyanidium caldarium. Posteriormente, genes que codificam para
proteinas do tipo PIl foram identificados nas plantas superiores Arabidopsis thaliana,
Ricinus communis (mamona), Lycopersicon esculentum (tomate) e Glycine max
(soja) (ARCONDEGUY et al. 2001). Em Arabidopsis thaliana o gene GLB1 que
codifica para PII é transcrito a partir do genoma nuclear e a proteina é transportada
para o cloroplasto (HSIEH et al. 1998). A transcrigdo do RNAm de GLB1 é induzida
pela luz e por sacarose e reprimida pela presenga dos aminoacidos asparagina,

glutamina e glutamato (HSIEH et al. 1998).

1.3. ESTRUTURA DAS PROTEINAS PII

As proteinas da familia Pll de proteobactérias apresentam uma alta
homologia na sequéncia de aminoacidos (Figura 1). A estrutura tridimensional de
algumas destas proteinas ja foi determinada por difracdo de raios-X e os modelos
estruturais obtidos também sao similares. O modelo estrutural da proteina GInB de
E. coli mostra que esta proteina € um homotrimero e cada monémero é formado por
duas a-hélices e seis folhas B-pregueadas (Figura 2) (CHEAH et al. 1994; CARR et
al. 1996). As duas a-hélices e as folhas B-pregueadas 1 a 4 formam um duplo motivo
Bap. Este motivo é conectado por uma volta que abrange os residuos 37-55,
denominada de volta T, na qual se localiza o residuo Tyr 51, sitio de modificacao
pés-traducional desta proteina. A volta B (residuos 82-88) separa a segunda a-
hélice da quarta folha B, e a volta C, que contém as folhas B-pregueadas 5 e 6
(residuos 102-105) é encontrada na regiao C-terminal. Na estrutura do trimero, o
posicionamento dos mondmeros forma trés cavidades laterais, formadas pelas voltas
B e T de um monémero e a volta C do monémero adjacente. As folhas pB-pregueadas
estdo voltadas para o interior da molécula formando uma cavidade central e as a-

hélices para a face externa da molécula.
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FIGURA 1 — ALINHAMENTO DA SEQUENCIA DE AMINOACIDOS DAS PROTEINAS GInB E GInK
DE H. seropedicae E PROTEINAS PIl DE OUTRAS PROTEOBACTERIAS

10 20 30 40 50 60
B1 — PN %2 ' votaT 1 ﬁf

Hs GInB MKQVTAI 1KPFKLDEVRESLAEVGVTGLTVTEVKGFGRQKGHTELYRGAEYVVDFLPKVK
Hs GInK MKLITAI IKPFKLDEVREALSAIGVQGITVTEVKGFGRQKGHTELYRGAEYVVDFLPKTK
Az GInB MKKTEATI 1KPFKLDEVREALSEVGIAGLTVTEVKGFGRQKGHTELYRGAEYVVDFLPKIK
Az GInK MKFITAI IKPFKLDEVREALSAIGVQGITVTEVKGFGRQKGHTELYRGAEYVVDFLPKVK
Az GInY MKLITAI IRPFKLDEVREALAHVGVTGLTVTE IKGFGRQKGHAELYRGAEYVVDFVPKVK
Ab GInB MKKTEAT 1KPFKLDEVKEALHEVGIKGITVTEAKGFGRQKGHTELYRGAEYVVDFLPKVK
Ab GInZ MKLVMAT 1KPFKLDEVREALTSLGIQGLTVSEVKGFGRQKGQTEI'YRGAEYSVSFLPKVK
Ac GInB MKKTEAT 1KPFKLDEVKEALQEVGLQGITVTEAKGFGRQKGHTELYRGAEYVVDFLPKVK
Ac GInK MKIVMAT IKPFKLEEVRDALTGIGVHGLTVTEVKGYGRQKGHTEI'YRGAEYAVSFLPKLK
Rr GInB MKKITEATI 1KPFKLDEVKEALHEIGLQGITVTEAKGFGRQKGHTELYRGAEYVVDFLPKVK
Rr GInK MKL IMAT 1KPFKLDEVCEALTSLDVHGLTVSEVKGFGRQKGQTEI'YRGAEYQVNFLPKVK
Rr GInJ MKFVIAITKPFKLDEVREALGALGIQGMTVTEVKGFGRQKGQTEVYRGAEYVVNFLPKVK
Gd GInB MKKTEATI IKPFKLDEVKDALHE IGLMGITVTEAKGFGRQKGHTELYRGAEY IVDFLPKVK

Gd GInK1l MKLVTAI IKPFKLDDVRESLTPLGIQGLTVSEVKGFGRQKGQTE ' YRGAEYHVSFLPKVK
Gd GInK2 MKFI11AI1KPFKLDDVREALGTIGIQGLTVTEVKGYGRQKGQTEI'YRGAEYQIQFVAKVK

Ec GInB MKKIDAI 1KPFKLDDVREALAEVGITGMTVTEVKGFGRQKGHTELYRGAEYMVDFLPKVK
Ec GInK MKLVTVI 1KPFKLEDVREALSSIGIQGLTVTEVKGFGRQKGHAELYRGAEY SVNFLPKVK
Kp GInB MKKIDAI 1KPFKLDDVREALAEVGITGMTVTEVKGFGRQKGHTELYRGAEYMVDFLPKVK
Kp GInK MKLVTVVIKPFKLEDVRERLSSMGIQGLTVTEVKGFGRQKGHAELYRGAEYSVNFLPKVK
Av GInK MKLVTAI 1KPFKLDDVRESLSEIGVQGITVTEVKGFGRQKGHTELYRGAEYVVDFLPKVK
Xf GInK MKLITAI IRPFKLDEVREALSKVGVSGITVTEVKGFGQQKGHTELYRGTEYVIDFLPKIK
70 80 90 100 110
I I I < I volta C I
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Hs GInB 1EVVVDDKVVEQAVDAI IKAARTGKIGDGKIFVQEVEQVIRIRTGETGPDAV
Hs GInK IEAAVDDAIVERALEAIETAARTGKIGDGKIFVQDLLDVIRIRTGETGKDAL
Az GInB VEVVVADDMVEQTMDAV IKAAQTGKIGDGKIFVTPVEQVVRIRTGETNEAAI
Az GInK IEAAIRDELLDQAIEAIEKSASTGKIGDGKIFVFDLEQAIRIRTGETGADAL
Az GInY LETVVADERLEATLEAIQAAAHTGKIGDGKMFVTTVDQTIRIRTGESGADAL
Ab GInB I1EVVMEDSLVERAITEAIQQAAHTGRIGDGKIFVTPVERIVRIRTGEKGGDAI
Ab GInzZ VEVAVSDDQYEQVVEAIQKAANTGRIGDGKIFVLDIAQAVRIRTGETNTEAL
Ac GInB 1EVVLADDMVEKAVEALLRAAQTGRIGDGKIFVSSIEEAIRIRTGETGLDAI
Ac GInK 1EVAVPSDQVAKVVEAITASAKTGQIGDGKIFVFQIDHAVRIRTGETDADAL
Rr GInB IELVIEDALVERAIEAIQQAAQTGRIGDGKIFVYAIEEAIRIRTGERGGDAI
Rr GInK I1EVAVSDGLADLAVEAICNAARTDRIGDGKVFVYDLDKIVRIRTGE I1DADAL
Rr GInJ IELAVPDNLLDQVVETIQSTAQTGKIGDGKIFVFDLGEAVRIRTGERGEEAL
Gd GInB LEIVCADNLVDRAVET IMAAARTGRIGDGKIFILPVEDVIRIRTGEHGEEAI
Gd GInK1l 1EVAVSDD 1VDQVVDVILQSAHTGKIGDGKIFVSSLDSVIRIRTRETGEDAL
Gd GInk2 1EVAVADSMLDQALDT IRAAAHTGT IGDGKMFVLELQQAIRIRTNETGEIAL
Ec GInB IE1VVPDDIVDTCVDTI IRTAQTGKIGDGKIFVFDVARVIRIRTGEEDDAAI
Ec GInK IDVAIADDQLDEVIDIVSKAAYTGKIGDGKIFVAELQRVIRIRTGEADEAAL
Kp GInB IEIVVTDDIVDTCVDT I IRTAQTGKIGDGKIFVFDVARVIRIRTGEEDDAAI
Kp GInK IDVAIADDQLDEVVDVISKAAYTGKIGDGKIFVAELQRVIRIRTGESDEAAL
Av GInK IDVAIEDSQLDHVIEAITKAANTGKIGDGKIFVVNLEQAIRIRTGETGTDAI

XF GInK IEMVVTDEHLDAVIEVIRIAAVTGKIGDGKIFVTKIEQVVRIRTGEIDIDAL
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O alinhamento das sequéncias de aminoacidos foi realizado com o programa
ClustalwW (THOMPSON et al. 1994) utilizando as sequéncias de proteinas PIl dos
seguintes organismos: H. seropedicae (Hs), Azoarcus sp. estirpe BH72 (Az),
Azospirillum brasilense (Ab), Azorhizobium caulinodans (Ac), Rhodospirillum rubrum
(Rr), Gluconacetobacter diazotrophicus (Gd), Escherichia coli (Ec), Klebsiella
pneumoniae (Kp), Azotobacter vinelandii (Av) e Xylella fastidiosa (Xf). Os simbolos
abaixo das sequéncias representam: (*) residuo idéntico em todas as sequéncias, (:)
substituicdo conservada, (.) substituicdo semi-conservada. Em destaque s&o
mostrados o residuo Tyr 51 (vermelho) e os residuos que fazem parte do sitio de
ligacdo ao ATP (azul). As estruturas secundarias e as regides das voltas B, T e C
indicadas na figura sdo aquelas observadas no modelo estrutural da proteina GInB
de H. seropedicae.

A proteina GInK também forma um trimero, com a estrutura do nucleo similar
a da proteina GInB (XU et al. 1998). Na volta T, nos residuos 47 a 49, a proteina
GInK contém uma hélice 319 que € ausente na proteina GInB de E. coli. A volta C da
proteina GInK contém apenas uma folha B-pregueada e uma volta de uma hélice 34¢
que nao é observada em GInB (Figura 2). No trimero, a hélice 319 da regido C-
terminal de cada monémero localiza-se na superficie das cavidades laterais (XU et
al. 1998).

A estrutura dos complexos GInB-ATP e GInK-ATP de E. coli mostra que as
moléculas de ATP ligam-se as cavidades laterais formadas entre as subunidades do
trimero das proteinas PIl (XU et al. 1998; XU et al. 2001). Cada molécula de ATP
interage com residuos da volta C de uma subunidade e residuos da volta B da
subunidade adjacente. Os residuos que fazem parte do sitio de ligagdo de ATP sé&o
altamente conservados nas proteinas PIl (Figura 1) (XU et al. 1998). As proteinas
GInB e GInK ligam a base nitrogenada e o agucar do ATP de forma similar, mas

interagem de maneira diferente com os fosfatos (XU et al. 1998; XU et al. 2001).
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FIGURA 2 — MODELO ESTRUTURAL DOS MONOMEROS DAS PROTEINAS GInB DE H.
seropedicae E GInB E GInK DE E. coli

GInB E.coli GInB H. seropedicae GInK E.coli

\/ T/

/Volta B

As figuras com os mondémeros das proteinas Pll foram adaptadas de CARR et
al. (1996) (GInB de E. coli), XU et al. (1998) (GInK de E. coli) e BENELLI et al.
(2002b) (GInB de H. seropedicae).
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O modelo estrutural da proteina GInB de H. seropedicae mostra que o
mondmero desta proteina apresenta um duplo motivo Baff similar ao encontrado na
proteina GInB de E. coli (Figura 2) (BENELLI et al. 2002b). A estrutura do trimero da
proteina GInB de H. seropedicae também é similar a de E. coli onde as folhas f-
pregueadas estdo voltadas para o centro do trimero, formando uma cavidade
central, e as a-hélices para a superficie da molécula (Figura 3). Em contraste com a
proteina GInB de E. coli, que apresenta na regido C-terminal uma folha B-pregueada,
a proteina GInB de H. seropedicae apresenta nesta regido uma volta de uma hélice
310, como observada para a proteina GInK de E. coli nativa e GInK e GInB de E. coli
ligadas a ATP. Além disso, a cavidade lateral formada na interface de cada
mondémero da proteina GInB de H. seropedicae é similar aquela observada na GInK
de E. coli mas menor que a da GInB de E. coli. As densidades eletrbnicas
correspondentes aos residuos 38 a 53, que fazem parte da volta T, ndo foram
visualizadas em nenhum dos monémeros devido a alta mobilidade desta regido nos
sistemas cristalinos obtidos. Estudos in silico sugerem que além do sitio de ligagéao
ao ATP, o sitio de ligagado ao 2-oxoglutarato também esta localizado na cavidade

lateral e estes sitios n&o se sobrepéem (BENELLI et al. 2002b).

1.4. MODIFICAGAO DAS PROTEINAS Pl EM RESPOSTA A MUDANGAS
FISIOLOGICAS

As proteinas PIl podem ser covalentemente modificadas em resposta a
mudang¢as do meio como niveis de nitrogénio, carbono e luz. A primeira modificagao
estudada foi a uridililagcado do residuo Tyr 51 da proteina GInB de E. coli em resposta
aos niveis de nitrogénio. Este residuo é altamente conservado entre as proteinas as
PIl de proteobactérias e actinobactérias (ARCONDEGUY et al. 2001). Enquanto em
proteobactérias Tyr 51 é o sitio de uridillagdo, nas actinobactérias Streptomyces
coelicolor e Corynebacterium glutamicum este residuo é sitio de adenililagdo. Por
outro lado, nas cianobactérias as proteinas Pll sao fosforiladas no residuo Ser 49.
Em organismos dos dominios Archaea e Eukarya as possiveis modificagdes de PII

ainda nao foram estudadas.
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FIGURA 3 — MODELO ESTRUTURAL DA PROTEINA GInB DE Herbaspirillum seropedicae

Estrutura do trimero da proteina GInB de H. seropedicae: 1, cavidade central;
2, cavidade lateral. Adaptada de BENELLI et al. (2002b).
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1.4.1. Uridililagao das Proteinas PII

A uridililacdo das proteinas PIl foi observada em E. coli (ADLER et al. 1975;
FRANCIS & ENGLEMAN, 1978; KAMBEROV et al. 1994a; ATKINSON & NINFA,
1999), K. pneumoniae (EDWARDS & MERRICK, 1995), Rhizobium leguminosarum
(COLONNA-ROMANO et al. 1993), Azospirillum brasilense (de ZAMAROCZY et al.
1996; ARAUJO et al. 2004), Azotobacter vinelandii (RUDNICK et al. 1998), Azoarcus
sp. estirpe BH72 (MARTIN et al. 2000), H. seropedicae (BENELLI et al. 2001), R.
palustris (CONNELLY et al. 2006) e ainda sugerida em outras bactérias. Em E. coli,
na presencga de baixos niveis de glutamina, a enzima GInD tem atividade de uridilil
transferase e transfere um grupo UMP, a partir de um UTP, para as proteinas GInB e
GInK (reagao de uridililagdo) (SON & RHEE, 1987; ATKINSON & NINFA, 1999).
Quando os niveis de glutamina estao altos, GInD tem atividade removedora de uridilil
e retira os grupos UMP das proteinas PIl (desuridililagao) (KAMBEROV et al. 1994a3;
ATKINSON & NINFA, 1999). O estado de uridililagdo das proteinas PIll é regulado
principalmente pelos niveis de glutamina, sugerindo que a enzima GInD funciona
como um sensor dos niveis de nitrogénio intracelular (JIANG et al. 1998a). Em
Azoarcus sp. estirpe BH72, a modificacdo das proteinas GInB e GInK responde aos
niveis de amoénio, ja a proteina GInY é encontrada apenas na forma uridililada
(MARTIN et al. 2000).

As reacodes de uridililacao e desuridililacdo das proteinas GInB e GInK de E.
coli requerem a presenca dos efetores ATP e 2-oxoglutarato (KAMBEROV et al.
1994a; KAMBEROV et al. 1995; JIANG et al. 1998a; ATKINSON & NINFA, 1999). O
sitio de uridililacdo das proteinas PIl é o residuo Tyr 51, localizado na volta T de
cada mondmero (SON & RHEE, 1987). Em sua forma trimérica, as proteinas PII
possuem trés sitios de uridillagdo podendo ser encontradas na forma nao
modificada ou ligada a uma, duas ou trés moléculas de UMP (mono-uridililada PlII-
(UMP)4, di-uridililada PII -(UMP), ou tri-uridililada PIl -(UMP)3).

O gene gInD foi identificado em diversos organismos incluindo géneros dos
dominios Bacteria e Archaea (ARCONDEGUY et al. 2001). Em E. coli, o gene ginD é
monocistronico e apresenta baixos niveis de expressdo (KAMBEROV et al. 1994a;
KIM et al. 1998). Em varios organismos a proteina GInD apresenta um motivo

nucleotidiltransferase conservado localizado na regido N-terminal (HOLM &
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SANDER, 1995). Este motivo provavelmente localiza-se no sitio ativo da enzima,
sugerindo que as duas atividades de GInD encontram-se no mesmo sitio.

O mecanismo de uridillagdo das proteinas GInB foi melhor estudado em E.
coli, onde as proteinas GInB e GInD purificadas foram utilizadas para avaliar os
parametros cinéticos da reacgéao in vitro (ATKINSON et al. 1994; JIANG et al. 1998a).
Nestas condigcbes, a reagao de uridillacdo da proteina GInB é nao-cooperativa
(ATKINSON et al. 1994). A reagdo ocorre por um mecanismo sequencial ordenado,
onde a enzima GInD liga primeiro a proteina GInB e em seguida o segundo
substrato, UTP. Apds a reagao sao liberados os produtos PPi e GInB-UMP, nesta
ordem (JIANG et al. 1998a). A uridililacdo da proteina GInB de E. coli parece ser
especifica para o nucleotideo UTP (JIANG et al. 1998a). Em ensaios in vitro, quando
apenas um nucleotideo é adicionado ao sistema de reacdo, ATP € o unico capaz de
modificar GInB. Na presenca de ATP, qualquer outro nucleotideo (CTP, GTP e UTP)
serve como substrato para GInD. No entanto, o Ky determinado para o UTP € menor
do que o Ky encontrado para cada um dos outros nucleotideos. Além disso, quando
os quatro nucleotideos sdo adicionados simultaneamente em concentracdes
aproximadas as observadas in vivo, mais de 94% do produto formado é GInB-UMP
(JIANG et al. 1998a).

A reacgao de uridililacdo sofre inibicdo por ambos os produtos, sendo que
GInB-UMP ¢é um inibidor competitivo em relagcdo a GInB, de forma que GInB e GInB-
UMP competem pelo mesmo sitio na enzima. O estado de uridililagdo da proteina
GInB é controlado principalmente pela concentracdo de glutamina. A glutamina,
molécula sinalizadora dos niveis de nitrogénio, € um inibidor incompetitivo da
uridililacdo de GInB e parece ligar-se ao centro do complexo GInB-GInD (ATKINSON
et al. 1994; JIANG et al. 1998a).

A enzima GInD também cataliza a reacao de desuridililacdo das proteinas PlII
promovendo a hidrolise de PII-UMP em Pll e UMP (ADLER et al. 1975). Na presenca
de pirofosfato a enzima catalisa a formacéo de ambos UMP e UTP a partir de GInB-
UMP. Nos ensaios in vitro, a enzima GInD de E. coli apresenta atividade tanto na
presenca do fon Mg?* como do ion Mn?*, sendo que a atividade de uridilil transferase
€ maior na presenca de Mg2+ enquanto a desuridillagdo € mais eficiente na
presenca de Mn?*. No entanto, o ion Mg2+ parece ser o cofator utilizado por GInD in

vivo (JIANG et al. 1998a). A taxa de uridililagéo da proteina GInK de E. coli in vitro foi
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similar a taxa de GInB, no entanto, a taxa de desuridililagdo de GInK-UMP foi cerca
de dez vezes menor que a de GInB-UMP (ATKINSON & NINFA, 1999).

A proteina GInB de H. seropedicae foi uridililada in vitro pelo extrato livre de
células de H. seropedicae e pela proteina GInD de E. coli parcialmente purificada
(BENELLI et al. 2001). Nestas condi¢des, a uridillagdo de GInB ocorreu na presenga
de ATP ou de 2-oxoglutarato, sendo mais eficiente na presenca de ambos. A
desuridililagdo de GInB-UMP ocorreu apenas na presenga de glutamina e foi inibida
por ATP e 2-oxoglutarato (BENELLI et al. 2001).

1.4.2. Adenililagao das Proteinas PII

A modificagdo de uma proteina PIl através da adigdo de um grupo adenilil foi
observada pela primeira vez em Streptomyces coelicolor (HESKETH et al. 2002).
Estudos da regulagao pdés-traducional de GInK indicaram que esta proteina pode ser
modificada de maneira reversivel ou irreversivel em resposta aos niveis de
nitrogénio. Em baixas concentracbes de nitrogénio e quando as células estao
entrando em estado estacionario, GInK é modificada irreversivelmente pela remogao
dos trés primeiros residuos de aminoacidos da regidao N-terminal. A modificacédo
reversivel ocorre via proteina GInD, que em condi¢gdes limitantes de nitrogénio,
adenilila a proteina GInK no residuo Tyr 51, o mesmo residuo que é sitio de
uridililagcédo em proteobactérias (HESKETH et al. 2002).

A adenililagdo de GInK também foi observada em Corynebacterium
glutamicum (STROSSER et al. 2004). Neste organismo a proteina GInD adenilila
GInK em baixos niveis de nitrogénio e desadenilila GInK-AMP quando estes niveis
aumentam. A atividade de adenililagdo localiza-se na regido N-terminal da proteina
GInD, enquanto a atividade de remogao de adenilil depende da regidao C-terminal
(STROSSER et al. 2004). Esta caracteristica observada em C. glutamicum difere da
proteina GInD de E. coli, em que as atividades de uridillagédo e remogao de uridilil

encontram-se no mesmo sitio ativo (JIANG et al. 1998a).
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1.4.3. Fosforilagao das Proteinas PII

A fosforilagdo de proteinas PIll foi observada nas cianobactérias
Synechococcus sp. estirpe PCC7942 (FORCHHAMMER & TANDEAU DE MARSAC,
1994), Synechococcus sp. estirpe PCC6301 (HARRISON et al. 1990), Synechocystis
sp. estirpe PCC6803 (HISBERGUES et al. 1999), Calothrix sp. PCC7504
(LIOTENBERG et al. 1996) e Anabaena sp. estirpe PCC7120 (ZHANG & LIBS,
1998). A modificagdo de GInK nestes organismos ndo é controlada por uma enzima
bifuncional como GInD, mas por duas enzimas distintas, uma quinase, que ainda nao
foi caracterizada, e a fosfatase PphA (FORCHHAMMER & TANDEAU DE MARSAC,
1995b; IRMLER et al. 1997; IRMLER & FORCHHAMMER, 2001). Na auséncia de
qualquer fonte de nitrogénio, GInK estda sempre fosforilada, enquanto que na
presenca de amoénio, a proteina GInK é desfosforilada. Na presenca de nitrato, o
grau de fosforilagdo depende do suprimento de CO; e das condi¢gbes de luz. Desta
forma, a proteina GInK parece estar envolvida no controle do metabolismo de
carbono e de nitrogénio em Synechococcus sp. (FORCHHAMMER & TANDEAU DE
MARSAC, 1994; FORCHHAMMER & TANDEAU DE MARSAC, 1995a). Além disso,
os efetores ATP e 2-oxoglutarato estimulam a fosforilacdo e inibem a
desfosforilagdo, sugerindo que a ligacédo destes efetores a GInK afeta inversamente
seu reconhecimento pela quinase e pela fosfatase (FORCHHAMMER & TANDEAU
DE MARSAC, 1995b; FORCHHAMMER & HEDLER, 1997; IRMLER et al. 1997).

Em Synechococcus sp. um gene homoélogo a g/inD nao foi detectado.
Entretanto, a proteina GInK de Synechococcus sp. estirpe PCC7942 ¢ uridililada in
vivo pela proteina GInD de E. coli, embora com baixa eficiéncia (FORCHHAMMER &
HEDLER, 1997). A expressao da proteina GInK de Synechococcus sp. em E. coli
leva a inativagcado das proteinas GInB e GInK deste organismo. Este efeito é causado
pela formagdo de heterotrimeros funcionalmente inativos entre os produtos dos
genes glnK de Synechococcus sp. e ginB e ginK de E. coli (FORCHHAMMER et al.
1999).
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1.5. INTERAGAO DAS PROTEINAS PIl COM MOLECULAS EFETORAS

A interagdo das proteinas PIl com seus alvos depende dos niveis de
nitrogénio, carbono e energia na célula, os quais sao sinalizados pelas
concentragdes intracelulares de glutamina, 2-oxoglutarato e ATP (ARCONDEGUY et
al. 2001). Os niveis de glutamina controlam o estado de uridillagdo de PIl através da
enzima GInD. As moléculas 2-oxoglutarato e ATP também s&o essenciais para as
reacdes de uridillagcdo e desuridililagdo, mas estes efetores ligam-se diretamente
aos substratos Pll e PII-UMP e n&o a proteina GInD (KAMBEROQV et al. 1995; JIANG
et al. 1998a). As proteinas PIl apresentam trés sitios de ligagao para ATP e trés para
2-oxoglutarato, cada sitio localizado em um monémero. A ligagado de 2-oxoglutarato
a GInB é dependente da presenga de ATP, enquanto que a ligacdo de ATP também
€ estimulada pela presenca de 2-oxoglutarato (KAMBEROQV et al. 1995).

Em E. coli, a ocupacédo dos trés sitios de ligagdo de 2-oxoglutarato da
proteina GInB n&o ocorre de forma independente (KAMBEROV et al. 1995; JIANG et
al. 1998c). A primeira molécula de 2-oxoglutarato liga-se a proteina GInB mesmo em
concentragbes muito baixas (aproximadamente 5 uM), sugerindo que in vivo um dos
sitios encontra-se permanentemente ocupado, ja que a concentragao intracelular de
2-oxoglutarato é de 0,1 a 0,9 mM (SENIOR, 1975; KAMBEROV et al. 1995; JIANG et
al. 1998a). A ligacdo de duas outras moléculas de 2-oxoglutarato a proteina GInB
ocorre apenas em altas concentragdes, de forma que a ligagdo da primeira molécula
de 2-oxoglutarato a GInB exerce uma cooperatividade negativa na ligagdo das
moléculas adicionais (JIANG et al. 1998a; JIANG et al. 1998b; JIANG et al. 1998¢c). A
capacidade de interacao da proteina GInB com alguns de seus alvos € influenciada
pelo numero de moléculas de 2-oxoglutarato ligadas (KAMBEROV et al. 1995; LIU &
MAGASANIK, 1995; JIANG et al. 1998a; JIANG et al. 1998b; JIANG et al. 1998c).
Esta regulacdo alostérica também foi observada para a proteina GInK de E. coli
(ATKINSON & NINFA, 1999).

Além do ATP, a molécula de ADP também parece influenciar nas fungdes das
proteinas PIl. A determinagao da estrutura tridimensional do complexo GInK-AmtB
de E. coli, mostrou a presenga de ADP e ndao ATP ligado a GInK. CONROQY et al.
(2007) purificaram o complexo GInK-AmtB enquanto GRUSWITZ et al. (2007)

purificaram as proteinas separadas e combinaram as proteinas na presenca de ATP
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antes da cristalizacdo. Ambos os grupos admitem que o ADP identificado nos cristais
pode ter sido originado da hidrolise do ATP durante o processo de cristalizagéo. No
entanto, os autores dos dois trabalhos ndo descartam a hipotese de que o ADP
estivesse ligado a proteina GInK desde a formagéo do complexo.

Em Synechococcus elongatus, a formagao do complexo entre as proteinas
GInK e NAGK (N-Acetil-L-glutamato quinase) é afetada tanto por ADP como por ATP
(MAHESWARAN et al. 2004). ADP inibe a formagdo do complexo enquanto ATP
atua como inibidor apenas na auséncia de cations divalentes ou na presenga de ions
Mg?*, em conjunto com altas concentracdes de 2-oxoglutarato. As moléculas ADP e
ATP exercem efeito sobre a formagao do complexo através da ligagcdo a proteina
GInK (MAHESWARAN et al. 2004).

1.6. FUNCOES DAS PROTEINAS PII NO SISTEMA NTR

Em muitas bactérias gram-negativas o metabolismo do nitrogénio é
controlado pela cascata regulatéria do sistema NTR. Neste sistema, as proteinas PlII
exercem um papel central como transdutoras de sinal. Em enterobactérias o sistema
ntr € composto por sete proteinas: o sistema de dois componentes NitrB-NtrC
(produtos dos gene nitrB e ntrC), as proteinas do tipo Pll, GInB e GInK (produtos dos
genes g/inB e gInK), as enzimas bifuncionais GInD e GInE (produtos dos genes g/inD
e glnE) e a enzima glutamina sintetase (GS) (produto do gene glnA). A proteina
AmtB (produto do gene amtB) também tem sido considerada como integrante do
sistema nitr de E. coli (JAVELLE & MERRICK, 2005).

Em enterobactérias, os genes que codificam para as proteinas glutamina
sintetase, NtrB e NtrC fazem parte de um unico operon, g/inAntrBC (PAHEL et al.
1982; ALVAREZ-MORALES et al. 1984; KRAJEWSKA-GRYNKIEWICZ & KUSTU,
1984). A proteina NtrC, cuja atividade é controlada pela proteina NtrB, € um ativador
transcricional de promotores dependentes do fator c>* da RNA polimerase (KUSTU
et al. 1989; MORETT & SEGOVIA, 1993). A atividade da proteina NtrB é controlada
pela proteina GInB, que também interage com as proteinas GInD e GInE (ADLER et
al. 1975; ENGLEMAN & FRANCIS, 1978; KAMBEROQV et al. 1994a; KAMBEROQV et
al. 1994b; ATKINSON et al. 1994).
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O sistema NTR foi bem caracterizado em E. coli e K. pneumoniae. Nestes
organismos, quando os niveis de amdnio intracelular estdo baixos, a proteina GInD
tem atividade de uridililtransferase e transfere um grupo uridilil para o residuo Tyr 51
de um dos mondmeros da proteina GInB (reac&o de uridililagdo) (SON & RHEE,
1987). GInB-UMP néo interage com a proteina NtrB, que na forma livre tem atividade
de quinase e catalisa sua autofosforilacdo no residuo His 139 (WEISS &
MAGASANIK, 1988). Este grupamento fosforil é transferido para o residuo Asp 54 do
dominio N-terminal da proteina NtrC (SANDERS et al. 1992; KLOSE et al. 1993). Na
forma fosforilada, NtrC-P ativa a transcricdo de genes envolvidos com o metabolismo
de nitrogénio (MERRICK & EDWARDS, 1995) (Figura 4).

Quando os niveis de glutamina sobem, reflexo do aumento de NH;
intracelular e da atividade da glutamina sintetase, a proteina GInD tem atividade
removedora de uridilil e desuridilila GInB (KAMBEROQV et al. 1994a). A proteina GInB
na forma nao uridililada, é capaz de interagir com a proteina NtrB, estimulando sua
atividade de fosfatase. Nessa forma, NtrB catalisa a desfosforilacdo da proteina
NtrC-P, inativando-a (NINFA & MAGASANIK, 1986). A proteina NtrC desfosforilada é
incapaz de ativar a transcrigdo dos genes envolvidos no metabolismo alternativo de
nitrogénio (Figura 4).

O estado de uridililacdo de GInB também interfere no controle da atividade de
GS. Em condicbes de excesso de amdnio, GS é inativada por adenililacdo. Este
processo € catalisado pelo dominio C-terminal da proteina GInE (atividade de
adenililtransferase) em presenca de GInB nao uridililada e glutamina (STADTMAN et
al. 1970; JAGGI et al. 1997). O estado de uridillagcédo de GInB é detectado pelo
dominio N-terminal de GInE, que sofre uma mudanga conformacional e controla a
atividade de adenililtransferase do dominio C-terminal desta enzima (JAGGI et al.
1997). Em niveis baixos de amonio, o dominio N-terminal de GInE, em presenga de
GInB-UMP, tem atividade de enzima removedora de adenilii e catalisa a
desadenililacdo de GS, ativando-a. Esta reagcdo requer ATP e 2-oxoglutarato
(STADTMAN et al. 1970; RHEE et al. 1985; JAGGI et al. 1997).
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FIGURA 4 — CASCATA REGULADORA DO METABOLISMO DE NITROGENIO DE Escherichia coli

2-oxoglutarato ATP

GInB PPi UTP GInB
NtrB
(GInE
GS-AMP GS NtrC AL} NtrC-P
Pi  ADP |
Sintese de Ativacédo de
glutamina transcricéo
B
ATP
2- oxoglutarato Glutamina

!
- W

GInB H,O UMP GInB _GInK

Glutamina

GS-AMP 47T GS NtrC W NtrC-P
Pi  H,0

PPi ATP




Introducédo 19

A, Em condigbes limitantes de glutamina a proteina GInB ¢é uridililada pela
proteina GInD. GInB-UMP estimula a desadenililagdo da GS pela proteina GInE e
nao é capaz de interagir com NtrB que fosforila NtrC. Nestas condigdes ocorre
sintese de glutamina pela GS e ativagéo da transcricdo de genes NtrC-dependentes
pela proteina NtrC-P. B, Em condi¢cbes de excesso de nitrogénio, GInD desuridilila a
proteina GInB. GInB ndo modificada estimula a adenililagdo da GS pela proteina
GInE e interage com NtrB estimulando a desfosforilagdo de NtrC. Nestas condigdes,
GS-AMP e NtrC estdo inativas. Esquema adaptado de JIANG et al. (1998b).

A proteina GInK também é substrato da enzima GInD, podendo ser uridililada
ou desuridililada em resposta aos niveis de nitrogénio da célula (van HEESWIJK et
al. 1996; ATKINSON & NINFA, 1999). GInK também € capaz de interagir com NtrB e
GInE, no entanto € menos eficiente que GInB no controle das atividades de NtrC e
GS (ATKINSON & NINFA, 1998; ATKINSON & NINFA, 1999). Em E. coli, o mutante
duplo ginBgInK apresenta deficiéncia de crescimento. Esta deficiéncia ocorre porque
nesta estirpe, a proteina NtrC esta permanentemente fosforilada, o que provoca a
expressao constitutiva dos operons dependentes de NtrC-P, entre eles o gene nac.
A proteina Nac atua como repressora da expressdo do gene serA e sua expressao
constitutiva causa uma deplecdo dos aminoacidos serina e glicina (BLAUWKAMP &
NINFA, 2002a). No mutante glnB esta deficiéncia de crescimento nao ocorre,
sugerindo que a proteina GInK é capaz de substituir GInB na regulagdo da
expressao dos genes Nir (ATKINSON & NINFA, 1998).

Estudos in vivo sugerem que a proteina GInK pode estar envolvida na
regulacéo da expressao dos genes Ntr durante a limitagdo de nitrogénio em E. coli
(BLAUWKAMP & NINFA, 2002a; BLAUWKAMP & NINFA, 2002b). Nestas
condigbes, ambas as formas uridililada e no uridililada de GInK est&o presentes na
célula (van HEESWIJK et al. 1996). Assim, a proteina GInK ndo modificada pode
estimular a atividade de fosfatase de NirB, impedindo a formacdo dos niveis
maximos de NtrC-P. Além disso, os mutantes ginK sdo menos viaveis que a estirpe
selvagem apos longos periodos de limitagdo de nitrogénio e sao incapazes de
recuperar o crescimento rapido quando aménio é adicionado no meio (BLAUWKAMP
& NINFA, 2002b).

ATKINSON e colaboradores (2002) correlacionaram a diferenga funcional

com o padrao de expressao das proteinas GInB e GInK. A proteina GInB é expressa
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constitutivamente enquanto a expressdo de GInK é dependente de NtrC-P e ocorre
apenas em condi¢des limitantes de nitrogénio. O efeito das proteinas GInB e GInK
expressas a partir de regides promotoras trocadas foi avaliado em um mutante duplo
gIinBginK de E. coli. Estudos sobre o controle da sintese e da atividade da glutamina
sintetase nestas condigdes, mostraram que a proteina GInB pode ser funcionalmente
convertida a GInK quando expressa a partir do promotor do gene ginK, e GInK
convertida a GInB quando expressa constitutivamente a partir de um plasmideo. A
partir destes resultados, estes autores sugerem que os diferentes papéis de GInB e
GInK resultam principalmente do seu padrao de expressao (ATKINSON et al. 2002).

Devido a alta similaridade entre as proteinas GInB e GInK de E. coli, a sua
expressao simultédnea in vivo resulta na sintese de duas espécies de heterotrimeros,
GInK/(GInB), e (GInK),/GInB, além das formas homotriméricas (van HEESWIJK et al.
2000). A eficiéncia de heterotrimeros obtidos in vitro na ativagdo da glutamina
sintetase foi intermediaria entre a dos homotrimeros (GInK); e (GInB)3;, 0 que sugere
que a formacgédo destes heterotrimeros pode promover uma regulagdo refinada da
adenililagdo de GS (van HEESWIJK et al. 2000).

Em H. seropedicae, as proteinas PIll parecem nao estar envolvidas no
controle da atividade de GS (NOINDORF, 2006). Em mutantes ntrB" e ntrC" deste
organismo, a atividade de GS é baixa, independentemente dos niveis de nitrogénio
(PERSUHN et al. 2000). A partir destes resultados foi sugerido que a proteina GInK,
cuja expressao é dependente de NtrC, estivesse envolvida neste processo. No
entanto, a atividade de GS tanto no mutante ginB° como no mutante glhK foi
semelhante a estirpe selvagem, sugerindo que em H. seropedicae apenas uma
proteina do tipo PII (GInB ou GInK) é suficiente para o controle da atividade de GS
(NOINDOREF, 2006).

1.7. FUNCOES DAS PROTEINAS Pl NA CAPTACAO DE AMONIO

Sob condigbes limitantes de nitrogénio, a captacdo de aménio pelas células
de muitos organismos € mediada por uma classe de proteinas de membrana
designadas de Amt (von WIREN e MERRICK, 2004). Essa classe de proteinas esta
presente em bactérias, fungos e plantas, enquanto em animais esta representada
pelas proteinas Rh (THOMAS et al. 2000). A proteina Amt melhor estudada é a
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AmtB de E. coli, um homotrimero no qual cada subunidade é formada por 11 hélices
transmembrana (KHADEMI et al. 2004).

Nas bactérias onde as proteinas Amt foram identificadas, o gene amiB
encontra-se no mesmo operon que o gene glnK, com poucas excegoes. Esta ligagcédo
conservada entre 0s genes sugeriu que estas proteinas poderiam interagir
(THOMAS et al. 2000). Ensaios in vivo indicaram que ocorre a formagao de um
complexo entre GInK e AmtB em E. coli e esta associacdo é controlada pelo estado
de uridililagdo de GInK (COUTTS et al. 2002; JAVELLE et al. 2004). Em resposta a
um aumento nos niveis de nitrogénio celular, GInK é desuridililada e forma um
complexo com AmtB interrompendo a captacdo de amédnio, de uma forma rapida e
reversivel (JAVELLE et al. 2004). A co-purificacdo destas proteinas confirmou que
AmtB e GInK formam um complexo funcional com uma estequiometria de 1:1
(DURAND & MERRICK, 2006). A andlise da estrutura tridimensional do complexo
AmtB-GInK mostrou que GInK interage com a regiao C-terminal de AmtB através da
volta-T de cada um dos seus mondmeros. Esta interacdo bloqueia fisicamente a
passagem de aménio pelo poro de AmtB (CONROQY et al. 2007; GRUSWITZ et al.
2007).

Além de E. coli, o sequestro de proteinas PIl por AmtB também foi mostrado
em outros organismos como Azotobacter vinelandii (COUTTS et al. 2002) e
Azospirillum brasilense (HUERGO et al. 2006a; HUERGO et al. 2006b).

1.8. ENVOLVIMENTO DAS PROTEINAS PIl NO CONTROLE DA FIXACAO DE
NITROGENIO

As bactérias podem utilizar uma série de compostos como fonte de nitrogénio,
desde compostos inorganicos simples como dinitrogénio (N2) e nitrato até compostos
mais complexos incluindo aminoacidos como a histidina e a arginina ou
nucleosideos como a citidina (MERRICK & EDWARDS, 1995). Em praticamente
todas as células, glutamato e glutamina s&o os principais doadores de nitrogénio
para reagdes biossintéticas e a principal via de incorporagdo do nitrogénio nestes
compostos € a glutamina sintetase/glutamato sintase (MERRICK & EDWARDS,

1995). A glutamina sintetase (GS) converte glutamato e aménio em glutamina
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enquanto a glutamato sintase (GOGAT) transfere o grupo amida da glutamina para o

2-oxoglutarato para produzir duas moléculas de glutamato (POSTGATE, 1998):

NH; + glutamato + ATP S5  glutamina +ADP + Pj

Glutamina + 2-oxoglutarato + NADPH + H* GOGATL, » glutamato + NADP”*

Quando os niveis de ambnio no meio sio insuficientes para a formacgao de
glutamato e glutamina, o sistema NTR aciona as vias alternativas do metabolismo de
nitrogénio para a obtencao de amoénio. A fixagcao biolégica de nitrogénio € uma das
vias alternativas reguladas pelo sistema NTR. Este processo ocorre em varios
géneros de Bacteria e Archaea (POSTGATE, 1982) e estes microrganismos séo
chamados de bactérias fixadoras de nitrogénio ou diazotrofos. A fixacdo de
nitrogénio consiste na redugao do N, atmosférico a ions amoénio, forma pela qual o
nitrogénio pode ser assimilado via glutamina sintetase e glutamato sintase
(GS/GOGAT).

A reacdao de reducdo do N, é catalisada pelo complexo enzimatico da
nitrogenase. Esta conversao requer um minimo de 16 mols de ATP para reduzir 1
mol de N2 a 2 mols de ambnio, o que representa um alto custo energético
(POSTGATE, 1998):

N, + 8e + 8H" + 16 MgATP ———» 2 NH3 + 16 MgADP + 16 Pi + H,

Como o funcionamento da nitrogenase consome grande quantidade de
energia para reduzir o nitrogénio atmosférico, tanto a sintese quanto a atividade
deste complexo enzimatico sdo reguladas.

A atividade da nitrogenase é controlada em alguns diazotrofos através de um

mecanismo de inativagdo reversivel por ADP-ribosilacdo da proteina NifH
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(dinitrogenase redutase) (MERRICK & EDWARDS, 1995). Este controle pos-
traducional ja foi caracterizado em organismos como Azospirillum brasilense,
Rhodospirillum rubrum, Azospirillum lipoferum e Rhodobacter capsulatus (ZHANG et
al. 1997). Duas enzimas s&o responsaveis por esta reagao reversivel, DraT e DraG
(produtos dos genes draT e draG, respectivamente). Na presenca de NH;", a enzima
DraT (dinitrogenase redutase ADP-ribosiltransferase) transfere uma ADP-ribose para
o residuo Arg 101 de uma subunidade da proteina NifH, resultando na inativagéo
desta enzima. Quando os niveis de amdnio diminuem, o grupo ADP-ribose é
removido da proteina NifH pela enzima DraG (glicohidrolase ativadora da
dinitrogenase redutase), restaurando a atividade da nitrogenase (LUDDEN &
ROBERTS, 1989; ZHANG et al. 1997).

Em muitos organismos, as proteinas Pl estdo envolvidas no controle da ADP
ribosilacdo de NifH. Em A. brasilense GInB e GInZ participam deste controle
interagindo diretamente com DraT e DraG (HUERGO et al. 2006b). Em condi¢cbes
limitantes de nitrogénio GInZ é uridililada e interage com DraG ativando esta enzima,
e consequentemente ativando a nitrogenase. O aumento na concentragcdo de
amoénio provoca a desuridililacido das proteinas PIl. Nesta forma GInB é capaz de
interagir com DraT ativando-a, o que resulta na modificagdo da proteina NifH e
inativagdo da nitrogenase. A desuridililagcdo de GInZ faz com que o complexo GInZ-
DraG seja ligado a fragcdo de membrana pela proteina AmtB, impedindo que DraG
ative a nitrogenase (HUERGO et al. 2006a, HUERGO et al. 2006b).

Em H. seropedicae, a inibicdo da atividade da nitrogenase foi avaliada na
presenca de diferentes compostos nitrogenados. Cloreto de aménio, glutamato e
glutamina foram os compostos mais efetivos no desligamento da nitrogenase, outros
compostos foram menos efetivos e a adigdo de histidina, lisina e arginina ndo afetou
a atividade da nitrogenase (KLASSEN et al. 1997). Neste organismo, nenhum gene
homologo a draT e draG foi identificado (Sequenciamento do Genoma de H.
seropedicae - Projeto Genopar), sugerindo a existéncia de outro mecanismo de
controle da atividade de nitrogenase. O transportador de aménio AmtB parece estar
envolvido neste controle (NOINFORF, 2006). Ensaios in vivo mostraram que quando
cloreto de amoénio € adicionado a culturas de H. seropedicae em condi¢cdes de
fixagdo de nitrogénio, a estirpe mutante amtB™ ndo é capaz de desligar a atividade da

nitrogenase completamente. Apesar deste sistema n&o possuir as proteinas DraT e
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DraG, este resultado sugere que a proteina AmtB esta envolvida no controle do

desligamento da nitrogenase em H. seropedicae (NOINFORF, 2006).

1.9. FUNCOES DAS PROTEINAS PIl NO CONTROLE DA ATIVIDADE DA
PROTEINA NifA

Apesar do complexo da nitrogenase possuir apenas 3 polipeptideos
diferentes, sua atividade depende dos produtos de muitos outros genes. Em
Klebsiella pneumoniae foram identificados 20 genes especificamente relacionados
com a fixagdo de nitrogénio (genes nif), dos quais 14 sao essenciais para a
producdo da nitrogenase ativa (MERRICK, 1992). Além do controle da atividade do
complexo da nitrogenase, a expressao dos genes nif também é regulada. Em
organismos como K. pneumoniae, a expressao dos genes nif é regulada
positivamente pela proteina NifA. A expressé&o do gene nifA, por sua vez, é regulada
pela proteina NtrC, cuja atividade é controlada pelo sistema NTR (MERRICK &
EDWARDS, 1995).

A proteina NifA é composta de trés dominios modulares, N-terminal, central e
C-terminal. O dominio N-terminal é o dominio mais variavel entre as proteinas NifA
de diferentes organismos e parece ser o dominio alvo para determinados sinais
regulatérios (FISCHER, 1994). O dominio central possui uma alta homologia com a
proteina NtrC (DRUMMOND et al. 1986) e com outras proteinas ativadoras de
promotores ¢>* dependentes (FISCHER, 1994). Esta homologia é particularmente
alta nas duas regides em potencial para ligacdo de ATP (DRUMMOND et al. 1986;
SOUZA et al. 1991b). Os dominios N-terminal e central sdo ligados por uma regido
interdominio denominada de “Q-linker”. O dominio C-terminal possui um motivo
hélice-volta-helice altamente conservado que esta envolvido na ligagdo ao DNA
(LEE et al. 1993a). Embora as proteinas NifA tenham estruturas similares, o controle
de sua atividade através de oxigénio e nitrogénio varia significativamente entre os
organismos (REYES-RAMIREZ et al. 2001). As proteinas PIl, além de regularem a
expressao de NifA através do sistema NTR, também participam do controle da sua

atividade.
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1.9.1 Controle da Atividade de NifA em organismos da Classe y-Proteobacteria

Nos diazotrofos da classe y das proteobactérias como K. pneumoniae e A.
vinelandii, a atividade da proteina NifA é controlada pela proteina NifL. A proteina
NifL € uma flavoproteina composta por dois dominios ligados por um “Q-linker”
(DRUMMOND & WOOTTON, 1987; WOOTTON & DRUMMOND, 1989; HILL et al.
1996; SCHMITZ, 1997). O dominio N-terminal contém um grupo prostético FAD e
mostra homologia com outras proteinas sensoras de estado redox e niveis de
oxigénio (BLANCO et al. 1993). O dominio C-terminal apresenta homologia com
proteinas da familia de histidina quinases, membros do sistema regulatério sensor
de dois componentes (DRUMMOND & WOOTTON, 1987). No entanto, NifL e NifA
nao sao fosforiladas (LEE et al. 1993b; AUSTIN et al. 1994).

Em K. pneumoniae, sob altas concentragdes de amonio e/ou oxigénio, NifL e
NifA formam um complexo (1:1) e NifL funciona como inibidor da atividade da
proteina NifA (MERRICK et al. 1982; STIPS et al. 2004). Nestas condi¢des, NifL
controla a ligacdo de NifA ao DNA, sua atividade catalitica e possivelmente a
interacdo com a RNA polimerase (BARRET et al. 2001). Em condi¢des limitantes de
amoénio e oxigénio, o complexo NifL-NifA & desfeito. A proteina NifL & sequestrada
para a membrana citoplasmatica e NifA permanece no citossol na forma ativa
(KLOPPROGGE et al. 2002; STIPS et al. 2004).

Os niveis de nitrogénio celular sao transmitidos ao sistema NifL/NifA pela
proteina GInK. A presenca de GInK € necessaria para a restauracao da atividade de
NifA, independente do seu estado de uridililagdo (HE et al. 1997; HE et al. 1998;
JACK et al. 1999). Em baixas concentragbes de amoénio, GInK forma um complexo
ternario com NifL-NifA. Esta estrutura provavelmente é apenas transitéria, e deve ser
necessaria para a dissociagao do complexo NifL-NifA e a ativagao de NifA (STIPS et
al. 2004). Na auséncia da proteina GInK, a proteina NifL permanece no citossol e
inibe a atividade de NifA mesmo em condigbes de desrepressao (KLOPPROGGE et
al. 2002).

ARCONDEGUY et al. (1999) utilizaram um sistema heterélogo para estudar o
controle da atividade de NifA de K. pneumoniae pelas proteinas GInB e GInK de E.
coli. A proteina GInB de E. coli superexpressa em um mutante ginK de E. coli, foi

capaz de substituir GInK no controle da inibicdo de NifA por NifL. Resultados de
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ensaios in vivo indicaram que o residuo 54 é o aminoacido que diferencia as
proteinas GInB e GInK quanto ao controle da atividade de NifA de K. pneumoniae
(ARCONDEGUY et al. 2000). Além disso, a proteina GInB com substituicdo dos
residuos 43 e 54 alivia a inibigdo de NifL sobre NifA de forma semelhante a proteina
GInK (ARCONDEGUY et al. 2000).

Em K. pneumoniae, a atividade da proteina NifL além de ser controlada pelos
niveis de amoénio também é controlada pelos niveis de oxigénio. Estudos realizados
em estirpes mutantes de E. coli e K. pneumoniae mostraram que na auséncia da
proteina Fnr, um regulador transcricional que responde aos niveis de oxigénio da
célula, a proteina NifL inibe a atividade de NifA mesmo em condi¢gdes de baixo
oxigénio (GRABBE et al. 2001). No mutante fnr de E. coli, na auséncia da proteina
NifL, a proteina NifA apresenta atividade tanto na auséncia como na presenca de
oxigénio. Estes resultados sugerem que sob condigdes limitantes de oxigénio, a
proteina Fnr (sensor primario de oxigénio) ativa a transcricdo de um ou mais genes,
cujos produtos sdo necessarios para reduzir o cofator FAD da proteina NifL, o que
desfaz o complexo NifL-NifA, ativando a proteina NifA (GRABBE et al. 2001). Em
condigdes limitantes de nitrogénio e na auséncia de oxigénio, a proteina NifL de K.
pneumoniae encontra-se associada a membrana citoplasmatica. Ambos os sinais de
nitrogénio e oxigénio sdo necessarios para esta associagdo, ja que na auséncia das
proteinas Fnr ou GInK, a proteina NifL encontra-se no citoplasma (KLOPPROGGE et
al. 2002).

Em A. vinelandii, diferente do que ocorre em K. pneumoniae, estudos in vitro
mostraram que a proteina GInK interage com a proteina NifL apenas na sua forma
ndo uridililada resultando na inativacdo da proteina NifA (LITTLE et al. 2000; LITTLE
et al. 2002). Esta interagdo requer a ligacdo de ATP e 2-oxoglutarato a GInK.
Apenas a regiao C-terminal da proteina NifL, a qual apresenta homologia com o
dominio quinase da proteina NtrB, é suficiente para interagir com GInK (LITTLE et al.
2002). Em condicbes de excesso de nitrogénio, a proteina GInK desuridililada
interage com o complexo NifL-NifA através do dominio C-terminal da proteina NifL,
mantendo NifA inativa. Em condi¢des limitantes de nitrogénio, a proteina GInK esta
uridililada e é incapaz de interagir com NifL-NifA (LITTLE et al. 2000). Nestas
condigdes, a molécula de 2-oxoglutarato liga-se ao dominio GAF da proteina NifA.

Esta ligagcdo parece induzir uma mudanga conformacional na proteina NifA que
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impede a inibicdo por NifL em condi¢des limitantes de nitrogénio (LITTLE & DIXON,
2003; MARTINEZ-ARGUDO et al. 2004a). O efeito do 2-oxoglutarato € suprimido por
uma mutagdo no residuo Arg 306 da proteina NifL. Este residuo parece ser
essencial para prevenir a inibicdo de NifA, e sua substituicdo por uma cisteina
resulta na inibicdo constitutiva de NifA por NifL (MARTINEZ-ARGUDO et al. 2004b).

1.9.2. Controle da Atividade de NifA em organismos da Classe a-Proteobacteria

Nos diazotrofos da classe o das proteobactérias como Azospirillum brasilense
e Rhodospirillum rubrum, um gene homodlogo a NifL ndo foi detectado. Em A.
brasilense, a expressao do gene nifA é reprimida parcialmente por aménio ou
oxigénio (FADEL-PICHETH et al. 1999). No entanto, a expressao dos genes nif é
regulada por oxigénio e amoénio, sugerindo que a atividade de NifA é controlada por
outros mecanismos (LIANG et al. 1991). A proteina GInB € uma das responsaveis
por este controle, ja que no mutante ginB de A. brasilense, que é incapaz de fixar
nitrogénio, a proteina NifA é expressa, mas o gene nifH nao é transcrito (LIANG et
al. 1992; de ZAMAROCZY et al. 1993). Além disso, ensaios in vivo com a proteina
NifA de A. brasilense expressa em E. coli, mostraram que a proteina GInB, mas nao
a proteina GInZ, é essencial para a atividade de NifA (ARAUJO et al. 2004).

O dominio N-terminal da NifA exerce um papel inibitorio sobre a atividade
desta proteina na presenga de aménio. Em A. brasilense, proteinas NifA N-
truncadas foram capazes de restaurar a expressdo dos genes nif no mutante ginB
em condi¢des de nitrogénio limitante ou em excesso, sugerindo que a proteina GInB
€ necessaria para ativar NifA impedindo o efeito inibitorio do dominio N-terminal
(ARSENE et al. 1996). CHEN e colaboradores (2003) verificaram que a proteina
GInB interage com o dominio GAF N-terminal da proteina NifA de A. brasilense, mas
nao com os dominios central ou C-terminal. Neste estudo também foi observado que
a proteina GInZ nao interage com NifA. Além disso, as proteinas mutantes NifA
Y18F e NifA Y18/53F apresentaram atividade regulada por aménio mesmo na
auséncia da proteina GInB (ARSENE et al. 1999, CHEN et al. 2005). Estes residuos
localizam-se no dominio N-terminal da proteina NifA de A. brasilense e nédo estao
presentes nos organismos nos quais NifA é controlada por NifL, como K.

pneumoniae e A. vinelandii.
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Em R. rubrum, a atividade da proteina NifA é regulada positivamente por
GInB-UMP (ZHANG et al. 2000). As proteinas GInK e GInJ n&do sao capazes de
substituir GInB nesta interagdo. No entanto, a substituigdo de alguns aminoacidos
em GInJ foram suficientes para tornar esta proteina capaz de ativar NifA (ZHANG et
al. 2001; ZHANG et al. 2004). ZHU et al. (2006) identificaram variantes da proteina
GInB capazes de interagir com a proteina NifA mesmo sem uridililacdo. Algumas
destas variantes continuam a responder aos niveis de aménio, aparentemente por
um mecanismo independente da uridililagcdo por GInD (ZHU et al. 2006).

Em Rhodobacter capsulatus, estudos utilizando a técnica de duplo-hibrido
mostraram que as proteinas GInB e GInK s&o capazes de interagir com as proteinas
NifA1 e NifA2 (PAWLOWSKI et al. 2003). Neste organismo, a atividade da proteina
NifA é regulada por aménio nos mutantes ginB" e glnK', mas ndo no mutante duplo
ginB/gInK', sugerindo que tanto GInB como GInK podem controlar a atividade de
NifA (DREPPER et al. 2003).

1.9.3. Controle da Atividade de NifA em organismos da Classe p-Proteobacteria

O controle da atividade da proteina NifA na classe [ das proteobactérias,
difere entre seus membros Azoarcus sp. BH72 e Herbaspirillum seropedicae.
Azoarcus sp. BH72 apresenta um operon homologo ao operon nifLA encontrado em
organismos da classe y-Proteobacteria (EGENER et al. 2002). Neste organismo, a
atividade da proteina NifA também é controlada via NifL em resposta aos niveis de
amonio e oxigénio. No entanto, em contraste com o sistema regulatorio de K.
pneumoniae, a expressao do operon nifLA é detectada na presenga de oxigénio e
amoénio, sendo maior na auséncia de ambos (EGENER et al. 2002). As trés
proteinas do tipo PIl encontradas neste organismo parecem estar envolvidas no
controle da atividade da proteina NifA (MARTIN et al. 2000; MARTIN et al. 2002). A
transcrigdo a partir do promotor do gene nifH de Azoarcus sp. BH72 sob condi¢des
limitantes de nitrogénio, ndo foi afetada pela delegdo de ginB, ginK ou glnBginK
sugerindo que a proteina GInY, que é expressa neste mutante, é suficiente para o
controle da atividade de NifA (MARTIN et al. 2002). No entanto, a presencga das
proteinas GInB ou GInK €& necessaria para reprimir a transcricdo dos genes da

nitrogenase em condigdes de excesso de nitrogénio (MARTIN et al. 2002).
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Em H. seropedicae, varios genes relacionados com a fixagdo de nitrogénio
foram identificados (SOUZA et al. 1991a; SOUZA et al. 1991b; MACHADO et al.
1996; BENELLI et al. 1997; PEDROSA et al. 1997; KLASSEN et al. 1999; PEDROSA
et al. 2001; NOINDOREF et al. 2006), no entanto, mesmo com o sequenciamento do
seu genoma, o gene nifL nao foi detectado. A expressdo do gene nifA neste
diazotrofo é insensivel aos niveis de oxigénio, mas €& reprimida por aménio e
dependente de NtrC (SOUZA et al. 2000; WASSEM et al. 2000), enquanto a
atividade da proteina NifA é controlada por aménio e oxigénio (SOUZA et al. 1999).

A proteina NifA inteira de H. seropedicae nao apresenta atividade em E. coli,
entretanto a forma N-truncada desta proteina é ativa e ndo responde aos niveis de
nitrogénio (SOUZA et al. 1999; MONTEIRO et al. 1999a). Da mesma forma, a
proteina NifA N-truncada de H. seropedicae é capaz de complementar o mutante
nifA de A. brasilense, porém nao responde ao controle por amonio, sugerindo que o
dominio N-terminal deve estar envolvido no monitoramento dos niveis de nitrogénio
fixado (SOUZA et al. 1999). Este controle é restaurado quando o dominio N-terminal
é co-expresso com a proteina NifA N-truncada em E. coli (MONTEIRO et al. 1999b).

Ensaios in vitro mostraram que ambas as proteinas GInB e GInK de H.
seropedicae sao capazes de interagir in vitro com o dominio N-terminal da proteina
NifA (BENELLI et al. 2002a). Estirpes mutantes ginK de H. seropedicae sao
incapazes de fixar nitrogénio (NOINDORF, 2006). A atividade de fixacdo destas
estirpes foi restaurada pela proteina NifA N-truncada expressa a partir do seu préprio
promotor, sugerindo que a proteina GInK de H. seropedicae controla a atividade da
proteina NifA interagindo com seu dominio N-terminal. A expresséo da proteina GInB
a partir de um plasmideo foi capaz de restaurar parcialmente a fixagdo de nitrogénio
nestas estirpes, indicando que a proteina GInB possa substituir GInK quando
expressa em maiores quantidades (NOINDORF, 2006).

A proteina GInB de H. seropedicae foi capaz de ativar a proteina NifA de K.
pneumoniae em diferentes estirpes de E. coli (gIinB/ginK, glnD" e selvagem)
(BONATTO et al. 2005). Além da proteina GInB nativa também foram avaliadas
quatro formas mutantes desta proteina: GInB Q3R/T5A (substituicdo de dois
residuos localizados na regido N-terminal), GInB Y51F (substituicdo do sitio de
uridililagcao localizado na volta T), GInB G108A/P109A e GInB G108W (substituicdo

de residuos da regido C-terminal) (Figura 5).
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FIGURA 5 — ALINHAMENTO DA SEQUENCIA DE AMINOACIDOS DAS PROTEINAS GInB DE H.
seropedicae E SUAS FORMAS MUTANTES

1 10 20 30 40 50 60
GInB MKQVTAT IKPFKLDEVRESLAEVGVTGLTVTEVKGFGRQKGHTELYRGAEYVVDFLPKVK
GInB Y51F MKQVTAT IKPFKLDEVRESLAEVGVTGLTVTEVKGFGRQKGHTELYRGAEFVVDFLPKVK
GInB G108A/P109A MKQVTAI IKPFKLDEVRESLAEVGVTGLTVTEVKGFGRQKGHTELYRGAEYVVDFLPKVK
GInB Q3R/T5A MKRVAAT IKPFKLDEVRESLAEVGVTGLTVTEVKGFGRQKGHTELYRGAEYVVDFLPKVK
GInB G108W MKQVTAIT IKPFKLDEVRESLAEVGVTGLTVTEVKGFGRQKGHTELYRGAEYVVDFLPKVK
**x * *xx EaR A e
70 80 90 100 112
GInB I1EVVVDDKVVEQAVDAI IKAARTGKIGDGKIFVQEVEQVIRIRTGETGPDAV
GInB Y51F 1EVVVDDKVVEQAVDAI IKAARTGKIGDGKIFVQEVEQVIRIRTGETGPDAV
GInB G108A/P109A 1EVVVDDKVVEQAVDAI IKAARTGKIGDGKIFVQEVEQVIRIRTGETAADAV
GInB Q3R/T5A 1EVVVDDKVVEQAVDAI IKAARTGKIGDGKIFVQEVEQVIRIRTGETGPDAV
GInB G108W I1EVVVDDKVVEQAVDAI IKAARTGKIGDGKIFVQEVEQVIRIRTGETWPDAV

* kX *kxk

O alinhamento das sequéncias de aminoacidos foi realizado no programa
ClustalWW (THOMPSON et al. 1994).
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Todas as proteinas avaliadas foram capazes de ativar a proteina NifA de K.
pneumoniae. No entanto, a resposta da proteina NifA ao controle por aménio foi
diferente na presencga das formas mutantes de GInB. Na presenga da proteina GInB
Y51F, a proteina NifA de K. pneumoniae apresentou menor regulagdo por amonio do
que quando em presenca das outras proteinas GInB testadas. Por outro lado, na
estirpe g/inD", na presenca da proteina GInB G108W, a proteina NifA apresentou
atividade altamente regulada por aménio, sugerindo que a regido C-terminal e a
volta T da proteina GInB de H. seropedicae estao envolvidos na sinalizacdo dos
niveis de nitrogénio (BONATTO et al. 2005). Além disso, na presencga da proteina
GInB G108A/P109A, a atividade da proteina NifA foi menor do que a observada na
presenca da proteina GInB nativa em todas as estirpes avaliadas. Por outro lado, a
atividade da proteina NifA de K. pneumoniae em presenca da proteina GInB
Q3R/T5A foi similar a observada com a proteina GInB nativa (BONATTO et al.
2005).

Em H. seropedicae, a atividade da proteina NifA é controlada tanto pelos
niveis de aménio como de oxigénio (SOUZA et al. 1999). Enquanto a proteina GInK
estd envolvida na sinalizagdo dos niveis de nitrogénio para NifA, a proteina Fnr
parece estar envolvida na sinalizagdo dos niveis de oxigénio. A proteina Fnr,
sensora de oxigénio, é necessaria para a atividade da proteina NifA de H.
seropedicae, ja que a proteina NifA N-truncada é inativa e mais suscetivel a
degradagdo em um mutante fnr de E. coli (MONTEIRO et al. 2003). Trés genes
semelhantes a fnr foram encontrados no genoma de H. seropedicae (Projeto
Genopar), portanto é possivel que a proteina Fnr esteja envolvida com o controle da

atividade de NifA em H. seropedicae.

1.10. OUTRAS FUNCOES DAS PROTEINAS PII

O controle do metabolismo de nitrogénio varia nos diferentes grupos de
bactérias, bem como os papéis desempenhados pelas proteinas PIll nestes
sistemas. As funcdes das proteinas Pll foram melhor estudadas nas proteobactérias,
mas algumas fung¢des de PlII ja foram caracterizadas em outros grupos.

Na bactéria Gram-positiva Corynebacterium glutamicum (Filo Actinobacteria),

a proteina GInK, unica proteina do tipo PIl presente neste organismo, controla a
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atividade da proteina AmtR, um regulador transcricional que reprime a transcricao de
uma série de genes em condicdes de excesso de nitrogénio (STROSSER et al.
2004; BECKERS et al, 2005). Em baixas condi¢des de amébnio, a proteina GInK é
adenililada pela proteina GInD. GInK-AMP parece interagir com a proteina AmtR
permitindo a expressao dos genes controlados por este regulador. Quando os niveis
de ambnio aumentam, a proteina GInK é desadenililada. Nesta forma, GInK é
incapaz de interagir com AmtR, que bloqueia a transcricdo dos genes que fazem
parte do seu regulon (STROSSER et al. 2004). Em Bacillus subtilis, outra bactéria
Gram-positiva (Filo Firmicutes), estudos in vitro mostraram que a proteina TnrA, um
regulador da expressdo de genes envolvidos no metabolismo de nitrogénio, é
sequestrado para a membrana citoplasmatica através da formacdo de um complexo
entre TnrA, GInK e AmtB (HEINRICH et al. 2006).

Em Synechococcus estirpe PCC7942 (Filo Cyanobacteria), a proteina GInK,
unica proteina do tipo Pll presente neste organismo, esta envolvida na captagao de
nitrato e nitrito, no controle da expressao de genes regulados por aménio e na
sintese de arginina. Neste organismo, a captacéo de nitrato e nitrito é inibida na
presenca de aménio, mas no mutante g/inK a captagdao ocorre mesmo na presenga
de aménio (LEE et al. 1998). Quando uma proteina GInK que ndo pode ser
fosforilada foi expressa nesta estirpe, a capacidade de captar nitrato foi perdida,
sugerindo que a forma fosforilada da proteina GInK esta envolvida na regulacéo da
captacao de nitrato e nitrito (LEE et al. 2000).

A proteina GInK também esta envolvida no controle da atividade da proteina
NtcA, um ativador transcricional de genes sujeitos a repressao por aménio em
Synechococcus estirpe PCC7942 (ALDEHNI et al. 2003). A comunicacéo entre as
proteinas GInK e NtcA é mediada pela proteina PipX, que interage com ambas as
proteinas (ESPINOSA et al. 2006). Na presencga de altos niveis de amdnia (baixos
niveis de 2-oxoglutarato), a proteina PipX liga-se a proteina GInK que esta
desfosforilada e a proteina NtcA encontra-se inativa. Na presenca de nitrato, parte
da proteina GInK encontra-se na forma fosforilada e os niveis moderados de 2-
oxoglutarato fazem com que a proteina PipX ligue-se alternadamente com as
proteinas GInK e NtcA. Nestas condigdes, a proteina NtcA € encontrada nas formas
ativa e inativa e a proteina GInK nas formas fosforilada e desfosforilada. Em

condigdes limitantes de nitrogénio (altos niveis de 2-oxoglutarato), a proteina GInK é



Introducdo 33

totalmente fosforilada e a proteina PipX interage com a proteina NtcA, a qual é
completamente ativada (ESPINOSA et al. 2006).

Em muitas cianobactérias, a arginina € utilizada na formagdo do copolimero
de reserva de nitrogénio denominado de cianoficina (ALLEN, 1988). A proteina
NAGK (N-acetilglutamato quinase) é a enzima que catalisa a etapa chave na sintese
de arginina, e sua atividade é controlada pela proteina GInK através da formacgao de
um complexo entre estas proteinas (HEINRICH et al. 2004). Em altas concentragdes
de nitrogénio, a proteina GInK desfosforilada interage com a proteina NAGK
estimulando sua atividade catalitica. A formacdo deste complexo nao requer
efetores, mas é inibida por ATP na presenca de 2-oxoglutarato e por ADP
(MAHESWARAN et al. 2004). Em baixas concentragbes de nitrogénio, a proteina
GInK esta fosforilada e n&o interage com a enzima NAGK, que na forma livre &
fortemente inibida por arginina (MAHESWARAN et al. 2004).

Algumas funcgdes das proteinas PIl também foram estudadas em organismos
do Dominio Archaea. No metanogeno diazotrofico Methanococcus maripaludis, as
proteinas do tipo PIl denominadas de Nifl; e Nifl,, sdo necessarias para o
desligamento da nitrogenase em resposta ao aumento dos niveis de amdnio
(KESSLER et al. 2001). Em Methanosarcina mazei estirpe Go61, outro metandégeno
diazotrofico, a atividade da enzima glutamina sintetase (GInA4) ndo é controlada por
adenililagdo como nas proteobactérias, mas pela proteina GInK; (homdloga a GInK
de E. coli) (EHLERS et al. 2005). Em resposta a um aumento nos niveis de aménio,
a proteina GInK; interage diretamente com a proteina GInA inibindo sua atividade.
Em baixos niveis de nitrogénio, a atividade de GInA; é estimulada por 2-oxoglutarato
(EHLERS et al. 2005).
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2. JUSTIFICATIVA

Herbaspirillum seropedicae € uma bactéria diazotréfica que foi isolada
inicialmente da rizosfera de gramineas e posteriormente de raizes de milho, sorgo e
arroz e de caules e folhas de diferentes culturas de cana-de-agucar, bananeira e
abacaxizeiro e em algumas espécies de gramineas forrageiras (PIMENTEL et al.
1991; BALDANI et al. 1986; BALDANI et al. 1992; OLIVARES et al. 1996; JAMES &
OLIVARES, 1998; WEBER et al. 1999). A baixa taxa de sobrevivéncia deste
organismo nos solos sugere tratar-se de um microrganismo endofitico
(DOBEREINER, 1992). A inoculagéo de H. seropedicae em arroz leva a um aumento
do peso umido e seco das plantas (BALDANI et al. 1996). A estirpe de H.
seropedicae LR15, quando inoculada em arroz, foi capaz de colonizar a superficie
das raizes e os tecidos internos, e resultou em aumento da biomassa radicular
(RONCATO-MACCARI et al. 2003a, RONCATO-MACCARI et al. 2003b).

O estudo dos mecanismos de regulagéo e controle do metabolismo da fixagao
de nitrogénio em H. seropedicae e em outros diazotrofos pode contribuir para a
engenharia de novas estirpes que fixem mais nitrogénio para as plantas,
aumentando a eficiéncia do processo. Os estudos realizados até aqui com H.
seropedicae e outros organismos evidenciam a importancia das proteinas da familia
Pll ndo s6 na regulagdo da fixagéo de nitrogénio, mas no controle do metabolismo
de nitrogénio em geral, principalmente pela sua capacidade de interagdao simultanea
com outras proteinas e com moléculas efetoras. Assim, a caracterizagdo funcional
das proteinas PIll de H. seropedicae pode revelar pontos importantes no controle do

metabolismo de nitrogénio deste organismo.
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3. OBJETIVOS

Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho foi caracterizar as proteinas GInB e GInK de H.
seropedicae e as proteinas GInB mutantes GInB G108A/P109A, GInB G108W e
GInB Q3R/T5A através do estudo da modificagcdo destas proteinas pela proteina

GInD de H. seropedicae e da participacao das moléculas efetoras neste processo.

Objetivos Especificos

* Clonar os genes g/inB mutantes em vetor de expressao;

* Expressar e purificar as proteinas GInB, GInK e GInD de H. seropedicae e
GInB mutantes GInB G108A/P109A, GInB G108W e GInB Q3R/T5A;

e Avaliar o perfil de uridililacido das proteinas GInB, GInK e GInB mutantes
GInB G108A/P109A, GInB G108W e GInB Q3R/T5A;

* Avaliar o efeito das moléculas 2-oxoglutarato, ATP, ADP e AMP sobre a
uridililagao das proteinas PII;

* Avaliar o efeito inibitério da glutamina sobre a uridililagao das proteinas PII;

* Avaliar o perfil de desuridililacdo das proteinas GInB e GInK na presenca

das moléculas efetoras ATP e ADP.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. ESTIRPES E PLASMIDEOS

As estirpes bacterianas e os plasmideos utilizados neste trabalho estdo

listados na tabela 1.

TABELA 1- Estirpes e plasmideos

ESTIRPES / GENOTIPO / FENOTIPO REFERENCIA / FONTE
PLASMIDEOS

E. coli

DH10B F'mrcA A¢80dlacZ AM15 AlacX74 endA1 recA1 SAMBROOK et al. 1989

deoR A(ara,leu)7697 araD139 galU galK nupG rpsL A
RB9065).DE3  g/nB2306 ginD99::Tn10, TR (promotor T7 polimerase) BENELLI et al. 2001

Plasmideos

pACB3 Km®, ginB de H. seropedicae com mutagdo na BONATTO, 2000
sequéncia que codifica para os residuos 108 e 109
(G108A/P109A) em pET29a+, pT7

pACB60 AmpR, ginB de H. seropedicae com mutagdo na BONATTO et al. 2005
sequéncia que codifica para os residuos 3 e 5
(Q3R/T5A) em pTZ18R, plac

pACB70 AmpR, ginB de H. seropedicae com mutagdo na BONATTO et al. 2005
sequéncia que codifica para o residuo 108 (G108W)
em pTZ18R, plac

pACB61 Km®, ginB de H. seropedicae com mutagido na Este trabalho
sequéncia que codifica para os residuos 3 e 5
(Q3R/T5A) em pET29a+, pT7

pACB71 KmF, ginB de H. seropedicae com mutagdo na Este trabalho
sequéncia que codifica para o residuo 108 (G108W)
em pET29a+, pT7

pEMB101.8 KmF, ginB de H. seropedicae em pET28b+ (com BENELLI et al. 2001
delegao da cauda His), pT7

pEMB200 KmR, gIinK de H. seropedicae em pET29a+, pT7 BONATTO et al. 2007

pET29a+ KmR, vetor de expressao (sem cauda His), pT7 Novagen

pGH2 KmR, g/inD de H. seropedicae em pET29a+, pT7 BONATTO et al. 2007

pTZ18R Amp", vetor multifuncional de clonagem e MEAD et al. 1986

sequenciamento, plac
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4.2. MEIOS DE CULTURA

4.2.1. Meios Utilizados para o Cultivo de E. coli

As estirpes de E. coli foram cultivadas em meio Luria-Broth (LB), SOB e SOC.
O meio LB (SAMBROOK et al. 1989) apresenta a seguinte composigao:

Componentes gramas/litro
Extrato de levedura 50
Triptona 10,0
NaCl 10,0

O meio sdlido (LA) foi obtido pela adicdo de 15 g/L de agar ao meio liquido.
O meio SOB (SAMBROOK et al. 1989) apresenta a seguinte composigéo:

Componentes gramas/litro
Extrato de levedura 5,0
Triptona 20,0

NaCl 0,6

KCI 0,186

O pH do meio foi ajustado para 7,0 com NaOH.
O meio SOC foi obtido pela adigdo de glucose (3,6 g/L), MgCl, (0,94 g/L) e
MgSOq4 (1,2 g/L) ao meio SOB.

4.2.2. Antibidticos

Os antibidticos foram usados nas seguintes concentragdes: ampicilina 250
ug/ml, tetraciclina 10 ug/ml e canamicina 50 ug/ml. As solug¢des estoque foram

preparadas como descrito por SAMBROOK et al. (1989) e mantidas sob refrigeragao
a 4°C.
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4.3. CONDICOES DE CULTIVO

As estirpes de E. coli foram cultivadas a 37°C. As culturas em meio liquido
foram incubadas em agitador rotatério a 120 rpm. Os estoques de E. coli foram

mantidos em glicerol 50% e armazenados a -20°C ou -70°C.

4.4. MANIPULAGCAO GENICA

As reagdes de restricdo e ligacédo, e as técnicas de purificagdo de DNA e

eletroporagao foram realizadas conforme descrito por SAMBROOK et al. (1989).
4.5. DOSAGEM DE PROTEINAS

A concentracdo de proteina dos extratos de célula e das proteinas purificadas
foi determinada pelo método de BRADFORD (1976). O padrao de proteina utilizado

foi soro albumina bovina.

4.6. ELETROFORESE DE PROTEINAS SOB CONDICOES DESNATURANTES
(SDS — PAGE) (LAEMMLI, 1970)

As condicbes de eletroforese desnaturante foram aquelas descritas por
LAEMMLI (1970). O gel separador continha acrilamida 10% ou 15% (solugéo
estoque 29% de acrilamida e 1% de bis-acrilamida), Tris-HCI 375 mM pH 8,8, SDS
0,3%, persulfato de amoénio 0,1% e TEMED (N, N, N’, N’ - tetrametiletilenodiamina)
0,1%. O gel empilhador continha acrilamida 6%, Tris-HCI 167 mM pH 6,8, SDS
0,24%, persulfato de aménio 0,1% e TEMED 0,1%.

O tampao de amostra (Tris-HCI 12 mM pH 6,8, glicerol 5%, SDS 0,4%, 2-
mercaptoetanol 2 mM e azul de bromofenol 0,02%) foi preparado 5 vezes
concentrado. As amostras misturadas a este tampao foram aquecidas a 95°C por 5
minutos e centrifugadas por 2 minutos. As corridas foram feitas a 180 V por 1 hora
em tampao Laemmli (Tris 25 mM, glicina 192 mM e SDS 0,1%, pH 8,3). Este tampao

foi preparado 10 vezes concentrado, mantido a temperatura ambiente e diluido no
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momento do uso. Os géis foram corados com coomassie blue R250 0,1% (10% de

acido acético e 40% de metanol) ou nitrato de prata (BLUM et al. 1987).

4.7. ELETROFORESE SOB CONDICOES DESNATURANTES PARA PROTEINAS
DE BAIXA MASSA MOLECULAR (SCHAGGER & von JAGOW, 1987)

As condig¢bes descritas por SCHAGGER & von JAGOW (1987) sao indicadas
para proteinas de 1 a 100 kDa porque permitem uma melhor separacdo entre as
bandas de baixa massa molecular. O gel separador continha acrilamida 15%
(solugao estoque 29% de acrilamida e 1% de bis-acrilamida), Tris-HCI 1 M pH 8,45,
SDS 0,1%, glicerol 15%, persulfato de amoénio 0,1% e TEMED 0,1%. O gel
empilhador continha acrilamida 4%, Tris-HCI 750 mM pH 8,45, SDS 0,075%,
persulfato de aménio 0,1% e TEMED 0,1%. As amostras foram preparadas como
descrito no item anterior. Os géis foram submetidos a corridas de 2 horas a 160 V
nos tampdes catodo (Tris 100 mM, tricina 100 mM, SDS 0,1%, pH 8,25) e anodo
(Tris 200 mM pH 8,9). Os géis foram corados com coomassie blue R250 0,1% (10%

de acido acético e 40% de metanol).

48. ELETROFORESE DE PROTEINAS SOB CONDICOES NAO
DESNATURANTES

As condicbes de eletroforese nao desnaturante em gel descontinuo foram
aquelas descritas por FORCHHAMMER & TANDEAU DE MARSAC (1994). O gel
separador continha acrilamida 9% (solugao estoque 29% de acrilamida e 1% de bis-
acrilamida), Tris-HCI 450 mM pH 8,9, Nonidet P-40 0,025%, persulfato de amdnio
0,1% e TEMED 0,1%. O gel empilhador continha acrilamida 2,5% (solugao estoque
10% de acrilamida e 2,5% de bis-acrilamida), Tris-H3PO4 62,5 mM pH 6,9, Nonidet
P-40 0,031%, persulfato de amdbnio 0,1% e TEMED 0,1%.

O tampao de amostra nao desnaturante foi preparado 5 vezes concentrado
(Tris-HCI 250 mM pH 6,8, EDTA 20 mM, glicerol 50% e azul de bromofenol 0,02%).
As corridas foram realizadas a 100 V por 3 a 4 horas em tampao de corrida para

proteina nativa (Tris 5 mM e glicina 38,4 mM). Este tampéo foi preparado 50 vezes
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concentrado, mantido a temperatura ambiente e diluido no momento do uso. Os géis

foram corados com SyPro Ruby (Invitrogen).

4.9. CLONAGEM DOS GENES ginB DE H. seropedicae COM MUTACOES NAS
SEQUENCIAS QUE CODIFICAM PARA OS RESIDUOS G108W E Q3R/T5A NO
VETOR DE EXPRESSAO pET29a+

O plasmideo pACB70, que contém o gene ginB mutagenizado na sequéncia
que codifica para o residuo 108 (G108W) inserido no vetor pTZ18R foi digerido com
as enzimas Xbal e Hindlll liberando um fragmento contendo o gene g/inB mutante.
Este fragmento foi ligado ao vetor pET29a+ tratado com as mesmas enzimas. O
sistema de ligacao foi eletroporado na estirpe de E. coli DH10B e os plasmideos
isolados das colbénias tranformantes foram tratados com as enzimas de restricao
Xbal e Hindlll. O produto da restricao foi analisado por eletroforese em gel de agar
1,5% e o plasmideo construido foi denominado pACB71.

A partir do plasmideo pACB60, o gene ginB mutagenizado na sequéncia que
codifica para os residuos 3 e 5 (Q3R/T5A) foi clonado no vetor de expressao
pET29a+. O plasmideo pACB60 foi digerido com as enzimas Xbal e Hindlll liberando
0 gene ginB que foi ligado ao vetor pET29a+ tratado com as mesmas enzimas. O
sistema de ligagao foi eletroporado na estirpe DH10B de E. coli. Os plasmideos
isolados das coldnias transformantes foram digeridos com as enzimas Xbal e Hindlll
e o produto da restricdo foi analisado por eletroforese em gel de agar 1,5% para
confirmar a inser¢do do gene g/inB mutante no vetor pET29a+. Este plasmideo foi
denominado pACB61.

4.10. INDUCAO DA EXPRESSAO DAS PROTEINAS GInB E GInK DE H.

seropedicae

As proteinas GInB e GInK nativas e GInB mutantes foram expressas a partir
de vetores pET em células de E. coli estirpe RB9065ADE3 (g/nB’/ginD’). As proteinas
nativas foram expressas a partir dos plasmideos pEMB101.8, que contém o gene
ginB em pET28b+ (com deleg¢ao da cauda de histidinas) e pEMB200, que contém o
gene ginK em pET29a+. As proteinas GInB mutantes foram expressas a partir dos
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plasmideos pACB3 (ginB G108A/P109A), pACB71 (ginB G108W) e pACB61 (g/inB
Q3R/T5A), todos em vetor pET29a+.

Os plasmideos foram introduzidos por eletroporagéo na estirpe RB9065.DE3
e trés colbnias de cada transformante foram inoculadas em 50 mL de meio LB
contendo glutamina 0,2%, tetraciclina 10 ug/mL e canamicina 50 pg/mL e incubadas
por 16 horas em agitador rotatério a 37° C. As culturas foram re-inoculadas (2 mL)
em 5 L de meio LB, contendo glutamina e os antibidticos nas concentragdes citadas
e incubadas a 37° C. Apods a cultura atingir uma D.O. (600 nm) entre 0,05 e 0,1, foi
adicionado 0,5 mM de IPTG (isopropil-tio-galactosideo) e a cultura foi incubada por
mais 3 horas a 37° C. As culturas foram centrifugadas a 18.800g por 10 minutos e as
células coletadas foram dissolvidas em aproximadamente 6 mL de tampao de
sonicacgéo (Tris-HCI 50 mM pH 8,0, NaCl 50 mM, EDTA 1 mM, glicerol 50%). Em
seguida foi adicionado PMSF (fluoreto de fenilmetilsulfonil) (1 mM) e a mistura foi

congelada a -70° C.

4.11. PURIFICACAO DAS PROTEINAS GInB, GInK E GInB MUTANTES DE H.

seropedicae

As células coletadas apds cada indugdo (item 4.10) foram incubadas com
lisozima (50 ug/mL) em gelo por 30 minutos e sonicadas por 30 segundos 7 vezes
com intervalos de 1 minuto (Ultrasonic Processor XL, Heat Systems). O lisado foi
diluido 5 vezes em tampao de sonicagdo sem glicerol resultando em um volume
aproximado de 30 mL e em seguida centrifugado a 26.900g por 10 minutos. O
sobrenadante foi tratado com sulfato de estreptomicina 2% sob agitacédo por 30
minutos a 0° C. O lisado tratado foi centrifugado a 26.900g por 30 minutos e o
sobrenadante foi aplicado em uma coluna de troca i6nica Q-Sepharose (GE
Healthcare: 20 cm de altura, 1,6 cm de didametro, aproximadamente 40 mL) pré-
equilibrada com tampao A (Tris-HCI 50 mM pH 8,0, NaCl 50 mM, EDTA 1 mM e
glicerol 10%) e conectada a um sistema AKTA (GE Healthcare). A amostra foi
injetada na coluna com um fluxo de 1 mL/minuto. A coluna foi lavada com tampéao A
(2 mL/minuto) até a estabilizagcdo da linha de base e a proteina foi eluida com um
gradiente de concentragao de NaCl que variou de 0,05 M (tamp&o A) a 1 M (tampé&o
B: Tris-HCI 50 mM pH 8,0, NaCl 1 M, EDTA 1 mM e glicerol 10%). Durante a eluigao
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foram coletadas 20 aliquotas de 5 mL a um fluxo de 2 mL/minuto. As amostras foram
analisadas por eletroforese em gel desnaturante 15% e agrupadas em diferentes
fragbes de acordo com o grau de pureza da proteina.

As fragbdes foram tratadas com sulfato de aménio 75% (30 minutos sob leve
agitacao) e centrifugadas a 26.900g por 30 minutos. O precipitado de cada fragao foi
dissolvido em 200 uL de tampéo A 5% (Tris-HCI 50 mM pH 8,0, NaCl 50 mM, EDTA
1 mM e glicerol 5%) e aplicado em uma coluna de gel filtragdo Superdex 75 (GE
Healthcare: 30 cm de altura, 1 cm de didmetro, aproximadamente 24 mL). A coluna
foi pré-equilibrada com tamp&o A 5% e conectada a um sistema AKTA. O sistema foi
operado a um fluxo de 0,3 mL por minuto. Apds a inje¢ao da amostra, aliquotas de
0,6 mL foram coletadas. A presenca de proteina nas amostras foi verificada por
eletroforese em gel desnaturante 15% e as aliquotas foram agrupadas em fragdes
de acordo com a quantidade e pureza da proteina. As fragdes foram dialisadas em
tampao A contendo glicerol 50%.

Todas as etapas de purificagdo foram realizadas a 4° C e a proteina foi

estocada a -20° C.

4.12. INDUGAO DA EXPRESSAO DA PROTEINA GInD DE H. seropedicae

O plasmideo pGH2, que contém o gene g/nD inserido no vetor pET29a+, foi
introduzido por eletroporacédo na estirpe RB9065ADE3. As colbnias transformantes
foram inoculadas em 50 mL de meio LB contendo glutamina 0,2%, tetraciclina 10
ug/mL e canamicina 50 ug/mL e incubadas por 16 horas em agitador rotatério a 30°
C. As culturas foram re-inoculadas (5 mL) em 1 L de meio LB, contendo glutamina e
os antibioticos nas concentragdes citadas e incubadas a 30° C. Apds a cultura atingir
uma D.O. (600 nm) entre 0,2 e 0,3, foi adicionado 0,5 mM de IPTG e a cultura foi
incubada por mais 4 horas a 30° C. As culturas foram centrifugadas a 18.800g por
10 minutos e as células dissolvidas em aproximadamente 10 mL de tampao de
sonicagao (Tris-HCI 50 mM pH 7,0, NaCl 200 mM, DTT 1 mM, glicerol 50%). Em

seguida, 1 mM de PMSF foi adicionado e a mistura foi congelada a -70° C.
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4.13. PURIFICACAO DA PROTEINA GInD DE H. seropedicae

As células dissolvidas em tamp&o de sonicagao (item 4.12) foram incubadas
com 50 pg/mL de lisozima em gelo por 30 minutos e sonicadas por 30 segundos 9
vezes com intervalos de 1 minuto. O lisado foi diluido em tampao de sonicacdo sem
glicerol e sem NaCl resultando em um volume aproximado de 20 mL. Apods
centrifugacédo a 26.900g por 10 minutos, o sobrenadante foi tratado com sulfato de
estreptomicina 2% por 30 minutos a 0° C. O lisado tratado foi centrifugado a 26.900g
por 30 minutos e o sobrenadante foi aplicado em uma coluna de troca ibnica DEAE-
Sepharose (GE Healthcare: 20 cm de altura, 1,6 cm de didmetro, aproximadamente
40 mL) pré-equilibrada com tampéo C (Tris-HCI 50 mM pH 7,0, NaCl 100 mM, DTT 1
mM e glicerol 10%) e conectada a um sistema AKTA. Apds a injecdo da amostra (1
mL/minuto) a coluna foi lavada com tampao C (2 mL/minuto) e a proteina foi eluida
com um gradiente de concentragdo de NaCl que variou de 0,1 M (tampdo C)a 1 M
(tampao D: Tris-HCI 50 mM pH 7,0, NaCl 1 M, DTT 1 mM e glicerol 10%). Durante a
eluicdo foram coletadas 40 aliquotas de 5 mL a um fluxo de 2 mL/minuto. As
amostras foram analisadas por eletroforese em gel desnaturante 10% e agrupadas
em diferentes fragbes de acordo com a quantidade e o grau de pureza da proteina.

A fracdo com maior quantidade da proteina GInD foi diluida em tampao C sem
glicerol e aplicada manualmente em uma coluna Agarose-Heparina (GE Healthcare:
2,5 cm de altura, 0,7 cm de didametro, 1 mL) previamente equilibrada com tampéao C.
Apds a injegcdo da amostra, a coluna foi lavada com 10 mL de tampéao C e a proteina
foi eluida com um gradiente descontinuo de concentragcéo de NaCl de 0,1 M (tampéo
C) a 1 M (tampéo D) variando 0,1 M por etapa. Dez aliquotas de 1 mL foram
coletadas e analisadas por eletroforese em gel desnaturante 10%. As fragbes que
continham a proteina GInD foram dialisadas em tampao C contendo glicerol 50% e

estocadas a -70° C.

4.14. ENSAIOS DE URIDILILACAO

A atividade de uridiliitransferase da proteina GInD de H. seropedicae foi
verificada através de ensaios de uridililagao in vitro das proteinas GInB e GInK de H.

seropedicae. O sistema geral de reacao continha 2 uM das proteinas GInB ou GInK
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de H. seropedicae purificadas (item 4.11), 0,1 uM da proteina GInD purificada (item
4.13) ou a quantidade indicada no ensaio, UTP 1 mM, ATP 0,2 mM e 2-oxoglutarato
5 mM em tampéao de uridililagéo (Tris-HCI 100 mM (pH 7,5), KCI 100 mM e MgCl, 25
mM) em um volume final de 15 uL. As reagdes foram iniciadas pela adicao de 1 mM
de UTP e incubadas a 30°C. Apds o tempo indicado em cada experimento, as
reagbes foram interrompidas pela adicdo de 5 uL de tampao de amostra nao
desnaturante (item 4.8) e mantidas no gelo. O volume total de cada reacgdo foi
aplicado em gel de acrilamida n&o desnaturante 9% (item 3.4). Os géis foram
submetidos a uma corrida de 100 V por 4 horas e em seguida corados com SyPro
Ruby (Invitrogen). A analise densitométrica foi realizada através do programa

LabWorks Image Acquisition and Analysis, verséo 4.0.0.8 (UVP).

4.14 1. Efeito da Concentracdo da Enzima GInD

O efeito da concentracido da proteina GInD foi avaliado em reag¢des contendo
2 uM das proteinas GInB ou GInK, UTP 1 mM, ATP 0,2 mM, 2-oxoglutarato 5 mM e
diferentes quantidades da enzima (0 a 100 nM) em tamp&o de uridillagdo. As
reacoes foram iniciadas pela adicado de UTP e interrompidas apds 10 minutos pela
adicdo de tampao de amostra. O volume total de cada reagao foi aplicado em gel
nao desnaturante 9%. Apos a corrida eletroforética, as amostras foram coradas e as
bandas correspondentes aos diferentes estados de uridillagdo das proteinas PII
foram quantificadas por densitometria. As quantidades relativas observadas para
cada banda foram utilizadas para calcular a porcentagem de mondmeros uridililados

em cada ensaio utilizando a seguinte formula:
[GINB(UMP)4 x 1/3] + [GINB(UMP);, x 2/3] + [GINB(UMP)3 x 1]
A porcentagem de uridillacdo obtida para cada ensaio foi utilizada para

calcular o numero de monémeros uridililados, considerando que 100% de uridililagao

corresponde a 3 mondmeros uridililados.
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4.14.2. Efeito do Tempo

Para avaliar a linearidade da reacgdo de uridillacdo ao longo do tempo as
proteinas GInB, GInK, GInB G108A/P109A e GInB G108W foram incubadas com a
enzima GInD por diferentes periodos de tempo (0 a 20 minutos). A reagdo completa
continha 2 uM das proteinas PIl, GInD 10 nM, UTP 1 mM, ATP 0,2 mM e 2-
oxoglutarato 5 mM. O resultado dos ensaios foi verificado por eletroforese em
condicbes nao desnaturantes. As bandas foram quantificadas por analise

densitométrica.

4.14.3. Efeito da Concentragao de 2-oxoglutarato

O efeito da concentragdo de 2-oxoglutarato na uridililagdo das proteinas PII foi
avaliado em reagbes contendo 2 uM das proteinas GInB, GInK, GInB G108A/P109A
ou GInB G108W, GInD 50 nM, UTP 1 mM, ATP 1 mM e diferentes quantidades da
molécula efetora (0 a 5 mM). As reagdes foram iniciadas pela adicao de UTP,
incubadas por 5 minutos e interrompidas pela adicdo de tampao de amostra nao

desnaturante.

4.14 4. Efeito da Concentracao de ATP

O efeito da concentracdo de ATP na uridililacdo das proteinas Pll foi avaliado
em reagdes contendo 2 uM das proteinas GInB, GInK, GInB G108A/P109A ou GInB
G108W, GInD 50 nM, UTP 1 mM, 2-oxoglutarato 5 mM e diferentes quantidades da
molécula efetora (0 a 500 uM). As reagdes foram iniciadas pela adicdo de UTP,
incubadas por 5 minutos e interrompidas pela adicdo de tampao de amostra nao

desnaturante.

4.14.5. Efeito da Concentragdo de ADP e AMP

O efeito da presenca dos nucleotideos ADP e AMP na uridillagdo das

proteinas PIl foi avaliado em reagdes contendo 2 uM das proteinas GInB e GInK,
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GInD 100 nM, UTP 1 mM, 2-oxoglutarato 5 mM e diferentes quantidades de ATP,
ADP ou AMP (0 a 500 uM). As reagdes foram iniciadas pela adicdao de UTP,
incubadas por 10 minutos e interrompidas pela adicdo de tampao de amostra nao

desnaturante.

4.14.6. Efeito da Concentracédo de Glutamina

O efeito da glutamina sobre a uridililagdo das proteinas Pll de H. seropedicae
foi avaliado em sistemas de reacdo contendo GInB, GInK ou GInB mutantes (2 uM),
GInD 100 nM, UTP 1 mM, ATP 0,2 mM e 2-oxoglutarato 5 mM, incubados na
presenga de diferentes concentragdes de glutamina (0 a 5 mM). Para cada uma das
concentracdes testadas, a uridillagdo das PIll foi acompanhada em diferentes
tempos de incubagao (0 a 40 minutos). Cada um dos ensaios foi avaliado em gel

desnaturante e as bandas foram quantificadas por densitometria.

4.14.7. Uridililacdo da Proteina Mutante GInB Q3R/T5A

A uridililagdo da proteina GInB Q3R/T5A n&o pode ser avaliada em gel nativo
pois esta proteina apresenta migracao distorcida quando aplicada neste sistema. O
perfil de uridillagdo desta proteina foi avaliado em eletroforese sob condicdes
desnaturantes para proteinas de baixa massa molecular (SCHAGGER & von
JAGOW, 1987). A reacao continha 2 uM das proteinas GInB nativa ou GInB
Q3R/T5A, GInD 100 nM, UTP 1 mM, ATP 0,2 mM e 2-oxoglutarato 5 mM em tampé&o
de uridililagdo em um volume final de 15 pL. A reagao foi iniciada pela adigdo de
UTP e incubada por diferentes periodos de tempo (0 a 30 minutos). A reagao foi
interrompida pela adigcdo de tampédo de amostra desnaturante (item 4.6) e mantida
em gelo. O volume total da reacao foi aplicado em gel desnaturante nas condi¢des
descritas no item 4.7. As proteinas foram coradas com SyPro Ruby (Invitrogen) e
quantificadas por analise densitométrica. Este gel permite a visualizagado de apenas
duas bandas correspondentes as formas monoméricas das proteinas PIl, com ou
sem a adicdo de um UMP. Desta forma a quantificacdo das bandas fornece

diretamente a porcentagem de monémeros uridililados.
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4.15. ENSAIOS DE DESURIDILILAGAO

A atividade da proteina GInD de H. seropedicae como removedora de uridilil
foi avaliada através de ensaios de desuridililagao in vitro. Inicialmente, as proteinas
PI1l foram uridililadas em um sistema que continha 2 uM das proteinas GInB ou GInK,
100 nM da proteina GInD, UTP 1 mM, ATP 0,2 mM e 2-oxoglutarato 0,5 mM em
tampao de uridililagdo em um volume final de 450 puL. A reacéo foi iniciada com UTP
e incubada durante 60 minutos a 30°C. Duas aliquotas de 30 uL foram retiradas
(uma no inicio e outra no final reagdo) e misturadas com 10 uL de tampao de
amostra. O sistema de uridililacao foi incubado a 60°C por 15 minutos para inativar a
enzima GInD. As proteinas PIl uridilladas (GInB-UMP ou GInK-UMP) foram
purificadas com uma coluna de gel filtracdo de 1 mL de resina Sephadex G-25
(SIGMA). As proteinas foram diluidas 10x em tamp&o contendo Tris-HCI 100 mM
(pH 7,5), KCI 100 mM e glicerol 10%. Em seguida, as proteinas foram concentradas
utilizando uma coluna de ultrafiltragdo Vivaspin 6 (Vivascience) e a concentragao das
proteinas foi determinada utilizando o kit Quant-iT Protein e o fluorébmetro Qubit
(Invitrogen).

O sistema de desuridillacdo continha ATP 0,2 mM, 2-oxoglutarato 0,3 mM,
glutamina 5 mM e diferentes quantidades de GInD (0 a 2 uM) no mesmo tampéo
utilizado para a reacdo de uridillagdo em um volume final de 15 uL. As reagbes
foram iniciadas pela adigdo de 2 uM das proteinas GInB-UMP ou GInK-UMP e
incubadas a 30°C. Apds 40 minutos as reagbes foram interrompidas pela adicdo de
5 uL de tampao de amostra ndo desnaturante e mantidas em gelo. O volume total de
cada reacao foi aplicado em gel de acrilamida ndo desnaturante 9% e submetido a
uma corrida eletroforética de 100 V por 4 horas. As proteinas foram coradas com

SyPro Ruby (Invitrogen) e as bandas quantificadas por analise densitométrica.
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5. RESULTADOS

5.1. CLONAGEM DOS GENES ginB DE H. seropedicae MUTANTES (G108W E
Q3R/T5A) NO VETOR DE EXPRESSAO pET29a+

As formas mutantes da proteina GInB de H. seropedicae GInB G108W E GInB
Q3R/T5A foram obtidas anteriormente através de mutagénese aleatéria do gene
ginB (BONATTO et al. 2005). O plasmideo pACB60 contém o gene ginB
mutagenizado na sequéncia que codifica para os residuos 3 e 5 (Q3R/T5A) e o
plasmideo pACB70 contém o gene g/nB com mutagédo na sequéncia do residuo 108
(G108W), ambos no vetor pTZ18R. A partir destes plasmideos os genes mutantes
foram clivados e inseridos no vetor de expressdao pET29a+, originando os
plasmideos pACB61 (ginB Q3R/T5A) e pACB71 (g/inB G108W). A clonagem no vetor

PET permite a superexpressao das proteinas a partir do promotor pT7.

5.2. EXPRESSAO DAS PROTEINAS GInB E GInK DE H. seropedicae E GInB
MUTANTES

As proteinas de H. seropedicae foram superexpressas em células de E. coli
estirpe RB9065ADE3, um mutante duplo ginB/gIinD™ que expressa a RNA polimerase
do fago T7 (BENELLI et al. 2001). A mutacdo do gene g/nD nesta estirpe permite
que as proteinas PIl sejam purificadas na sua forma nao-uridililada. No entanto, esta
mutacao também resulta em um nivel baixo de atividade da enzima glutamina
sintetase. Esta deficiéncia foi suprimida pela adi¢ao de glutamina ao meio de cultura
antes e durante a expressao das proteinas. As proteinas GInB e GInK nativas e GInB
mutantes foram superexpressas a partir do promotor pT7. A proteina GInB foi
superexpressa a partir do plasmideo pEMB101.8, que contém o gene g/nB inserido
no vetor pET28b+. Este plasmideo contém uma delegdo na sequéncia que codifica
para a cauda de histidinas do vetor pET28b+, e expressa a proteina GInB na sua
forma nativa (BENELLI et al. 2001). A proteina GInK e as proteinas GInB mutantes
foram expressas a partir do vetor pET29a+. A proteina GInK foi expressa a partir do
plasmideo pEMB200 e as proteinas GInB G108A/P109A, GInB G108W e GInB
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Q3R/T5A a partir dos plasmideos pACB3, pACB71 e pACB61, respectivamente. O
extrato de células obtido em cada ensaio de inducéo foi avaliado em SDS-PAGE

para verificar o nivel de expresséo das proteinas (Figuras 6 a 10).

5.3. PURIFICACAO DAS PROTEINAS GInB E GInK DE H. seropedicae E GInB
MUTANTES

As proteinas GInB e GInK nativas, e as proteinas GInB G108A/P109A, GInB
G108W e GInB Q3R/T5A foram purificadas utilizando uma coluna de troca ibnica (Q-
Sepharose) seguida de uma coluna de gel filtracdo (Superdex 75) (Figuras 11 e 12).
Tanto as proteinas nativas quanto as mutantes apresentaram um padrao de eluigao
semelhante em ambas as colunas. A tabela 2 mostra o grau de pureza e o
rendimento das proteinas GInB e GInK em cada etapa da purificagdo. O rendimento
obtido para as proteinas GInB mutantes nao esta mostrado na tabela mas foi
semelhante a proteina GInB nativa. Na coluna de troca iénica, o pico de eluicao
ocorreu na concentracdo aproximada de 400 mM de NaCl. Nesta etapa
cromatografica, varias fragbes que continham as proteinas Pl com muitos
contaminantes foram descartadas, o que resultou em um baixo rendimento. No
entanto, esta etapa € essencial para purificar parcialmente as proteinas antes da
injecdo na coluna de gel filtragdo. Apesar das proteinas GInB e GInK apresentarem
um padrdo de eluicdo semelhante, o rendimento final da proteina GInK foi
aproximadamente duas vezes menor que o das proteinas GInB nativa e mutantes.
Apos a primeira centrifugagéo, 81 % da proteina GInB permaneceu na fragédo soluvel
enquanto 64% da proteina GInK foi encontrada nesta fragdo (Tabela 2). Além disso,
na etapa de gel filtragao, a recuperacgéo da proteina GInB foi de 76% enquanto a da
proteina GInK foi de 54%. Como em E. coli, a proteina GInK desuridililada é
sequestrada para a membrana através da ligagdo com a proteina AmtB (COUTTS et
al. 2002; JAVELLE et al. 2004), é possivel que parte da proteina GInK de H.
seropedicae, que na estirpe RB9065LDE3 é sintetizada na forma nao uridililada,
permaneca ligada a proteina AmtB. Neste caso, parte do complexo GInK-AmtB pode
ter permanecido na fragao insoluvel. Além disso, na etapa de gel filtragado, a parte do
complexo GInK-AmtB que permanecesse soluvel seria eluido no volume morto da

coluna, contribuindo para a redug¢ao do rendimento de GInK nesta etapa.
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FIGURA 6 - INDUGAO DA EXPRESSAO DA PROTEINA GInB DE H. seropedicae EM E. coli
(RBO065LDE3)
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Eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS (15%) das proteinas presentes no
extrato bruto de células de E. coli RB9065ADE3 transformadas com o plasmideo
pEMB101.8. A seta indica a banda correspondente a proteina GInB superexpressa
(12,27 kDa). As proteinas foram coradas com coomassie blue.

Linha 1 - marcador de massa molecular (Fermentas);
Linha 2 - extrato bruto de células sem indugéo (10 ug);
Linha 3 - extrato bruto de células apés 3 horas de indugdo com IPTG 0,5 mM (10

Hg).
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FIGURA 7 - INDUGAO DA EXPRESSAO DA PROTEINA GInK DE H. seropedicae EM E. coli
(RBO065LDE3)
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Eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS (15%) das proteinas presentes no
extrato bruto de células de E. coli RB9065ADE3 transformadas com o plasmideo
pEMB200. A seta indica a banda correspondente a proteina GInK superexpressa
(12,21 kDa). As proteinas foram coradas com coomassie blue.

Linha 1 - marcador de massa molecular (Fermentas);

Linha 2 - extrato bruto de células sem indugéo (10 ug);

Linha 3 - extrato bruto de células apés 3 horas de indugdo com IPTG 0,5 mM (10
Hg).
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FIGURA 8 - INDUCAO DA EXPRESSAO DA PROTEINA MUTANTE GInB G108A/P109A EM E. coli
(RB9065LDE3)
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Eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS (15%) das proteinas presentes no
extrato bruto de células de E. coli RB9065ADE3 transformadas com o plasmideo
pACB3. A seta indica a banda correspondente a proteina GInB G108A/P109A
superexpressa (12,25 kDa). As proteinas foram coradas com coomassie blue.

Linha 1 - marcador de massa molecular (GE Healthcare);
Linha 2 - extrato bruto de células sem indug&o (10 nug);
Linha 3 - extrato bruto de células apdés 3 horas de indu¢do com IPTG 0,5 mM (10

ug)-
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FIGURA 9 - INDUCAO DA EXPRESSAO DA PROTEINA MUTANTE GInB G108W EM E. coli
(RB9065LDE3)
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Eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS (15%) das proteinas presentes no
extrato bruto de células de E. coli RB9065ADE3 transformadas com o plasmideo
pACB71. A seta indica a banda correspondente a proteina GInB G108W
superexpressa (12,39 kDa). As proteinas foram coradas com coomassie blue.

Linha 1 - marcador de massa molecular (Fermentas);
Linha 2 - extrato bruto de células sem indug&o (10 nug);
Linha 3 - extrato bruto de células apés 3 horas de indu¢do com IPTG 0,5 mM (10

Hg).
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FIGURA 10 - INDUCAO DA EXPRESSAO DA PROTEINA MUTANTE GInB Q3R/T5A EM E. coli
(RBO065LDE3)
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Eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS (15%) das proteinas presentes no
extrato bruto de células de E. coli RB9065ADE3 transformadas com o plasmideo
pACB61. A seta indica a banda correspondente a proteina GInB Q3R/T5A
superexpressa (12,28 kDa). As proteinas foram coradas com coomassie blue.

Linha 1 - marcador de massa molecular (Fermentas);
Linha 2 - extrato bruto de células sem indugéo (10 ug);
Linha 3 - extrato bruto de células apés 3 horas de indugdo com IPTG 0,5 mM (10

Hg).
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FIGURA 11 - PROTEINAS GInB E GInK DE H. seropedicae PURIFICADAS
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Eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS (15%) com as proteinas PIl de H.
seropedicae apés as duas etapas de purificagéo (troca idnica e gel filtragcdo) e dialise
em tampao A contendo glicerol 50%. As proteinas foram coradas com prata.

Linha 1 - Marcador de massa molecular (GE Healthcare);
Linha 2 - Proteina GInB de H. seropedicae (200 ng);
Linha 3 - Proteina GInK de H. seropedicae (200 ng).
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FIGURA 12 - PROTEINAS MUTANTES GInB G108A/P109A, GInB G108W E GInB Q3R/T5A
PURIFICADAS
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Eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS (15%) com as proteinas GInB
mutantes de H. seropedicae apos as duas etapas de purificagdo (troca ibnica e gel
filtracdo) e dialise em tampé&o A contendo glicerol 50%. As proteinas foram coradas
com prata.

Linha 1 — Marcador de massa molecular (GE Healthcare);
Linha 2 — Proteina mutante GInB G108A/P109A (200 ng);
Linha 3 — Proteina mutante GInB GInB G108W (200 ng);
Linha 4 — Proteina mutante GInB Q3R/T5A (200 ng).
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TABELA 2 — PURIFICAGAO DAS PROTEINAS GInB E GInK DE H. seropedicae.

GInB

Etapa de purificagédo Proteina total (mg) GInB (mg) Rendimento (%) Pureza (%)
Extrato bruto de E. coli 110 31 100 28

Fragao soluvel 62 25 81 40

Sulfato de estreptomicina 55 23 74 42

Troca ibnica 14 8 26 58

Gel filtragao 6.5 6.1 20 94

GInK

Etapa de purificacdo Proteina total (mg) GInK (mg) Rendimento (%) Pureza (%)
Extrato bruto de E. coli 112 33 100 30

Fracéo soluvel 53 21 64 40

Sulfato de estreptomicina 49 20 61 41

Troca ibnica 10 55 17 55

Gel filtragao 3.2 3 9 95

A concentracdo de proteina total foi determinada pelo método de Bradford
(1976). A pureza foi determinada por analise densitométrica de amostras das etapas
de purificagao aplicadas em gel de acrilamida 15% e coradas com Coomassie blue
R250. O rendimento foi calculado como a quantidade de proteina obtida em cada
etapa em relagao a quantidade inicial.
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5.4. EXPRESSAO DA PROTEINA GInD DE H. seropedicae

A proteina GInD de H. seropedicae foi superexpressa em células de E. coli
estirpe RB9065LDE3 (g/nB'/gIinD"), a partir do plasmideo pGHZ2, que contém o gene
ginD inserido no vetor pET29a+. Apds a indugdo, uma aliquota das células foi
utilizada para verificar o nivel de expressao da proteina GInD em gel SDS-PAGE
(Figura 13). A banda correspondente a proteina GInD foi quantificada por

densitometria e aproximadamente 50% da proteina foi detectada na fracdo soluvel.

5.5. PURIFICACAO DA PROTEINA GInD DE H. seropedicae

A proteina GInD de H. seropedicae foi purificada parcialmente por COUTO
(2005) utilizando uma coluna de troca ibnica DEAE-Sepharose. No presente
trabalho, a proteina GInD foi purificada em duas etapas: coluna de troca ibnica
(DEAE-Sepharose) e coluna de afinidade (Agarose-Heparina) (Figura 14). Na coluna
de troca idnica, a eluicdo ocorreu aproximadamente entre 300 e 400 mM de NaCl e
na coluna de afinidade em aproximadamente 600 mM de NaCl. Apesar da baixa
solubilidade observada para a proteina GInD (COUTO, 2005), cerca de 64% desta
proteina permaneceu na fracdo soluvel do extrato (Tabela 3). Na etapa de
cromatografia de troca iénica o rendimento de GInD foi inferior ao observado para as
proteinas PIl. Apesar do baixo rendimento, este passo foi essencial para a obtencao
de um maior grau de pureza de GInD na etapa de cromatografia de afinidade em

coluna de heparina.
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FIGURA 13 - INDUGAO DA EXPRESSAO DA PROTEINA GInD DE H. seropedicae EM E. coli
(RB9065LDE3)
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Eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS (10%) das proteinas presentes no
extrato bruto de células de E. coli RB9065ADE3 transformadas com o plasmideo
pGH2. A seta indica a banda correspondente a proteina GInD superexpressa (97
kDa). As proteinas foram coradas com coomassie blue.

Linha 1 - marcador de massa molecular (GE Healthcare);

Linha 2 - fracao soluvel do extrato de células apds 4 horas de indu¢do com IPTG 0,5
mM (10 ng);

Linha 3 - fragcdo insoluvel do extrato de células apos 4 horas de indugdo com IPTG
0,5 mM (10 nug).
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FIGURA 14 - PROTEINA GInD DE H. seropedicae PURIFICADA
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Eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS (10%) com a proteina GInD de H.
seropedicae apés as duas etapas de purificagédo (troca ibnica e afinidade) e dialise
em tampéao C contendo glicerol 50%. As proteinas foram coradas com prata.

Linha 1 — Marcador de massa molecular (GE Healthcare);
Linha 2 — Proteina GInD purificada (200 ng).
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GInD

Etapa de purificagédo Proteina total (mg) GInD (mg) Rendimento (%) Pureza (%)
Extrato bruto de E. coli 72 14 100 20

Fragao soluvel 31 9 64 30

Sulfato de estreptomicina 29 9 64 31

Troca ibnica 3.2 1.2 9 38
Afinidade (Heparina) 0.7 0.6 4 85

A concentracdo de proteina total foi determinada pelo método de Bradford
(1976). A pureza foi determinada por analise densitométrica das amostras das
etapas de purificacdo aplicadas em gel de acrilamida 10% e coradas com
Coomassie blue R250. O rendimento foi calculado como a quantidade de proteina
obtida em cada etapa em relagao a quantidade inicial.
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5.6. URIDILILACAO DAS PROTEINAS PII DE H. seropedicae

As proteinas GInB, GInK e GInB mutantes e a enzima GInD purificadas foram
utilizadas em ensaios de uridililacido in vitro. Além das proteinas purificadas, a
reacao de uridililacdo continha UTP, o segundo substrato da reagao, e as moléculas
efetoras ATP e 2-oxoglutarato. As reagdes foram iniciadas pela adicdao de UTP e
interrompidas pela adigdo de tampéao contendo EDTA. Os perfis de uridililagdo das
proteinas PIl foram avaliados em gel de poliacrilamida em condigbées nao
desnaturantes. As proteinas PIl purificadas apresentam apenas uma banda no gel
nativo, que corresponde a forma nao modificada. Quando as proteinas PIll sao
uridililadas, a migragao destas proteinas no gel é mais rapida quanto maior for o
numero de mondmeros uridillados. Desta forma, quatro bandas podem ser
visualizadas: PII, Pll-(UMP),, PII-(UMP), e PllI-(UMP)s.

O perfil de uridililagdo das proteinas GInB e GInK é mostrado na Figura 15.
Diferentes reagdes contendo as proteinas GInB ou GInK foram aplicadas em géis
nativos. A reagao completa continha ATP (200 uM), 2-oxoglutarato (5 mM), UTP (1
mM), 2 uM de PIl e 50 ou 100 nM de GInD. No tempo zero desta reagdo apenas
uma banda de PIl foi observada, correspondente a forma n&o uridililada. Quando a
reacao foi incubada na auséncia de GInD ou UTP também foi observada apenas a
forma ndo modificada de PIl. Por outro lado, as trés formas uridililadas de GInB e
GInK foram visualizadas quando a mistura completa de reagao foi incubada por 10
minutos. Estes resultados indicam que as proteinas Pll de H. seropedicae podem ser
uridililadas in vitro pela proteina GInD de H. seropedicae. A quantificacdo das
bandas correspondentes as diferentes formas das proteinas Pll mostrou para a
proteina GInB uma porcentagem de uridillagdo de 60% e 86% de uridililagdo na
presenca de 50 nM e 100 nM de GInD, respectivamente, enquanto para GInK, a
porcentagem de uridililacédo foi de 52% e 67% nas mesmas condigbes. Estes
resultados indicam que a uridililagdo de GInB foi mais eficiente do que GInK nestas
condigdes, diferente do observado para as proteinas Pll de E. coli, onde a proteina
GInK é uridililada quase com a mesma eficiéncia que GInB (ATKINSON & NINFA,
1999). Na auséncia de um dos efetores ATP ou 2-oxoglutarato, nenhuma uridililacéo
das PIl de H. seropedicae foi observada (Figura 15), sugerindo que a presenca de

ambos os efetores é necessaria para a uridililacdo destas proteinas.



Resultados 63

FIGURA 15 - PERFIL DE URIDILILAGAO DAS PROTEINAS GInB E GInK DE H. seropedicae
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O sistema de reacdo completo continha ATP (200 uM), 2-oxoglutarato (5 mM),
UTP (1 mM), 2 uM das proteinas GInB ou GInK e 50 ou 100 nM da proteina GInD.
As proteinas foram coradas com SyPro Ruby (Invitrogen).

Linha 1 — Reacgao de uridililagdo completa (100 nM de GInD; 0 minutos);
Linha 2 — Reacgao de uridililagdo completa (50 nM de GInD; 10 minutos);
Linha 3 — Reacgao de uridililagdo completa (100 nM de GInD; 10 minutos);
Linha 4 — Reacéo de uridililagdo sem UTP;

Linha 5 — Reacgao de uridililagdo sem proteina GInD;

Linha 6 — Reacéao de uridililacido sem proteina GInB ou GInK;

Linha 7 — Reacéao de uridililagdo sem ATP;

Linha 8 — Reacgao de uridililagdo sem 2-oxoglutarato.
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5.6.1. Efeito da Concentracdo de GInD na Uridillacdo das Proteinas PIll de H.

seropedicae

O efeito da concentracédo da proteina GInD sobre a uridililagcdo das proteinas
Pll de H. seropedicae foi avaliado em reacdes contendo diferentes quantidades da
enzima. Os perfis de uridillacdo das proteinas GInB e GInK em resposta as
diferentes concentragbes de GInD testadas foram observados em géis de
eletroforese nativa (Figuras 16A e 17A). As bandas visualizadas nos géis foram
quantificadas e o numero de monémeros uridililados foi calculado para cada reacao.
Estes dados foram utilizados para construir os graficos de relacdo entre a
concentragdo de enzima e o numero de mondmeros uridililados das proteinas GInB
e GInK (figuras 16B e 17B). Os graficos mostram que o aumento da concentracéo de
GInD provoca um aumento na uridililacdo das proteinas PII.

A comparagao entre as figuras 16 e 17 mostra novamente um diferenca na
taxa de uridililagdo entre as proteinas GInB e GInK, que foi maior para a proteina
GInB.
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FIGURA 16 - EFEITO DA CONCENTRACAO DE GInD SOBRE A URIDILILACAO DA PROTEINA
GInB DE H. seropedicae
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O sistema de reagao continha ATP (200 uM), 2-oxoglutarato (5 mM), UTP (1
mM), 2 uM da proteina GInB e 0, 1, 2, 5, 10, 20, 50 ou 100 nM da proteina GInD.

A, Eletroforese em gel nativo 7,5%. As proteinas foram coradas com SyPro
Ruby (Invitrogen). Linhas 1 a 8 — Reacgao de uridililagdo da proteina GInB de H.
seropedicae com diferentes concentragdes da enzima GInD apdés 10 minutos de
incubacao.

B, Relacgao entre a concentragao da enzima GInD e a uridililagao da proteina
GInB de H. seropedicae. O numero de mondmeros uridililados foi calculado a partir
da quantificagdo das bandas observadas no gel nativo utilizando a férmula mostrada
no item 4.14 1.
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FIGURA 17 - EFEITO DA CONCENTRACAO DE GInD SOBRE A URIDILILACAO DA PROTEINA
GInK DE H. seropedicae
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O sistema de reagao continha ATP (200 uM), 2-oxoglutarato (5 mM), UTP (1
mM), 2 uM da proteina GInK e 0, 1, 2, 5, 10, 20, 50 ou 100 nM da proteina GInD.

A, Eletroforese em gel nativo 7,5%. As proteinas foram coradas com SyPro
Ruby (Invitrogen). Linhas 1 a 8 — Reacgao de uridililagdo da proteina GInK de H.
seropedicae com diferentes concentracbes da enzima GInD apds 10 minutos de
incubacao.

B, Relagao entre a concentragdao da enzima GInD e a uridililagdo da proteina
GInK de H. seropedicae. O numero de mondmeros uridililados foi calculado a partir
da quantificagdo das bandas observadas no gel nativo utilizando a férmula mostrada
no item 4.14 1.
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5.6.2. Efeito do Tempo de Reacdo na Uridillagdo das Proteinas Pll de H.

seropedicae

A linearidade da uridililagdo das proteinas PIl ao longo do tempo de reagéao foi
avaliada seguindo a mudancga no perfil de uridililagdo durante o curso da reagao. As
reacdbes com as proteinas GInB, GInK, GInB G108A/P109A e GInB G108W
conduzidas em diferentes periodos de incubacido foram avaliadas por eletroforese
em gel nativo. As bandas correspondentes aos diferentes estados de uridililagdo das
proteinas PIl foram quantificadas por densitometria. As quantidades relativas
observadas para cada banda foram utilizadas para calcular o numero de monémeros
uridililados em cada ensaio. A figura 18 mostra um grafico da relagdo entre o tempo
de incubacdo e o numero de mondmeros uridillados para cada proteina PIl. Os
resultados indicam que a uridililagao das proteinas PIl € aproximadamente linear nos
primeiros dois minutos de reacdo. Apos 20 minutos de reacao, a taxa de uridililagcéo
da proteina GInB G108A/P109A (0,88 mondmeros uridililados) foi similar a proteina
GInB nativa (0,85), enquanto a proteina mutante GInB G108W (0,58) foi similar a
proteina GInK (0,45). Estes resultados sugerem que a proteina mutante GInB
G108W responde a uridililagao pela proteina GInD de forma semelhante a proteina
GInK.



Resultados 68

FIGURA 18 — EFEITO DO TEMPO NO PERFIL DE URIDILILACAO DAS PROTEINAS GInB E GInK
DE H. seropedicae E GInB MUTANTES
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O sistema de reagao continha ATP (200 uM), 2-oxoglutarato (5 mM), UTP (1
mM), 2 uM das proteinas GInB, GInK ou GInB mutantes e 10 nM da proteina GInD.
As reacdes foram incubadas durante 0, 1, 2, 5, 10, 15 ou 20 minutos e aplicadas em
gel de eletroforese nativa. As proteinas foram coradas e quantificadas, e as
quantidades relativas observadas para cada banda foram utilizadas para calcular a
quantidade de mondmeros uridililados (0 a 3). Os resultados representam a média
de trés experimentos com desvio menor que 20%.
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5.6.3. Efeito da Concentracédo dos Efetores 2-oxoglutarato e ATP na Uridililagcao das

Proteinas PIl de H. seropedicae

Em E. coli, as moléculas 2-oxoglutarato e ATP ligam-se diretamente as
proteinas Pll e sdo essencias para as reacdes de uridillacdo e desuridililacdo
(KAMBEROV et al. 1995; JIANG et al. 1998a; ATKINSON & NINFA, 1999). O efeito
da concentragdo de 2-oxoglutarato e ATP na uridililagdo das proteinas PIl de H.
seropedicae foi avaliado em reacdes contendo diferentes concentragdes destes
efetores. Na auséncia destas moléculas nenhuma das proteinas PIl testadas foi
uridililada (Figuras 19 e 20). A taxa de uridililagao das proteinas PIl aumenta com o
aumento da concentragéo dos efetores. O valor maximo de uridililagdo foi observado

na presencga de 2 mM de 2-oxoglutarato (Figura 19) e 200 uM de ATP (Figura 20).

5.6.4. Efeito da Concentracdo das Moléculas ADP e AMP na Uridillacdo das

Proteinas PIl de H. seropedicae

O efeito das moléculas ADP e AMP na uridililagéo das proteinas GInB e GInK
de H. seropedicae foi avaliado através de reacdes contendo diferentes
concentracdes destes efetores. As maiores taxas de uridililagdo foram observadas
na concentracao de 200 uM dos 3 efetores. Comparando os resultados obtidos para
a concentragdao de 200 uM, a proteina GInB apresentou média de 2,6, 2,3 e 0,6
mondmeros uridililados na presenga de ATP, ADP e AMP, respectivamente (Figura
21). A média de monbmeros uridillados da proteina GInK foi 2,2, 2,1 e 1,3 na
presenca de ATP, ADP e AMP, respectivamente (Figura 22). Estes resultados
sugerem que a uridililagdo da proteina GInB tem maior especificidade por ATP. Em
contraste, a taxa de uridililagao da proteina GInK na presenca de ADP correspondeu
a 96% da observada com ATP, sugerindo que a molécula de ADP possa atuar como

efetor da uridililacdo da proteina GInK com a mesma eficiéncia que o ATP.
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FIGURA 19 - EFEITO DA CONCENTRACAO DE 2-OXOGLUTARATO NA URIDILILACAO DAS
PROTEINAS GInB E GInK DE H. seropedicae E GInB MUTANTES
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O sistema de reagdao continha ATP (200 puM), UTP (1 mM), 2 uM das
proteinas GInB, GInK ou GInB mutantes, 50 nM da proteina GInD e 0, 0,05, 0,1, 0,5,
1, 2 ou 5 mM de 2-oxoglutarato. As reagdes foram incubadas durante 5 minutos e
aplicadas em gel de eletroforese nativa. As proteinas foram coradas e quantificadas,
e as quantidades relativas observadas para cada banda foram utilizadas para
calcular a quantidade de mondmeros uridililados (0 a 3). Esta analise foi realizada
em pelo menos trés experimentos independentes e os resultados correspondem a
um experimento representativo.
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FIGURA 20 - EFEITO DA CONCENTRACAO DE ATP NA URIDILILACAO DAS PROTEINAS GInB E
GInK DE H. seropedicae E GInB MUTANTES
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O sistema de reagéo continha 2-oxoglutarato (5 mM), UTP (1 mM), 2 uM das
proteinas GInB, GInK ou GInB mutantes, 50 nM da proteina GInD e 0, 5, 10, 50, 100,
200 ou 500 uM de ATP. As reagdes foram incubadas durante 5 minutos e aplicadas
em gel de eletroforese nativa. As proteinas foram coradas e quantificadas, e as
quantidades relativas observadas para cada banda foram utilizadas para calcular a
quantidade de monémeros uridililados (0 a 3). Esta analise foi realizada em pelo
menos trés experimentos independentes e os resultados correspondem a um
experimento representativo.
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FIGURA 21 - EFEITO DA CONCENTRACAO DE ADP E AMP NA URIDILILACAO DA PROTEINA
GInB DE H. seropedicae
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O sistema de reagao continha 2-oxoglutarato (5 mM), UTP (1 mM), 2 uM da
proteina GInB, 100 nM da proteina GInD e 0, 5, 10, 50, 100, 200 ou 500 uM de AMP,
ADP ou ATP. As reagbes foram incubadas durante 10 minutos e aplicadas em gel de
eletroforese nativa. As proteinas foram coradas e quantificadas, e as quantidades
relativas observadas para cada banda foram utilizadas para calcular a quantidade de
mondmeros uridililados (0 a 3). Esta analise foi realizada em pelo menos trés
experimentos independentes e os resultados correspondem a um experimento
representativo.



Resultados 73

FIGURA 22 - EFEITO DA CONCENTRACAO DE ADP E AMP NA URIDILILACAO DA PROTEINA
GInK DE H. seropedicae
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O sistema de reacado continha 2-oxoglutarato (5 mM), UTP (1 mM), 2 uM da
proteina GInK, 100 nM da proteina GInD e 0, 5, 10, 50, 100, 200 ou 500 uM de AMP,
ADP ou ATP. As reagbes foram incubadas durante 10 minutos e aplicadas em gel de
eletroforese nativa. As proteinas foram coradas e quantificadas, e as quantidades
relativas observadas para cada banda foram utilizadas para calcular a quantidade de
monémeros uridillados (0 a 3). Esta analise foi realizada em pelo menos trés
experimentos independentes e os resultados correspondem a um experimento
representativo.
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5.6.5. Efeito da Concentracdo de Glutamina na Uridililagcdo das Proteinas PIl de H.

seropedicae

Estudos cinéticos realizados com a proteina GInB de E. coli, indicaram que a
glutamina liga-se ao complexo GInB-GInD inibindo a reagao de uridililagao (JIANG et
al. 1998a). O efeito da concentracao de glutamina sobre a reagao de uridillacdo das
proteinas Pll de H. seropedicae foi avaliado usando diferentes concentracdes desta
molécula em diferentes tempos de incubacdo. Para todas as proteinas testadas, a
uridililagdo foi inibida por glutamina de uma maneira concentragdo-dependente
(Figuras 23 a 26). Na maior concentragao de glutamina testada (5 mM), a inibicdo da
uridililagao foi de 65% para a proteina GInB e 70% para a proteina GInK em relacao
a atividade na auséncia do inibidor, sugerindo que as proteinas GInB e GInK
apresentam um perfil similar de inibicdo por glutamina.

Os padrdes apresentados pelas proteinas GInB mutantes neste ensaio sao
semelhantes aos observados em outras condigdes, onde a proteina GInB G108W
apresenta um perfil de uridililagdo mais proximo ao da proteina GInK (Figuras 23 a
26).
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FIGURA 23 - EFEITO DA GLUTAMINA SOBRE A URIDILILACAO DA PROTEINA GInB DE H.
seropedicae

—_
2

I
g

o
)

——0

% 25 - —#—0,2 mM
_8 0,5 mM
g 2 ——1mM
_-g e —*—2 mM
5 15

0 ——5mM
o

(]

e

«©

C

o

=

Tempo (Min)

O sistema de reagao continha ATP (200 uM), 2-oxoglutarato (5 mM), UTP (1
mM), 2 uM da proteina GInB, 100 nM da proteina GInD e glutamina nas
concentragdes indicadas. As reagdes foram incubadas durante 0, 5, 10, 15, 20, 30
ou 40 minutos e aplicadas em gel de eletroforese nativa. As proteinas foram coradas
e quantificadas, e as quantidades relativas observadas para cada banda foram
utilizadas para calcular a quantidade de monémeros uridililados (0 a 3). Esta analise
foi realizada em pelo menos dois experimentos independentes e os resultados
correspondem a um experimento representativo. A legenda do grafico indica a
concentracao de glutamina usada em cada ensaio.
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FIGURA 24 - EFEITO DA GLUTAMINA SOBRE A URIDILILACAO DA PROTEINA GInK DE H.

seropedicae
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O sistema de reagdo continha ATP (200 uM), 2-oxoglutarato (5 mM), UTP (1
mM), 2 uM da proteina GInK, 100 nM da proteina GInD e glutamina nas
concentragdes indicadas. As reagdes foram incubadas durante 0, 5, 10, 15, 20, 30
ou 40 minutos e aplicadas em gel de eletroforese nativa. As proteinas foram coradas
e quantificadas, e as quantidades relativas observadas para cada banda foram
utilizadas para calcular a quantidade de monémeros uridililados (0 a 3). Esta analise
foi realizada em pelo menos dois experimentos independentes e os resultados
correspondem a um experimento representativo. A legenda do grafico indica a
concentracao de glutamina usada em cada ensaio.
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FIGURA 25 - EFEITO DA GLUTAMINA SOBRE A URIDILILACAO DA PROTEINA GInB
G108A/P109A DE H. seropedicae
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O sistema de reagdo continha ATP (200 uM), 2-oxoglutarato (5 mM), UTP (1
mM), 2 uM da proteina GInB G108A/P109A, 100 nM da proteina GInD e glutamina
nas concentracdes indicadas. As reacdes foram incubadas durante 0, 5, 10, 15, 20,
30 ou 40 minutos e aplicadas em gel de eletroforese nativa. As proteinas foram
coradas e quantificadas, e as quantidades relativas observadas para cada banda
foram utilizadas para calcular a quantidade de monémeros uridililados (0 a 3). Esta
analise foi realizada em pelo menos dois experimentos independentes e os
resultados correspondem a um experimento representativo. A legenda do grafico
indica a concentragao de glutamina usada em cada ensaio.
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FIGURA 26 - EFEITO DA GLUTAMINA SOBRE A URIDILILACAO DA PROTEINA GInB G108W DE
H. seropedicae
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O sistema de reagao continha ATP (200 uM), 2-oxoglutarato (5 mM), UTP (1
mM), 2 uM da proteina GInB G108W, 100 nM da proteina GInD e glutamina nas
concentracdes indicadas. As reagdes foram incubadas durante 0, 5, 10, 15, 20, 30
ou 40 minutos e aplicadas em gel de eletroforese nativa. As proteinas foram coradas
e quantificadas, e as quantidades relativas observadas para cada banda foram
utilizadas para calcular a quantidade de monémeros uridililados (0 a 3). Esta analise
foi realizada em pelo menos dois experimentos independentes e os resultados
correspondem a um experimento representativo. A legenda do grafico indica a
concentragcao de glutamina usada em cada ensaio.
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5.6.6. Perfil de Uridillacdo da Proteina Mutante GInB Q3R/T5A

A proteina mutante GInB Q3R/T5A foi expressa e purificada como as outras
proteinas GInB e nenhuma diferenca foi observada entre esta mutante e as demais,
tanto nas corridas em géis desnaturantes (SDS-PAGE) como durante o processo de
purificacdo. No entanto, esta proteina apresentou um padrdo de migracgao distorcido
nos geéis nativos que impossibilitou a visualizagdo das diferentes formas uridililadas
desta proteina. Varios testes foram realizados para identificar o motivo deste
comportamento da proteina. O primeiro teste foi verificar se a proteina estava
sofrendo degradacéao. A proteina GInB Q3R/T5A foi purificada novamente, a partir de
um novo extrato, mas as aliquotas testadas apresentaram o mesmo padrao nos géis
nativos. A dosagem de proteina nas aliquotas de GInB Q3R/T5A purificada antes e
depois da dialise mostrou que nao houve perda de proteina nesta etapa. O efeito
dos componentes da reacdo de uridililacdo sobre a migracao da proteina GInB
Q3R/T5A também foi avaliado utilizando o sistema completo ou na auséncia de cada
um dos componentes (ATP, 2-oxoglutarato, UTP e GInD). A concentragdo de Tris e
o tipo de sal também foram alterados na composi¢cao do tampéao de uridililacdo, mas
nenhuma destas modificagdes melhorou o perfil de migracdo da proteina GInB
Q3R/T5A. Mesmo quando aplicada no gel nativo misturada apenas com glicerol ou
com tampao de amostra, esta proteina apresentou um perfil de migragao distorcido
sem bandas definidas. Desta forma, o perfil de uridillagdo da proteina GInB
Q3R/T5A foi avaliado em gel desnaturante usado para proteinas de baixa massa
molecular.

Na eletroforese desnaturante duas bandas podem ser visualizadas, uma
correspondente ao monémero ndao modificado e outra ao mondémero uridilililado. A
banda modificada migra mais lentamente devido ao acréscimo do UMP ao
mondmero da proteina. O perfil de uridillacdo da proteina GInB Q3R/T5A foi
avaliado em diferentes tempos de incubagdo da reacgédo (Figura 27A). As bandas
visualizadas no gel foram quantificadas e utilizadas para calcular o numero de
mondmeros uridillados para cada tempo de incubacao (Figura 27B). Apdés 30
minutos de reacdo, a proteina GInB Q3R/T5A apresentou 2,8 monémeros
uridililados. Este numero é similar ao observado para a proteina GInB nativa em um

ensaio sob as mesmas condi¢cbes (2,87 monémeros, Figura 28). Estes resultados
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sugerem que a proteina mutante GInB Q3R/T5A possui um perfil de uridililagéo

similar a proteina GInB nativa.

5.7. DESURIDILILAGAO DAS PROTEINAS PII DE H. seropedicae

A proteina GInD é uma enzima bifuncional com capacidade de uridililar e
desuridililar as proteinas PII. A atividade removedora de uridilil da enzima GInD de H.
seropedicae foi avaliada em ensaios de desuridillacdo com as proteinas GInB e
GInK. Inicialmente, as proteinas PIl foram uridililadas em uma reagao que continha
ATP (200 uM), 2-oxoglutarate (500 uM), UTP (1 mM), 2 uM de PIl e 100 nM de
GInD. Apods inativagdo do sistema de uridillacdo, as proteinas PIlI foram
desuridililadas em presengca de ATP ou ADP (200 uM), 2-oxoglutarate (300 uM),
glutamina (5 mM), 2 uM de PII-UMP e GInD variando de 0 a 2 uM. As figuras 29 e 30
mostram o perfil de desuridililacdo das proteinas GInB e GInK na presenca de ATP
ou ADP. Na presenca de ATP, o numero de mondmeros uridililados das proteinas
GInB e GInK reduziu de 3 para 1,4 e 1,6, respectivamente, enquanto na presencga de
ADP a reducéao de GInB foi de 3 para 2,5 e GInK para 2,8. Estes resultados indicam
que a desuridililagcdo de ambas as proteinas € mais eficiente com ATP do que com
ADP (Figura 31). A taxa de desuridililagdo da proteina GInK (45%) foi proxima a taxa
de GInB (52%) na presenga de ATP, sugerindo que em H. seropedicae a

desuridililacdo de GInK é quase tao eficiente quanto a de GInB.
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FIGURA 27 - EFEITO DO TEMPO NA URIDILILAGAO DA PROTEINA GInB Q3R/T5A DE H.

seropedicae
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O sistema de reagao continha ATP (200 uM), 2-oxoglutarato (5 mM), UTP (1
mM), 2 uM da proteina Q3R/T5A e 100 nM da proteina GInD. As reagbes foram
incubadas durante 0, 2, 5, 10, 15, 20 ou 30 minutos.

A, Eletroforese em gel desnaturante (15%) para proteinas de baixa massa
molecular. As proteinas foram coradas com SyPro Ruby (Invitrogen).

Linha 1 — Marcador de massa molecular (GE Healthcare);

Linhas 2 a 8 — Reacdo de uridillagdo da proteina GInB Q3R/T5A em
diferentes tempos de incubacéo.

B, Relagcdo entre o tempo de incubagdo e a uridillagdo da proteina GInB
Q3R/T5A. O numero de mondmeros uridillados foi calculado a partir da
quantificacdo das bandas observadas no gel desnaturante.
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FIGURA 28 - EFEITO DO TEMPO NA URIDILILAGAO DA PROTEINA GInB DE H. seropedicae
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O sistema de reagao continha ATP (200 uM), 2-oxoglutarato (5 mM), UTP (1
mM), 2 uM da proteina GInB e 100 nM da proteina GInD. As reagbes foram
incubadas durante 0, 2, 5, 10, 15, 20 ou 30 minutos.

A, Eletroforese em gel desnaturante (15%) para proteinas de baixa massa
molecular. As proteinas foram coradas com SyPro Ruby (Invitrogen).

Linha 1 — Marcador de massa molecular (GE Healthcare);

Linhas 2 a 8 — Reacgao de uridililagdo da proteina GInB em diferentes tempos
de incubacao.

B, Relacéo entre o tempo de incubacao e a uridililagdo da proteina GInB. O
numero de monémeros uridililados foi calculado a partir da quantificagdo das bandas
observadas no gel desnaturante.
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FIGURA 29 - EFEITO DO ATP NA DESURIDILILACAO DAS PROTEINAS GInB E GInK DE H.
seropedicae
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O sistema de reacéo de uridililagdo continha ATP (200 uM), 2-oxoglutarato
(500 uM), UTP (1 mM), 2 uM das proteinas GInB ou GInK e 100 nM da proteina
GInD. O sistema de desuridililagdo continha ATP (200 uM), 2-oxoglutarato (300 uM),
glutamina (5 mM), 2 uM das proteinas GInB ou GInK e 0, 200, 500, 1000, 1500 ou
2000 nM da proteina GInD e foi incubado durante 40 minutos. As proteinas foram
coradas com SyPro Ruby (Invitrogen).

Linha 1 — Reagao de uridililagdo (0 minutos);

Linha 2 — Reacgao de uridililagao (60 minutos);

Linha 3 — Reacgao de desuridililagdo (0 nM de GInD);
Linha 4 — Reagéo de desuridililagdo (200 nM de GInD);
Linha 5 — Reacgao de desuridililagdo (500 nM de GInD);
Linha 6 — Reacao de desuridililacdo (1000 nM de GInD);
Linha 7 — Reacgao de desuridililacdo (1500 nM de GInD);
Linha 8 — Reacao de desuridililacdo (2000 nM de GInD).
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FIGURA 30 - EFEITO DO ADP NA DESURIDILILACAO DAS PROTEINAS GInB E GInK DE H.

seropedicae
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O sistema de reagao de uridillagdo continha ATP (200 uM), 2-oxoglutarato
(500 uM), UTP (1 mM), 2 uM das proteinas GInB ou GInK e 100 nM da proteina
GInD. O sistema de desuridililacdo continha ADP (200 uM), 2-oxoglutarato (300 uM),
glutamina (5 mM), 2 uM das proteinas GInB ou GInK e 0, 200, 500, 1000, 1500 ou
2000 nM da proteina GInD e foi incubado durante 40 minutos. As proteinas foram
coradas com SyPro Ruby (Invitrogen).

Linha 1 — Reacgao de uridililagao (0 minutos);

Linha 2 — Reacgao de uridililagao (60 minutos);

Linha 3 — Reacao de desuridililagdo (0 nM de GInD);
Linha 4 — Reacgao de desuridililagdo (200 nM de GInD);
Linha 5 — Reagéo de desuridililagdo (500 nM de GInD);
Linha 6 — Reagao de desuridililacédo (1000 nM de GInD);
Linha 7 — Reagao de desuridililacdo (1500 nM de GInD);
Linha 8 — Reacgao de desuridililagédo (2000 nM de GInD).
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FIGURA 31 — EFEITO DO ADP E DO ATP NA DESURIDILILACAO DAS PROTEINAS GInB E GInK
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O sistema de reacdo de uridillagdo continha ATP (200 uM), 2-oxoglutarato
(500 uM), UTP (1 mM), 2 uM das proteinas GInB ou GInK e 100 nM da proteina
GInD e foi incubado por 60 minutos. O sistema de desuridililacdo continha ATP (A)
ou ADP (B) (200 uM), 2-oxoglutarato (300 uM), glutamina (5 mM), 2 uM das
proteinas GInB ou GInK e 0, 200, 500, 1000, 1500 ou 2000 nM da proteina GInD e
foi incubado durante 40 minutos e aplicadas em gel de eletroforese nativa. As
proteinas foram coradas e quantificadas, e as quantidades relativas observadas para
cada banda foram utilizadas para calcular a quantidade de monémeros uridililados (0
a 3). Esta analise foi realizada em pelo menos dois experimentos independentes e
os resultados correspondem a um experimento representativo.
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6. DISCUSSAO

As proteinas do tipo Pl estdo envolvidas com o processamento e transmisséo
dos sinais de nitrogénio, carbono e energia para outras proteinas envolvidas no
metabolismo de nitrogénio. Na maioria das proteobactérias, as proteinas GInB e
GInK sofrem modificagdo covalente pela proteina GInD em resposta aos niveis de
nitrogénio celular. Esta modificagdo € um dos fatores que determina como e com
quais alvos as proteinas PIl interagem na célula. Neste trabalho, as proteinas GInB,
GInK, GInB mutantes e GInD de H. seropedicae foram purificadas em sua forma
nativa em dois passos cromatograficos. Os protocolos utilizados para purificar estas
proteinas foram mais simples e rapidos que os protocolos usados para a purificacao
das proteinas PIl e GInD de E. coli (KAMBEROV et al. 1994a). As proteinas
purificadas de H. seropedicae apresentaram graus de pureza similares aos obtidos
para as proteinas de E. coli e os ensaios de uridillagdo mostraram que estas
proteinas foram purificadas em sua forma ativa.

Em muitas bactérias, as proteinas PIll sofrem modificacdo pds-traducional
através de uridillacao/desuridililagcdo. Este mecanismo foi estudado mais
detalhadamente em E. coli (ENGLEMAN & FRANCIS, 1978; FRANCIS &
ENGLEMAN, 1978; KAMBEROV et al. 1994a; KAMBEROV et al. 1995; JIANG et al.
1998a; ATKINSON & NINFA, 1999). As proteinas Pll de H. seropedicae e de E. coli
apresentam alta homologia e a proteina GInB de H. seropedicae também ¢é
estruturalmente semelhante as proteinas Pll de E. coli (BENELLI et al. 2002b). A
capacidade das proteinas GInB e GInK de H. seropedicae e GInB mutantes de
serem modificadas pela proteina GInD foi avaliada. Os resultados mostraram que as
proteinas Pll de H. seropedicae sao uridilladas e desuridililadas pela proteina GInD
in vitro. No entanto, os resultados obtidos neste trabalho indicaram que existem
diferengas no perfil de uridililacdo/desuridililagdo das proteinas Pll de H. seropedicae
e E. coli. Em ambos os organismos, a uridililagdo da proteina GInB é mais eficiente
que a proteina GInK, no entanto, em H. seropedicae esta diferenca € mais
acentuada. Em contraste, a taxa de desuridillagdo da proteina GInK de E. coli é
cerca de dez vezes menor que GInB, enquanto em H. seropedicae a desuridililagao

de GInK foi similar a de GInB. O padrao de inibicao por glutamina observado para as
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proteinas PIl de H. seropedicae também difere do observado para as proteinas PII
de E. coli. Em H. seropedicae as proteinas GInB e GInK apresentam um perfil similar
de inibicdo por glutamina, enquanto em E. coli, a inibigao por glutamina € maior para
GInB do que para GInK.

As proteinas PIll de H. seropedicae e de E. coli também apresentam aspectos
em comum quanto ao mecanismo de uridililacdo/desuridililagdo. A reagdo de
uridililagdo das proteinas PIll de H. seropedicae foi linear apenas na fase inicial,
similar ao observado para a proteina GInB de E. coli. Estudos cinéticos mostraram
que GInB-UMP é um inibidor competitivo de GInB (JIANG et al. 1998a) e esta
inibicdo provavelmente € um dos fatores que diminui a velocidade da reagdo. As
proteinas Pll de H. seropedicae ndo foram uridililadas na auséncia dos efetores ATP
e 2-oxoglutarato. Estes resultados também foram observados para as proteinas
GInB e GInK de E. coli (KAMBEROV et al. 1995; ATKINSON & NINFA, 1999).
BENELLI et al. (2001) observaram uridililacédo da proteina GInB de H. seropedicae
na auséncia de ATP, 2-oxoglutarato ou ambos. No entanto, estas reagbes foram
feitas com a proteina GInD de E. coli parcialmente purificada ou com extratos
celulares de H. seropedicae, que poderiam conter estes efetores.

ADP e AMP foram capazes de promover a uridililacao das proteinas PIl de H.
seropedicae. Em E. coli, estas moléculas também foram capazes de substituir o ATP
na reagao de uridililacdo de GInB, porém com menor eficiéncia (BROWN et al.
1971). A taxa de uridillagdo da proteina GInB de E. coli com ADP e AMP
correspondeu a 67% e 10% respectivamente, em relagdo a obtida com ATP. Para a
proteina GInB de H. seropedicae os resultados foram similares e na presenca de
ADP e AMP, a taxa de uridililagado correspondeu a 88% e 23% da taxa observada na
presenca de ATP. Por outro lado, a uridililacdo da proteina GInK de H. seropedicae
parece ocorrer com a mesma eficiéncia na presenga de ADP ou ATP. Estes
resultados sugerem que tanto ADP como ATP poderiam atuar como efetores da
reacao de uridillacdo de GInK e que esta proteina pode ser menos sensivel do que
GInB as mudancgas dos niveis energéticos da célula. Recentemente, a estrutura
tridimensional do complexo GInK-AmtB de E. coli foi determinada e os autores
identificaram uma molécula de ADP ligada a proteina GInK (CONROQOY et al. 2007;

GRUSWITZ et al. 2007). Os autores destes trabalhos sugeriram tratar-se de uma
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molécula de ATP hidrolisada, mas nao excluem a possibilidade de que a molécula
de ADP poderia estar ligada a GInK desde a formagao do complexo.

A atividade de remocgé&o do grupo uridilil pela proteina GInD de H. seropedicae
também foi avaliada. Os resultados mostraram que na reacdo de desuridililagao,
tanto para GInB como para GInK, o ATP é mais eficiente como efetor do que o ADP.
Mesmo utilizando concentragcbes elevadas da enzima GInD, as proteinas GInB e
GInK ndo foram totalmente desuridilladas. As proteinas PIll de E. coli também
apresentam uma baixa taxa de desuridililacdo in vitro, mesmo em condi¢cbes de
excesso de enzima (JIANG et al. 1998a; ATKINSON & NINFA, 1999). JIANG et al.
(1998a) sugeriram que além do ATP e 2-oxoglutarato presentes na reagado, a
atividade removedora de uridil de GInD poderia ser estimulada por alguma outra
molécula ativadora. Os autores testaram uma série de compostos, incluindo alguns
que sao fontes de nitrogénio e carbono, mas nenhum aumentou a taxa de
desuridililagcao de PII.

Com a finalidade de avaliar quais regides da proteina GInB estariam
envolvidas no controle de diferentes fungdes, as formas mutantes da proteina GInB
G108A/P109A, G108W e Q3R/T5A foram construidas (BONATTO et al. 2005). Os
residuos Gly 108 e Pro 109 encontram-se na regido C-terminal e fazem parte de um
motivo em hélice 3o localizado na superficie da proteina, enquanto os residuos GIn
3 e Thr 5 estdo na regido N-terminal e voltados para a cavidade central da proteina.
No mutante G108A/P109A os residuos 108 e 109 foram substituidos por duas
alaninas através de mutagao sitio dirigida. Ja os mutantes GInB G108W e Q3R/T5A
foram obtidos por PCR mutagénica aleatéria. A capacidade destas proteinas de
aliviar a inibicdo da proteina NifA de K. pneumoniae por NifL foi avaliada em estirpes
de E. coli. Em presenca destas proteinas, NifA foi capaz de ativar a transcricido do
promotor do gene nifH. No entanto, a resposta da proteina NifA a concentracao de
amoOnio variou na presencga das proteinas GInB mutantes avaliadas (BONATTO et al.
2005). A proteina GInB G108W restaurou a atividade da proteina NifA no mutante
duplo glnB/ginK™ de forma similar a proteina GInB nativa. No entanto, no mutante
ginD", e na presenca da proteina GInB G108W, a atividade da proteina NifA
apresentou uma alta regulagdo por amoénio, maior que a observada com as outras
proteinas GInB testadas. Estes resultados indicaram que a regido C-terminal estaria

envolvida na sinalizagdo dos niveis de aménio pela proteina GInB. Como a ativagao
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da proteina NifA de K. pneumoniae nao depende do estado de uridililacdo de PIl, o
resultado observado na estirpe g/inD™ pode resultar de uma mudancga na interagao
com as moléculas efetoras (BONATTO et al. 2005). Neste trabalho, o perfil de
uridililacdo observado para GInB G108W foi diferente do observado para a proteina
GInB nativa e mais préximo ao da proteina GInK de H. seropedicae. Este resultado
reforca a importancia da estrutura da regido C-terminal na interagdo com a proteina
GInD e com os efetores.

Nos ensaios in vivo, na presencga da proteina GInB G108A/P109A, a atividade
da proteina NifA de K. pneumoniae foi inferior a observada na presenca da proteina
GInB nativa em todas as estirpes testadas. A atividade de NifA também apresentou
maior regulagdo por aménio na presenca desta proteina do que na presencga da
GInB nativa na estirpe ginB/ginK" (BONATTO et al. 2005). Neste trabalho, a proteina
G108A/P109A apresentou um perfil de uridililacido similar ao da GInB nativa, em
contraste com a proteina GInB G108W que foi similar a proteina GInK. Apesar
destas proteinas possuirem substituicbes na mesma regido da proteina GInB, a
diferenca no perfil de uridililagdo sugere que as substituigbes induziram mudancgas
topoldgicas distintas na mesma regido das duas proteinas mutantes.

A proteina mutante GInB Q3R/T5A apresenta duas substituicbes na regido N-
terminal da proteina. Na posicdo que corresponde ao residuo 3, a glutamina, uma
aminoacido hidrofilico mas n&o carregado, foi substituido por uma arginina, que é
carregada positivamente. Ja no residuo 5, a treonina que €& um aminoacido
hidrofilico, foi substituido por uma alanina, um aminoacido apolar. Esta proteina
mutante apresentou uma padrao de migracéo diferente das demais proteinas GInB
nos géis de eletroforese nativa. Apesar do motivo desta diferenga de comportamento
nao ter sido identificado, esta proteina provavelmente encontra-se em sua forma
trimérica, uma vez que ela foi uridililada in vitro pela proteina GInD. A uridililagao da
proteina GInB Q3R/T5A foi avaliada por eletroforese em condi¢cdes desnaturantes
para proteinas de baixo peso molecular e o perfil de uridililacido observado foi similar
ao da proteina GInB nativa. Além disso, em ensaios in vivo, a atividade da proteina
NifA de K. pneumoniae foi restaurada pela proteina GInB Q3R/T5A de maneira
similar a proteina GInB nativa (BONATTO et al. 2005). Como na eletroforese nativa a
migragao é influenciada n&o so6 pela massa mas também pela carga das proteinas, é

possivel que as mutacdes nos residuos 3 e 5 na proteina GInB tenham provocado
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alguma alteracdo na distribuicdo de cargas superficiais desta proteina que
interferiram no seu perfil de migracao.

As proteinas da familia Pll interagem com diversas moléculas e proteinas alvo
para exercer seu papel biolégico. JIANG e colaboradores (1997) mostraram que
mutacdes em diferentes residuos da proteina GInB de E. coli afetam algumas destas
interacbes mas nao necessariamente todas. Neste trabalho, os resultados
mostraram que mutagées na mesma regido da proteina GInB de H. seropedicae
interferiram de maneira diferente na atividade das proteinas GInB mutantes.

A comparagao dos resultados do perfil de uridillagao/desuridililacdo das
proteinas GInB e GInK de H. seropedicae obtidos neste trabalho com os resultados
observados para as PIl de E. coli, sugere que variagdes nestes perfis podem refletir
o refinamento da capacidade das proteinas PIl de diferentes organismos em

responder as variacbes ambientais especificas dos seus habitats.
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7. CONCLUSOES

- As proteinas GInB e GInK sao uridilladas e desuridililadas pela proteina
GInD de H. seropedicae in vitro; a uridililacdo da proteina GInB é mais eficiente que

a proteina GInK, enquanto a taxa de desuridililacao € similar para as duas proteinas;

- A uridililacédo das proteinas GInB, GInK e das proteinas GInB mutantes

requer ATP e 2-oxoglutarato e é inibida por glutamina;

- A uridililagao da proteina GInB € mais eficiente na presenca de ATP, quando
comparado a ADP e AMP, enquanto a uridililacdo da proteina GInK, é similar na
presenca de ATP ou ADP, sugerindo que a proteina GInK é menos sensivel a

mudangas nos niveis energéticos;

- Os perfis de uridililacdo das proteinas mutantes GInB G108A/P109A e GInB
Q3R/T5A sao similares ao perfil da proteina GInB nativa; O perfil de uridilillacdo da
proteina GInB G108W é similar ao da proteina GInK, sugerindo que a substituigao

G108W causa uma mudanga topologica da regido C-terminal.
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