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RESUMO

Proteinas da familia PIl sdo transdutoras de sinal, sendo conhecidas
principalmente por seu papel de regulacdo e coordenacdo no metabolismo do
nitrogénio. Recentemente foi mostrado que proteinas PIll sdo capazes de regular
enzimas relacionadas ao metabolismo do carbono através da interacao direta com a
subunidade BCC (Proteina Carreadora de Carboxil Biotina) da enzima Acetil-CoA
carboxilase (ACC), o que sugere que as proteinas Pll podem sensoriar 0os niveis de
carbono celular. O primeiro indicio da interacdo de PIl em ACC em bactérias foi visto
em A. brasilense, onde a subunidade BCCP foi encontrada ligada a GInZ. Além de
BCCP, outra acil-carboxilase foi encontrada como possivel alvo de Pl em A.
brasilense, anotada como acetil/propionil-CoA carboxilase (PCC). Tanto BCCP quanto
PCC sao dependentes de biotinilacdo para serem funcionais. O papel das proteinas
PIl na regulacdo dessas enzimas é de particular interesse, uma vez que nao se sabe
qgual a funcdo das proteinas BCCP e PCC no metabolismo de A. brasilense. O
presente trabalho teve por objetivo otimizar a expresséo, purificacéo e biotinilacdo das
proteinas a-PCC e BCCP de A. brasilense pela enzima biotina ligase (BirA) de E. coli,
permitindo assim a posterior caracterizacdo dos complexos PII-BCCP e PII-PCC de
A. brasilense através de ensaios de interacdo e atividade. Apos a purificacdo da
proteina BCCP e das subunidades a e B da PCC, foram realizados ensaios de
biotinilac&o in vitro para estabelecer um protocolo otimizado de biotinilagdo destas
proteinas pela enzima BirA de E. coli (EcBirA). Ensaios de biotinilac&o in vivo também
foram realizados através da co-expressao de a-PCC e EcBirA. Os resultados obtidos
mostram que fatores como concentracdo de ECBIrA e tempo de reacdo sao
determinantes para os niveis e especificidade da biotinilagdo de a-PCC por EcBIirA in
vitro. AbBCCP néo foi biotinilada de forma eficiente sob nenhuma condi¢cdo, o que
pode estar associado a organizagcdo do sitio de biotinilacdo dessa proteina ou com
sua caracteristica de formacédo de oligbmeros de alta massa molecular. Os dados
descritos vao contribuir para futura caracterizacdo dos complexos entre Pll e as
enzimas acetil-CoA-carboxilases em A. brasilense.

Palavras-chave: PII, acetil-CoA carxoxilase, PCC



ABSTRACT

Pll protein family are known as signal transducers, being well known for their role in
the regulation and coordination of nitrogen metabolism. Recently, PIl proteins showed
to be able to regulate enzymes related to carbon metabolism through direct interaction
with the BCCP (Carboxyl Biotin Carrier Protein) subunit of the enzyme Acetyl-CoA
carboxylase (ACC), which suggests that PIl proteins can sensory levels of cellular
carbon. The first warning of the interaction of PII with ACC in bacteria was noticed in
A. brasilense, where a BCCP subunit was found linked to GInZ. In addition to BCCP,
another acyl-carboxylase was found as a possible PII target in A. brasilense, named
as acetyl/propionyl-CoA carboxylase (PCC). Both BCCP and PCC are dependent on
biotinylation to be functional. The role of PII proteins in the regulation of those enzymes
Is of very particular interest, since function of BCCP and PCC proteins in A. brasilense
metabolism is unknown. The aim of the present work was to improve the expression,
purification and biotinylation of a-PCC and BCCP proteins of A. brasilense by the
enzyme biotin ligase (BirA) of E. coli, thus allowing a characterization of the PII-BCCP
and P1I-PCC complexes of A. brasilense through interaction and activity assays. After
purification of BCCP and PCC a and 3, in vitro biotinylation tests were performed, to
create an optimized biotinylation protocol of those proteins by E. coli BirA enzyme
(EcBirA). In vivo biotinylation assays were also performed by co-expression of a-PCC
and EcBirA. The results obtained show that factors such as EcBirA concentration and
reaction time are determinant for the levels and specificity of a-PCC biotinylation by
EcBirA in vitro. AbBCCP was not efficiently biotinylated under the tested condition,
which may be associated with the organization of BCCP biotinylation site or formation
of high molecular weight oligomers by BCCP. The data obtained will contribute for the
characterization of complexes between PII and the acetyl-CoA carboxylase enzymes
in A. brasilense.

Key words: PII, acetyl-CoA carboxylase, PCC
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1. INTRODUCAO
1.1 Proteinas PlII

As proteinas transdutoras de sinal da superfamilia Pll, presentes em todos os
dominios da vida (Bacteria, Archaea fixadora de nitrogénio e cloroplastos de
eucariotos autotréficos), desempenham um importante papel na regulacdo e
coordenacdo de processos metabodlicos centrais através da interacdo direta com
enzimas, fatores de transcricdo e proteinas de membrana (FORCHHAMMER, 2008;
HUERGO et al., 2013).

As proteinas PII sdo transdutoras dos niveis de nitrogénio, carbono e estado
energético intracelular. As flutuacdes dos niveis desses componentes promovem
alteracdes conformacionais nessas proteinas — através da ligacdo de efetores
alostéricos —, e modificacdes covalentes. De acordo com seus estados de
conformacdo e modificacdo covalente, as PIl interagem com proteinas-alvo,
associadas, em sua maioria, com a regulacdo das reacdes de assimilacdo do
nitrogénio (FORCHHAMMER, 2008). Essas proteinas conservam uma estrutura muito
caracteristica, sendo constituidas por trés subunidades, sendo que cada subunidade
contém trés estruturas em volta: loop-T, loop-B e loop-C. Escherichia coli possui duas
proteinas tipo PII, GInB e GInk (sendo GInK denominada GInZ em Azospirillum
brasilense, que também possui a proteina GInB). Essas proteinas possuem uma
estrutura tridimensional altamente conservada (FIGURA 1). Sdo (homo) triméricas e
possuem uma massa molecular de 12 a 13 kDa por monémero. Cada mondémero por

sua vez possui aproximadamente 112 aminoacidos (FORCHHAMMER, 2008).

FIGURA 1: MODELO REPRESENTATIVO DA ESTRUTURA TRIDIMENSIONAL DE PROTEINAS PII.
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Representacao da GInK de Escherichia coli co-cristalizada com ATP: vista lateral (A) e superior (B).
Cada subunidade esta representada por uma cor: lilas, verde e azul, e 0 ATP em amarelo. As voltas
denominadas B, C e T estdo em destaque. Fonte: MOURE (2012), adaptado de FORCHHAMMER
(2008).

Em E. coli as proteinas PIl regulam a atividade do sistema NtrB-NtrC,
controlando a transcricdo de varios genes envolvidos com a regulacdo do
metabolismo de nitrogénio (JIANG e NINFA, 1999), além de modularem a captagéo e
assimilacdo de amdnio por interacdo com AmtB e ATase, respectivamente (JAVELLE
et al., 2004; JIANG et al.,, 2007). Em cianobactérias e plantas as PIlI controlam a
biossintese de arginina (HEINRICH et al., 2004), atuando também na regulacédo de
fatores transcricionais relacionados ao nitrogénio através da interacdo com PipX e
PamA em cianobactérias (FORCHHAMMER, 2008). Segundo Castellen e
colaboradores (2011), em bactérias gram-negativas também ocorre a regulacao de
fatores transcricionais pelas PIl, como em cianobactérias, por interacdo direta com
TnrA, AmtR e GInR. A regulacdo da sintese e atividade da nitrogenase (através da
interacdo com DraG, DraT, AmtB e NifA) e o controle transcrional da fixacdo de
nitrogénio (NifA e NifL) em diazotrofos também séo funcées desempenhadas pelas
PIl na regulacdo do metabolismo do nitrogénio desses organismos (SARKAR et al.,
2012; HUERGO et al., 2013).

Em proteobactérias as proteinas tipo PIl tém a capacidade de ser
covalentemente modificada por uridililacdo no residuo de tirosina 51 localizado no
loop-T de cada monémero (HUERGO, 2006). Em Actinomycetos e em cianobactérias
a modificacdo ocorre com adenilacdo da Tirosina (Tyr) 51 ou a fosforilagdo do residuo
Serina (Ser) 49, respectivamente (FORCHHAMMER, 2004). Em E. coli a cascata de
interacbes das proteinas da familia PIl com seus receptores é conhecida como
sistema Ntr “nitrogen regulation system”.

O amonio € a fonte de nitrogénio preferencial para E. coli e muitos outros
microrganismos em condi¢des aerdbicas, sendo assimilado em glutamina e glutamato
(REITZER, 2003). Esses dois aminoacidos atuam como doadores de nitrogénio
intracelular para produzir outros compostos organicos contendo nitrogénio atraves de
reacdes de transaminacdo e transamidacao (REITZER, 2003). Em E. coli e outras
bactérias a sintese de glutamina ocorre através da glutamina sintetase (GS), a partir
de amonio e glutamato. A sintese de glutamato, por sua vez, pode ocorrer pela via

GS/GOGAT (Glutamato sintase ou Glutamina:2-oxoglutarato aminotransferase), onde
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glutamina produzida por GS é combinada com 2-OG pela enzima glutamato sintase
produzindo dois glutamatos, ou pela assimilacdo direta de aménia em 2-OG pela acéo
da glutamato desidrogenase (GDH), produzindo uma molécula de glutamato
(HUERGO e DIXON, 2015). Portanto, o 2-OG sinaliza o estado de nitrogénio da célula
por participar da sua assimilacdo, pelas vias GS/GOGAT e GDH. Depois de
sintetizados, glutamato e glutamina dardo origem a outros compostos (LEIGH;
DODSWORTH, 2007). Como 2-OG serve como esqueleto carbdnico para as reacdes
de assimilacdo de nitrogénio, a concentracdo intracelular deste metabdlito flutua de
acordo com a disponibilidade de amonio, se estabelecendo uma correlagéo inversa
entre a disponibilidade de aménio e a acumulacao de 2-OG

Sendo o 2-OG um intermediario do ciclo do &cido citrico e precursor para
sintese de biomoléculas como aminoacidos, sua concentracdo pode variar de acordo
com a disponibilidade de carbono (diretamente proporcional), assim como varia em
resposta a disponibilidade de nitrogénio (inversamente proporcional). Recentemente
foi mostrado que proteinas PIl sdo capazes de regular enzimas relacionadas ao
metabolismo do carbono através da interacdo direta com uma das subunidades da
enzima Acetil-CoA carboxilase (ACC), a subunidade BCCP, sugerindo que estas

proteinas podem sensoriar 0s niveis de carbono celular.

1.2 Acetil-CoA Carboxilase

Acetil-CoA carboxilase € uma enzima chave no metabolismo de lipideos que
catalisa a primeira etapa da sintese de acidos graxos, promovendo a carboxilacao de
acetil-Coenzima A (acetil-CoA) a malonil-CoA em uma reacdo de duas etapas.
Inicialmente h& a adicdo de um grupo carboxil, proveniente do bicarbonato, a biotina
ligada a BCCP com a utilizagcdo de uma molécula de ATP (reacdo catalisada pela
subunidade BC). Na etapa seguinte ocorre a transferéncia do grupo carboxil ligado a
biotina para a molécula de acetil-CoA, gerando malonil-CoA, que é o substrato
utilizado nas etapas seguintes da sintese de acidos graxos. Essa Ultima etapa é
catalisada pela subunidade CT, que fornece a especificidade requerida no
reconhecimento do aceptor carboxil (PODKOWINKI E TWORAK, 2011; GERHARDT,
2015) (Figura 2). Essa proteina é amplamente distribuida nos dominios da vida, com
excecdo de Archaea (CRONAN JR.; WALDROP, 2002).
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FIGURA 2: ESQUEMA DA REACAO CATALISADA POR ACC.

ATP + HCO. ADP + Pi

Malonil-CoA Acetil-CoA

Rosa — BCCP; Verde — BC; Roxo — CT. FONTE: adaptado de CHOI-RHEE e CRONAN (2003)

Em mamiferos, fungos e plantas a proteina ACC é composta de um Unico
polipeptideo com trés dominios funcionais. Em E. coli e na maioria das bactérias e no
cloroplasto de plantas a enzima ACC geralmente € composta por quatro subunidades,
denominadas Biotina Carboxilase (BC), Proteina Carreadora de Carboxil Biotina
(BCCP) e Carboxiltransferase (dividida em duas subunidades, CTa e )
(PODKOWINKI E TWORAK, 2011). Ja em Actinobacterias como Streptomyces
coelicolor, Mycobacterium tuberculosis e Rhodococcus josti se verifica uma
organizacao unica de ACC, apresentando varias isoformas com diferentes funcoes e
com os dominios BCCP-BC (accA) e CTa-f (accD) fusionados formando dois
polipeptideos que compdem a ACC funcional (GAGO et al., 2011) (FIGURA 03). Essa
divisdo na forma de organizacdo das ACCases de organismos eucarioticos e
procarioticos fornece evidéncias de um ancestral em comum antes da separacao entre
Archaea e Bacteria e o surgimento de Eukaryota (LOMBARD E MOREIRA, 2011).

A. brasilense possui uma ACC com uma organizacdo estrutural muito
semelhante a ACC de E. coli, organizada em trés partes cataliticas, formadas por 4
peptideos (FIGURA 3), assim como a maioria das ACCs bacterianas. Em A. brasilense
sp245 analises do genoma indicaram a presenca de outras duas acyl-carboxilases,

ambas com organizagéo estrutural semelhante a de Actinobacteria, anotadas como
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acetil/propionil-CoA carboxilase (PCC) e propionil-CoA carboxilase. PCC catalisa a
reacdo de conversdo de propionil-CoA a metilmalonil-CoA, estando envolvida com a
sintese de acidos graxos e de policetideos em alguns organismos (DIACOVICH et al.,
2004). A proteina PCC geralmente apresenta atividade de ACC e ambas pouco
diferem entre si, a ndo ser na maior afinidade de PCC para propionil-CoA do que acetil-
CoA (HOU; XIANG; HAN, 2015). Segundo Diacovich e colaboradores (2004) em S.
coelicolor essa especificidade do substrato € determinada pelo residuo na posi¢cao
422 na subunidade B da enzima ACCase. Quando essa posi¢ao esta ocupada por
residuos pequenos, como aspartato ou cisteina, a enzima apresentara preferéncia por
propionil-CoA como substrato, jA& a ocupacdo por residuos de cadeias maiores ou
hidrofobicos estd associada a preferéncia por acetil-CoA. O alinhamento das
sequéncias das enzimas acetil/propionol-CoA carboxilase e propionil-CoA carboxilase
de A. brasilense com as enzimas de S. coelicolos e M. tuberculosis, indica que PCC
deve apresentar preferéncia por acetil-CoA devido a presenca de um residuo de
triptofano na posicdo equivalente ao residuo 422 de S. coelicolor (Aspartato),
enguanto que a enzima anotada como propionil-CoA carboxilase possui um aspartato
nessa posicao, 0 que sugere que sua anotacao esteja correta quanto a preferéncia ao
substrato. Embora PCC esteja anotada como acetil/propioniloCoA carboxilase em A.
brasilense sp245, em outras estirpes de A. brasilense a proteina PCC esta anotada
como 3-metilcrotonil-CoA carboxilase, participando da via de degradagéo de leucina.
Até o momento, a funcéo dessas proteinas ainda néao foi caracterizada, portanto, ndo
se sabe sua importancia no metabolismo de A. brasilense.
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FIGURA 3: ORGANIZACAO DA ACETIL-COA CARBOXILASE NO DIFERENTES ORGANISMOS

Peptideo
(subunidade ou regiao) BC | BCCP | | CT-B | CT-a
H. sapiens
mitocondrial
764 803 962 1717 2058 2483 aa
H. sapiens
621 661 821 1574 1922 2346 aa
S. cerevisiae
570 610 770 1484 1830 2233 aa
ACC citosdlico
545 610 743 1587 2134 2254 aa
ACC plastideo
494 488 796 aa

E. coliACC

A. brasifense
ACC

M. avium
ACC

M. tuberculosis
ACC

S. elongatus

447 149
463

558

aa

aa

840 1075 aa

548
305 327

aa

ACC

158 aa
Peptideo
(subunidade ou regiao) BC | BCCP | | CT-p | CT-a
Gene subunidade accC | accB I accD | accA

Em A. brasilense s@o encontradas, além da ACC semelhante a de E. coli, mais duas acil-carboxilases,
denominadas acetil/propionil-CoA carboxilase e propionil-CoA carboxilase, com organizacéo estrutural
semelhante a ACC de M. tuberculosis. Cinza — Regido entre os dominios de ACC monoméricas; Azul
— BC; Rosa — BCCP; Verde — CT-B; Lilas — CT-qa; Preto — peptideo sinal para plastidio (A. thaliana) ou
membrana mitocondrial (H. sapiens) Fonte: GERHARDT (2015), adaptado de PODKOWINSKI e
TWORAK (2011).

Em E. coli, a subunidade BCCP (codificada pelo gene accB e que corresponde

a uma proteina de 156 aminoécidos (17 kDa)) possui um dominio biotinil e € biotinilada
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in vivo pela proteina Biotina-ligase (EC 6.3.4.15; BirA), sendo a Unica proteina
biotinilada em E. coli (CHAPMAN-SMITH; CRONAN, 1999). A biotinilacdo do residuo
de lisina localizado a 35 aminoacidos de distancia da extremidade C-terminal (Lys
122) é essencial para que BCCP esteja ativa neste organismo. Esse reconhecimento
do residuo de lisina (K) em E. coli faz com que BirA seja extremamente especifica na
reacao catalisada, havendo ainda residuos de metionina (M) adjacentes, formando o
motivo MKM, que s&o importantes para o reconhecimento do sitio de biotinilagéo por
BirA (LEE et al., 2008). Alguns autores verificaram que em Myxococcus xanthus nao
é encontrado o dominio MKM, mas sim MKL, no entanto, ainda assim a subunidade
BCCP desse organismo é eficientemente biotinilada por EcBirA (KIMURA et al., 2000).
Em Actinobactérias, como M. tuberculosis, € observada uma organizacao Unica de
ACC, onde as porcbes BC e BCCP compdem um Unico peptideo que apresenta 2
diferentes dominios funcionais. Mesmo assim, Gago e colaboradores (2006)
verificaram que a porcdo BCCP de MtACC possui o dominio MKM conservado e que
sua organizac¢ao Unica nao interfere na eficiéncia da biotinilacdo por EcBIirA. Ja em A.
brasilense, organismo foco deste estudo, ndo se observa uma biotinilacéo eficiente da
subunidade BCCP por EcBirA (GERHARDT, 2015)

A. brasilense € um organismo diazotréfico capaz de se associar com diversas
plantas de interesse econdmico, tendo assim um grande potencial de uso como
biofertilizante, gracas a sua capacidade de colonizar as raizes de varias plantas e sua
eficiéncia na fixacdo de nitrogénio in vitro. O fato de BCCP ter sido identificada como
ligante de proteinas PII reforca o interesse no estudo deste organismo, principalmente
no que diz respeito a regulacdo do metabolismo de carbono, uma vez que néo se sabe
gual a funcdo da ACC e PCC no metabolismo de acidos graxos em A. brasilense. Para
tanto é necessaria a obtencao das proteinas BCCP e PCC purificadas e totalmente
biotinilada a fim de realizar ensaios de caracterizacdo funcional in vitro e avaliagao

das interagcbes com as proteinas PII.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Otimizar a expressao, purificacao e biotinilacdo das proteinas a-PCC e BCCP

de A. brasilense pela BirA de E. coli.



2.2 Objetivos Especificos

- Purificar as proteinas a-PCC e BCCP de A. brasilense.
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- Estabelecer um protocolo de biotinilagdo das proteinas a-PCC e BCCP, comparando

a biotinilacédo in vivo e in vitro, diferentes concentracdes de BirA e diferentes tempos

de reagéo.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Bactérias e Plasmideos

TABELA 1 ESTIRPES DE BACTERIAS E PLASMIDEOS.

Escherichia coli

Caracteristicas

Referéncia

BL21 (ADE3)

hsdS, gal(Aclts 857 ind1 Sam7
nin5 lacUV5-T7 gene 1)

Sambrook et al., 1989

DH10B Sm', F’[proAB+lacZAM15] Sambrook et al., 1989
Plasmideo Caracteristicas Referéncia
pCY216 Cm'". Expressa E. coli BirA, com Chapman-Smith et al., 1994
promotor araBAD
pLHAbBCCPpt Amp". Expressa A. brasilense BCCP Luciano F. Huergo
nativa no PT7-7
pLHoPCC28 Km" (pET28a). Expressa Luciano F. Huergo
subunidade o da PCC (propionil-
CoA carboxilase) de A.brasilense
pLHBPCC29 Km" (pET29a). Expressa Luciano F. Huergo

subunidade 3 da PCC (propionil-

CoA carboxilase) de A. brasilense

3.2 Condic¢bes de Cultivo

As estirpes de E. coli foram cultivadas em meio liquido LB (SAMBROOK et al.,

1989), a 37°C sob agitacdo, sendo mantida a relacdo 1/5 de volume de meio para

volume total do frasco. Para cultivo de E. coli em meio sélido foi utilizado o meio LA e

as placas mantidas a 37°C

3.3 Antibidticos



18

Os antibidticos empregados e suas respectivas concentragbes foram:
canamicina (Km) 100 upg/mL e cloranfenicol (Cm) 30 pug/mL. Os estoques dos
antibioticos foram preparados como descrito por Sambrook et al., 1989 e mantidas a
4°C.

3.4 Purificagdo de DNA plasmidial

A purificacdo de DNA plasmidial em E. coli DH10B foi realizada pelo método de
lise alcalina (SAMBROOK et al., 1989). Um e meio mililitros de uma cultura de células,
incubada over night em meio LB a 37°C, foram centrifugados a 13.000 rpm por 60
segundos (centrifuga Eppendorf MiniSpin). O pellet de células precipitadas foi
ressuspenso em tampao GET (50 mM glucose, 25 mM Tris-HCI pH 8,0 e 10 mM de
EDTA pH 8,0) e as células lisadas com a adi¢éo de 1% (p/v) SDS e 0,2 M de NaOH.
DNA cromossomal e proteinas foram precipitados com Kcaf (acetato de porassio 3 M
pH 4,8 e acido férmico 1,8 mol/L). Apds incubacado por 10 minutos em banho de gelo,
os tubos foram centrifugados a 13.000 rpm (centrifuga Eppendorf MiniSpin) por
5minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e a ele foram adicionados
100 uL de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1), apos agitacao por inversao a
amostra foi centrifugada por 10 minutos a 13.000 rpm (centrifuga Eppendorf MiniSpin).
A fase aquosa coletada, foram adicionados 2 volumes de etanol 96% com o objetivo
de precipitar o DNA plasmidial. A mistura foi centrifugada a 13.000 rpm (centrifuga
Eppendorf MiniSpin) por 15 minutos e o precipitado obtido lavado com etanol 80%
(v/v), centrifugado a 13.000 rpm (centrifuga Eppendorf MiniSpin) por 15 minutos, seco

a vacuo ou em bancada e ressuspenso em agua.

3.5 Transformacdo bacteriana por choque térmico

Para a transformacdo bacteriana foi utilizado o método de células
quimiocompetentes. Foram preparadas células BL21 (ADE3) e DH10B, crescidas
over-night em 5 mL de meio LB. No dia seguinte as culturas foram diluidas em 250
mL de mio LB (1:100 v/v) e crescidas até densidade 6ptica a 600 nm (DOeoo) entre 0,3
e 0,4. Em seguida as culturas foram transferidas para tubos de centrifugacao de 400
mL e mantidas em gelo por 30 minutos, sendo centrifugadas logo em seguida por 10
minutos a 800 x g a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet celular obtido
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ressuspenso em 8 mL de CaClz 0,1 M e mantidas em gelo por 30-60 minutos. Uma
nova etapa de centrifugacéo foi realizada por 10 minutos a 800 x g a 4°C, sendo as
células sedimentadas ressupensas em 8 mL de CaClz 0,1 M e glicerol 15% (solucéo
gelada). As células foram separadas em aliquotas de 200 pL e armazenadas a -80°C.

Para a transformacéo, as aliquotas de células foram mantidas no gelo por 30
minutos, seguido da adicdo do DNA plasmidial de interesse a mistura de células,
mantendo-se no gelo por 30 minutos. O choque térmico foi realizado em banho-maria
a 42°C por 2 minutos e novamente banho de gelo por 2 minutos, seguido da adi¢c&o
de 1 mL de LB. As células foram mantidas a 37°C por 40 minutos para recuperacao.

Aliguotas de 100 pL foram plagueadas em meio LA contendo antibiéticos adequados

3.6 Expressdo das proteinas de interesse

A expressao das subunidades a (BCCP+BC) e B (CTa e CTB) da PCC de A.
brasilense foi realizada em células E. coli BL21 (ADE3) inoculadas em 400 mililitros de
meio LB na proporgao de 1:100 com cultura crescida over-night. Quando a cultura
atingiu densidade 6ptica (DOso0) entre 0,4 e 0,7 foi adicionado 0,5 mM IPTG afim de
induzir a expressao a 16°C over-night sob agitacdo. O pellet celular foi obtido por
centrifugacdo a 2.240 x g por 5 minutos e as células congeladas a -20°C ou
imediatamente ressuspensas em tampédo de sonicagdo. A subunidade a-PCC foi
expressa fusionada a uma cauda 6xHis tagg N terminal e a subunidade B-PCC foi
expressa na sua forma nativa. A subunidade a-PCC foi também coexpressa com
EcBirA (pcY216), sendo adicionado 0,5 mM de IPTG e biotina com ou sem arabinose
(0,5%) (para inducéo pCY216 - promotor paraBAD).

AbBCCP nativa foi expressa sozinha ou juntamente com EcBirA em células E.
coli BL21 (ADE3) inoculadas em 400 mililitros de meio LB na propor¢ao de 1:100 com
cultura crescida over-night. Quando a cultura atingiu densidade Optica (DOeo00) entre
0,4 e 0,7 foi adicionado 0,5 mM de IPTG ou 0,5 mM de IPTG, biotina e arabinose
(0,5%). A inducéo ocorreu por 3 horas a 37°C sob agitacdo. O pellet celular foi obtido
por centrifugacdo a 2.240 x g por 5 minutos e as células congeladas a -20°C ou

imediatamente ressuspensas em tampao de sonicacao.

3.7 Purificacdo das subunidades a e B da proteina PCC de A. brasilense.
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Para purificagcdo de a-PCC-His e B-PCC os pellets de células foram
ressuspensos em 20 mL de tampé&o de sonicacgao (Tris-HCI 50 mM pH 7,5, NaCl 100
mM e Imidazol 500 mM). As suspensdes celulares foram misturadas e sonicadas no
sonicador Heat System para obtencdo do extrato celular e para a reconstituicdo da
holo-PCC (alfa + beta). O sobrenadante foi obtido por centrifugacdo (20 minutos a
20000 x g, a 4°C) e aplicado em coluna HiTrap Chelating (GE healthcare) pré
carregada com NiClz e equilibrada com tampé&o de equilibrio (Tris-HCI 50 mM pH 7,5,
NaCl 100 mM e Imidazol 50 mM). Para eluicéo foi utilizado um gradiente de imidazol
com concentragdes crescentes imidazol (150, 200, 250, 300, 400, 500 e 650 mM) em
tampéo Tris HCI 50 mM pH 7,5 e NaCl 100 mM. As fracBGes obtidas foram aplicadas
em gel SDS PAGE e aquelas com maior quantidade de proteinas e maior grau de
pureza selecionadas e carregadas em uma coluna de dessalting e eluidas em tampéo
Tris HCI 50 mM pH 7,5, NaCl 100 mM e glicerol 10% (v/v).

3.8 Purificagcao da proteina AbBCCP nativa

Para purificacdo de AbBCCP nativa foi utilizada a coluna Q FF de 1 mL (GE
Healthcare), acoplada a bomba peristaltica. O pellet celular foi ressuspenso em
tampao de sonicagao/equilibrio (Tris HCI 50 mM pH 7,5) e o sobrenadante obtido do
extrato celular apos sonicacéo foi carregado na coluna pré-equilibrada com tampao
de sonicacao/equilibrio. A eluicdo das proteinas foi realizada em gradiente crescente
de NacCl (50, 100, 250,350, 500, 700 e 1000 mM) em Tris HCI 50 mM pH 8,0. As
fracOes coletadas foram aplicadas em gel SDS-PAGE 15% e as fracbes mais
concentradas e com maior grau de pureza reunidas e aplicadas em coluna de gel
filtracdo Sephacryl S200 com tampéao Tris HCI 50 mM pH 7,5, NaCl 100 mM e glicerol
5% (v/v). As fracbes contendo a BCCP foram agrupadas, concentradas, aliquotadas

e armazenadas a -20°C.

3.9 Dosagem de proteina

As proteinas purificadas foram quantificadas pelo método Bradford
(BRADFORD, 1976), segundo especificacdes do Reagente de Bradford (Biorad), com
curva padrao de albumina bovina (BSA). A leitura da absorbancia foi realizada em

leitor de microplacas, em comprimento de ondas de 595 nm.
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3.10 Eletroforese desnaturante de proteinas

Eletroforese de proteinas, sob condicbes desnaturantes (SDS-PAGE), foram
realizadas em gel de poliacrilamida de 10 a 15%, como descrito por LAEMMLI (1970).
As solugdes utilizadas foram preparadas conforme descrito por Huergo (2006).

As eletroforeses foram realizadas em sistema vertical, de acordo com
recomendacdes do fabricante (Biorad), em tampao de corrida 1X por 50-120 minutos
a 100-200 V. Apds a corrida o gel foi corado com Coomassie Blue ou transferido para

membranas por western blot, dependendo do ensaio.

3.11 Western blot de proteinas biotiniladas

Apés a eletroforese desnaturante, o gel foi equilibrado em tampéao céatodo (C —
0,025 M Tris pH 10; 20% metanol; 0,04M &cido caproico) e transferido para a
membrana de PVDF (Hybond ECL — GE Healthcare) previamente ativada em metanol,
lavada em agua destilada e equilibrada em solugdo A2 (0,025 M This pH 10; 20%
metanol). O sistema de transferéncia foi montado num aparato semi-seco, sendo a
placa do anodo inicialmente coberta com 4 camadas de papel filtro previamente
imersos em solucdo Al (0,3 M Tris pH 10; 20% metanol). Duas camadas de papel
filtro contendo solucdo A2 foram colocados no sistema, seguidos da membrana de
PVDF previamente imersa na solugcdo A2. O gel foi depositado sobre a membrana,
apos ser imerso em solucao C, seguindo de seis camadas de papel filtro contendo
solucéo C. A transferéncia ocorreu a 80 mA por 1 hora e 20 minutos.

Apos transferéncia a membrana foi bloqueada com TBS-T + Tween 20 (0,3%)
por 40 minutos. Em seguida, a membrana foi incubada com TBS-T + Tween 20
(0,05%) e estreptavidina-HPR (Sigma) por 40 minutos. Apoés trés lavagens de 5
minutos com TBS-T, a membrana foi revelada utilizando o sistema ECL (GE
Healthcare) seguindo as recomendacdes do fabricante. Os sinais foram capturados

fotograficamente, utilizando um sistema de video-imagem acoplado (UVP).

3.12 Ensaio de Biotinilagao de a-PCC

Para determinacdo da melhor condicdo de biotinilacdo da proteina PCC foram
feitas curvas com diferentes concentragdes de BirA (0 a 1000 nM) e diferentes tempos
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de reacédo (0 a 180 min) em tamp&o Tris HCl 40 mM pH 8,0, NaCl 100 mM, DTT 1
mM, ATP 3 mM, biotina 0,5 mM e MgClz 5 mM a 25°C. A biotinilag&o foi verificada por
western blot. As proteinas biotiniladas foram detectadas usando Estreptavidina-HPR
e revelagdo com kit de quimiluminescéncia ECL plus (GE Healthcare). As imagens
foram registradas em equipamento UVP.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O papel das proteinas PIl na regulagcdo da proteina ACC (chave no
metabolismo de &cidos graxos) abriu uma gama de possibilidades sobre a funcéo de
Pl na regulacéo do metabolismo microbiano. O primeiro indicio da interagédo de PII
em ACC em bactérias foi observado em A. brasilense, em ensaios utilizando GInZ e
extrato de A. brasilense, onde a subunidade BCCP foi encontrada ligada a GInZ
(GERHARDT, 2015). Embora diversas tentativas de caracterizar dessa interagao
tenham sido realizadas, nenhum avanco foi obtido na caracterizagao do complexo PII-
ACC em A. brasilense, razéo pela qual o complexo foi inicialmente caracterizado em
E. coli (RODRIGUES et al.,, 2014; GERHARDT et al.,, 2015). A dificuldade em
caracterizar o complexo em A. brasilense ocorreu por duas razes principais:
dificuldade de purificar a proteinas BCCP sem His-tag (uma vez que a presenca da
cauda His interfere na formacdo do complexo) e a dificuldade na obtencdo dessa

proteina biotinilada.

Na tentativa de otimizar a purificacdo de AbBCCP nativa foram testadas
diferentes resinas de troca ibnica, sem que a proteina se ligasse com grande afinidade
a nenhuma das resinas testadas (FIGURA 4). A resina Q FF foi a matriz a qual
AbBCCP se ligou com maior afinidade, sendo a resina selecionada para a purificacao
desta proteina (GERHARDT, 2015) (FIGURA 5). Entretanto, AbBCCP se ligou apenas
parcialmente a coluna Q FF (grande parte do pool de proteinas permaneceu na fracao
nao ligada) além de ter sido eluida juntamente com outras proteinas que se mostraram
mais enriquecidas, até mesmo a gel filtragcdo dessas fracdes ndo foi eficiente em
separar AbBCCP das demais proteinas (dados ndo mostrados). Porém, embora nao
tenhamos obtido uma fragcdo com alta pureza, obtivemos uma fracdo enriquecida em
AbBCCP, com a qual optamos por realizar as analises posteriores antes de otimizar a

purificagao.
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FIGURA 4: TESTE DE DIFERENTES RESINAS PARA PURIFICACAO DA PROTEINA AbBCCP.

MW DEAE Q SP Heparina
(KDa) NLlav 0,1 M 1M NL lav 0,1 M 1M NL lav0,1M1M NL lav 0,1TM1M

97
66

45

30

20,1

14,4

Foram utilizadas as resinas DEAE sepharose, Q sepharose, SP sepharose e Heparina sepharose. A
eluicdo das proteinas foi feita com tampéao Tris HCI 50 mM pH 7,5 e 0,1 ou 1M de KCI (A). Eletroforese
em gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE) 12,5%. As setas indicam a proteina AbBCCP. MW -
mascador de massa molecular; NL — fracdo néo ligada; lav — lavagem (Tris HCI 50 mM pH 7,5; 0,1 M e
1M). Fonte: adaptado de GERHARDT (2015).

FIGURA 5: PERFIL ELETROFORETICO DAS FRACOES ONTIDAS NA PURIFICACAO DE AbBCCP
NATIVA

Gradiente NaCl

1

AbBCCP foi purificada utilizando a coluna Q sepharose, com eluicdo com gradiente de 0 a 500 mM de
NaCl. Eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE) 12,5%. MW- mascador de
massa molecular; NL — fracdo ndo ligada; lav — lavagem. Fonte: adaptado de GERHARDT (2015).

Uma vez obtida AbBCCP parcialmente purificada, foram realizados ensaios de
biotinilacdo, modificacdo pos-traducional necesséria para que BCCP esteja ativa.
AbBCCP foi biotinilada in vitro, utilizando EcBIrA (2 uM) durante 3 horas a 37°C. Porém
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a biotinilagdo nao foi eficiente, ndo tendo sido observada biotinilagcdo quando
analisado por western blot (FIGURA 6).

A escolha de EcBIirA ocorreu em funcdo da facilidade de obtencdo dessa
proteina e por ja a utilizarmos em nosso laboratorio. Além disso, essa enzima tem sido
eficientemente utilizada para biotinilar a BCCP de diferentes organismos. O sitio de
biotinilacdo de BCCP é bem conservado e em geral é formado por um motivo MKM
(metionina-lisina-metionina), como em E. coli e M. tuberculosis. AbBCCP apresenta
um motivo MKV e ndo MKM, sendo a posi¢ao da segunda metionina ocupada por uma
valina (V). A substituicdo de M por V talvez explique a auséncia de biotinilacdo de
AbBCCP por EcBirA. E possivel ainda que a auséncia de biotinilacdo de AbBCCP seja
explicada pelo fato da BCCP, em geral, formar oligbmeros de alta massa molecular,
caracteristica ja descrita para ECBCCP. Em E. coli isso néo interfere na biotinilacéo,
porém pode apresentar alguma influéncia na eficiéncia da biotinilacdo de AbBCCP por
BirA. Como alternativa, foi testada a biotinilagdo in vivo, coexpressando BirA e

AbBCCP, porém também sem sucesso (dados ndo mostrados).

FIGURA 6: ANALISE DA BIOTINILACAO DE AbBCCP

AbBCCP EcBCCP

0 30 150 0 30 150

<+—BCCP

A biotinilgdo de AbBCCP foi avaliada por western blot. A membrana foi incubada com estreptavidina-
HPR (Sigma) e revelada com ECL, seguindo as recomendacdes do fabricante. No gel para
transferéncia foram adicionados 12 pg de cada proteina em trés diferentes tempos de incubagéo (0, 30
e 150 minutos). EcBCCP foi utilizada como controle. Na altura onde deveria aparecer AbBCCP néo se
observa nada, enquanto que em EcBCCP a biotinilacao foi bem sucedida.

Além de BCCP, nos ensaios de interagdo de Gerhardt (2015), foi identificada

uma outra acil-CoA-carboxilase, anotada como provavel acetil/propionil-CoA
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carboxilase (PCC). Frente as dificuldades encontradas na otimizacdo da biotinilagéo
de AbBCCP, optou-se por focar os esforcos na otimizacdo da biotinilacdo da
subunidade a da PCC de A. brasilense. Os genes para essa enzima foram clonados
em nosso laboratorio e as proteinas foram purificadas de forma eficiente.

As subunidades a e 3 da enzima PCC foram expressas a partir dos plasmideos
pET28a e pET29a, respectivamente. A primeira foi expressa com cauda 6xHis na
regido N-terminal, sendo utilizada a coluna HiTraP Chelating (GE Healthcare) para
sua purificacdo. Para B-PCC ja haviam sido feitos testes preliminares com diversas
colunas de troca ibnica, porém - PCC nao se ligou a nenhuma das matrizes testadas.
Portanto, optou-se pela copurificagcdo de p- PCC, utilizando a-PCC-his imobilizada.
Essa alternativa se mostrou eficiente, permitindo a purificagdo de p- PCC numa
proporcéo de 1:1 com a- PCC.

A proteina PCC obtida nessa primeira purificacdo foi testada em ensaios
enzimaticos (acoplados e radioativos) nos quais foi verificado que a enzima é
funcional, embora com baixa atividade, e que apresenta preferéncia pelo substrato
metilcrotonil-CoA (GERHARDT e HUERGO, comunicacao pessoal), sugerindo que a
anotacdo da enzima esta incorreta em A. brasilense sp245. Entretanto esses dados
ainda sao preliminares e precisam ser mais aprofundados. Devido a baixa atividade
observada, optamos por testar uma estratégia diferente na purificacdo para testar se
isso interferia na atividade da enzima. A enzima metilcrotonil-CoA carboxilase (MCC)
de Xanthomonas s6 apresenta atividade quando as subunidades a e B sé&o
coexpressas ou entdo seus extratos lisados juntos, devido a instabilidade da
subunidade a quando purificada sozinha (DIACOVICH, comunicagao pessoal). Uma
analise de BLAST indicou alta similaridade entre a proteinas PCC de A. brasilense
com MCC de Xanthomonas. Por essa razdo optamos por purificar as subunidades a
e B misturando os extratos proteicos antes da lise por sonicagao. Essa estratégia se

mostrou eficiente para a purificacdo de ambas subunidades. (FIGURA 7).

FIGURA 7: PERFIL ELETROFORETICO OBTIDO NA COPURIFICAGAO DAS SUBUNIDADES a E B
DE PCC
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MW FS NL L Imidazol

«—0-PCC
«—B-PCC

A eluicéo das proteinas ligadas a coluna HiTraP Chelating foi feita em gradiente de imidazol. As fragbes
obtidas foram analisadas em gel SDS-PAGE 15%. O gel foi corado com azul de Comassie. MW —
marcador de massa molecular, kDa; FS — Frac@o Soluvel; NL — N&o Ligado; L — Lavagem.

A eluicdo de aB-PCC se deu logo nas primeiras fracdes coletadas, em gradiente
de 10 a 15% de tampéao B (Tris HCI 50 mM pH 7,5, NaCl 100 mM e Imidazol 1 M).
Uma vez purificadas as proteinas foram quantificadas, com concentragéo obtida de 1
Hg/uL.

Para um primeiro ensaio de biotinilacdo de a-PCC foram utilizadas as proteinas
obtidas da co-purificacdo das subunidades a e B de PCC (FIGURA 08). A reacao de
biotinilag&o in vitro foi montada com 40 mM Tris HCI pH 8,0, 3 mM ATP, 5 mM MgClz,
500 pM de Biotina, 100 mM NaCl, 2 mM DTT e 1 uM de BirA, para uma reacgéo de 15
mL, por 3 horas a 25°C. A biotinilac&o foi verificada por western blotting (FIGURA 8).
Embora a biotinilacdo tenha ocorrido, verificamos que houve muita biotinilacéo

inespecifica tanto da subunidade B quanto dos contaminantes presentes na amostra.
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FIGURA 8: ANALISE DA BIOTINILAGAO DE a-PCC

NB B

«—0-PCC
«—B-PCC

A biotinilcao de a-PCC foi avaliada por western blot. A membrana foi incubada com estreptavidina-HPR
(Sigma) e revelada com ECL, seguindo as recomendacdes do fabricante. NB corresponde as fracdes
ndo biotiniladas, onde foram aplicadas 0,5 e 1 pg de AbPCC, linhas 1 e 2, respectivamente. Para as
fracBes biotiniladnas (B) foram aplicados no gel 0,25, 0,5, 1, 2 e 5 ug de AbPCC, linhas 3 a 7. A primeira
de cada linha do gel (indicada pela seta) corresponde a subunidade a-PCC.

Na FIGURA 8 podemos observar que nas fracées correspondentes ao ensaio
de biotinilacéo (linhas 3 a 7) EcBirA apresentou atividade de biotinilacédo inespecifica,
biotinilando ndo s6 a subunidade a-PCC mas também a subunidade 3-PCC (indicada
pela seta) e outras proteinas que estavam na reacao. EcBirA € uma ligase de biotina
que apresenta excepcional especifidade in vivo, uma vez que em E. coli realiza a
biotinilacdo de uma Unica proteina, a subunidade BCCP da acetil-CoA-carboxilase
(CHAPMAN-SMITH e CRONAN, 1999). Cronan e colaboradores (2004) testaram a
especificidade da BirA selvagem em comparacdo com mutantes da mesma proteina
de E. coli. O que eles observaram foi que os mutantes apresentam atividade protéica
promiscua, atribuindo essa caracteristica a condicdo de acilacdo quimica por bio-5-
AMP liberado a partir do sitio ativo mutante ou devido ao fato das cadeias laterais de
lisina das outras proteinas estarem ganhando acesso ao sitio ativo da BirA mutante,
uma vez que o residuo de lisina alvo das proteinas biotiniladas parece ser
extraordinariamente acessivel.

Devido a alta quantidade de proteinas biotiniladas inespecificamente, e uma
vez que a EcBirA por nos utilizada nos ensaios € do tipo selvagem, o que deveria fazer

com que a reacao fosse especifica como observado in vivo, houve a necessidade de



28

se estabelecer um protocolo para otimizar a biotinilagéo in vitro da subunidade a-PCC
pela BirA de E. coli. Inicialmente foram testadas diferentes concentracfes de proteina
BirA em reacdes de 200 pL (40 mM Tris HCI pH 8,0, 3 mM ATP, 5 mM MgCI2, 500 uM
de Biotina, 100 mM NaCl, 1 mM DTT) e 160 pg de holo-PCC (a + B). Para cada reacéo
foram adicionadas concentracdes diferentes de EcBIirA (1, 5, 25, 75, 150, 250, 500 e
1000 nM). Ao tubo controle, ndo foi adicionado EcBirA (FIGURA 9).

FIGURA 9: CURVA DE BIOTINILACAO COM DIFERENTES CONCENTRACAO DE PROTEINA BirA

1nM 5nM 25 nM 75 nM 150 nM

0.02 0.04 0.08 0.02 0.04 0.08 0.02 0.04 0.08 0.02 0.04 0.08 0.02 0.04 0.08 kgdePCC

«—a-PCC

250 nM 500 nM 1000 nM Controle

0.02 0.04 0.08 0.02 0.04 0.08 0.02 0.04 0.08 0.02 0.04 0.08 ug de PCC

«—a-PCC

A biotinilgdo de a-PCC foi avaliada por western blot. A membrana foi incubada com estreptavidina-HPR
(Sigma) e revelada com ECL seguindo as recomendacgdes do fabricante. Para cada reacdo com
diferentes concentracdes de EcBirA foram adicionados 160 ug de AbPCC. No gel para transferéncia
foram aplicados 0,02, 0,04 e 0,08 pug de AbPCC biotiniladas de cada uma das reagfes. Nas fracdes
correspondentes ao controle ndo foi adicionada EcBira.

E possivel observar um aumento na intensidade das bandas que correspondem
a subunidade a-PCC (FIGURA 9). No entanto, com o aumento da concentracdo de

EcBirA, observa-se também o aparecimento de bandas inespecificas,
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correspondentes a outras proteinas, indicando uma atividade pouco especifica de
EcBira quando em concentracdes maiores que 75 nM.

As reacOes utilizadas para o ensaio de biotinilagdo descrito acima foram
analisadas um ensaio de ligacdo a resina de avidina monomérica (MagSelect SA-
Sigma). Para esse teste 15 pL de resina foram equilibrados com tampéo Tris HCI 50
mM pH 8,0, NaCl 100 mM e glicerol 10%, seguido da adicdo de 50 pL de cada reacéo
de biotinilagdo. Apés incubacao por 15 minutos o sobrenadante foi descartado e a
resina lavada trés vezes com 200 uL de tampdao. Apds a ultima lavagem foi adicionado
tampéo de amostra para SDS-PAGE e a amostra foi fervida por 5 minutos. Todo o
conteudo dos tubos foi aplicado em gel SDS PAGE 10% (dados ndo mostrados).
Nessa analise a quantidade de proteina utilizada aparentemente saturou a resina, nao
tendo sido observada diferenga entre as condigdes.

Com base na andlise por western blot, optamos pela concentragdo de 25 nM
de BirA para os ensaios posteriores. Foram testados diferentes tempos de incubacéo
para verificarmos o tempo minimo necessario a biotinilagdo da subunidade a-PCC por
EcBirA. Para tanto foram montadas 8 rea¢cdes de 200 uL (40 mM Tris HCI pH 8,0, 3
mM ATP, 5 mM MgCI2, 500 uM de Biotina, 100 mM NaCl, 1 mM DTT e 25 nM de BirA)
e 160 pg de PCC. O controle (correspondente ao TO) foi congelado imediatamente
apos o preparo das reacfes e os demais tubos foram incubados a 25°C, sendo as
reacOes paradas em diferentes tempos (10, 30, 60, 90, 120, 150 e 180 minutos)
(FIGURA 10). Os dados obtidos indicam que apés 120 minutos a biotinilacdo maxima
de PCC j4 foi obtida e esse tempo foi escolhido para as demais reagbes de

biotinilacao.
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FIGURA 10: CURVA DE BIOTINILACAO COM DIFERENTES TEMPOS DE INCUBACAO

TO T10 T30 T60 T90

0.02 0.04 0.08 0.02 0.04 0.08 0.02 0.04 0.08 0.02 0.04 0.08 0.02 0.04 0.08 HgdePCC

«—0-PCC

T120 T150 T180

0.02 0.04 0.08 0.02 0.04 0.08 0.02 0.04 0.08 pg de PCC

<+—0a-PCC

A biotinilgao de a-PCC foi avaliada por western blot. A membrana foi incubada com estreptavidina-HPR
(Sigma) e revelada com ECL seguindo as recomendacdes do fabricante. Para cada tempo de
incubacao foram aplicados no gel para transferéncia 0,02, 0,04 e 0,08 de pug de AbPCC.

Uma vez determinada a melhor condicdo para biotinilagdo uma nova
purificacdo de PCC foi realizada (FIGURA 11), e toda a proteina obtida foi biotinilada
com 25 nM de BirA (proporcdo estabelecida apds otimizacdo do protocolo de
biotinilag&o), por 2 horas a 25°C. Além disso, para compararmos a biotinilacdo obtida
in vivo com a in vitro, a subunidade a foi co-expressa com EcBIirA e a biotinilagao

obtida foi comparada por western blot (FIGURA 12).
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FIGURA 11: PERFIL ELETROFORETICO OBTIDO NA COPURIFICACAO DAS SUBUNIDADES a E
B DE PCC

MW FS NL L //m

«—a-PCC
«—B-PCC

A

A eluigdo das proteinas ligadas a coluna HiTraP Chelating foi feita em gradiente de imidazol. As fracdes
obtidas foram analisadas em gel SDS-PAGE 15%. O gel foi corado com azul de Comassie. MW —
marcador de massa molecular FS — Fracao Soluvel; NL — N&o Ligado; L — Lavagem.

FIGURA 12: ANALISE DA BIOTINILAGAO DE a-PCC in vivo E in vitro

PCC-B PCC-C a-PCC+BirA

1 2 4 8 12 4 8 1 2 4 8 upgdePCC

<+«—a-PCC

Comparacédo entre a biotinilacdo obtida in vitro (PCC-B) com a in vivo (a-PCC+BirA) induzida com
arabinose. PCC-C corresponde as fracdes do controle ndo biotinilado. Para cada condi¢do foram
aplicados no gel 1, 2, 4 e 8 ug de PCC. A biotinilagdo de a-PCC foi avaliada por western blot. A
membrana foi incubada com estreptavidina-HPR (Sigma) e revelada com ECL seguindo as
recomendac6es do fabricante.

Os dados obtidos indicam que a biotinilacdo in vitro foi eficiente (quatro
primeiras linhas correspondentes a PCC-B, FIGURA 12), porém ndo foi possivel

comparar a biotinilagcdo da fracao biotinilada com o controle ndo biotinilado (quatro
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linhas correspondentes a PCC-C, FIGURA 12), pois as proteinas do controle
precipitaram, dificultando a homogeneizacdo, quantificacdo e a utilizacdo da
guantidade correta de proteina no ensaio. Ainda na FIGURA 12 podemos observar
gue o sinal correspondente a biotinilacdo in vivo da a-PCC (ultimas quatro linhas
correspondentes a a-PCC+BirA) é expressivo, e inclusive mais forte que o observado
na biotinilagéo in vitro, indicando que a co-expressdo da subunidade a-PCC de A.
brasilense e EcBirA se mostrou eficiente para a biotinilagdo de a-PCC in vivo na
presenca de arabinose. Isso foi observado também através da incubacgdo das
proteinas-PCC (biotinilada e ndo biotinilada) com estreptavidina soluvel, que devido a
alta afinidade por biotina, causa um retardamento na migracdo de proteinas
biotiniladas, servindo como um indicativo de biotinilacdo. Nesse ensaio, observamos
0 desaparecimento da banda equivalente a a-PCC (obtido apds biotinilacao in vitro)
guando incubada com estreptavidina (linhas 2 e 3, FIGURA 13), enquanto na fragao
controle a banda da a-PCC desapareceu apenas parcialmente (linhas 4 e 5, FIGURA
13). Essa técnica também foi utilizada para comparar as proteinas coexpressas com
BirA (linhas 6 e 7, FIGURA 13), indicando que a co-expressdo também foi eficiente
para a biotinilacdo de a-PCC.

FIGURA 13: PERFIL ELETROFORETICO DO ENSAIO DE LIGAGAO DE a-PCC A
ESTREPTAVIDINA SOLUVEL

MW 1 2 3 4 5 6 7

97
60 «—0-PCC
45 «— B-PCC
30

20

14

Eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE) 10%. MW — marcador de massa
molecular; 1 — esteptavidina; 2 — PCC; 3 — PCC + estreptavidina; 4 — PCC-C (controle n&o biotinilado);
5 — PCC-C + estrptavidina; 6 — PCC coexpressa com BirA e induzida com arabinose; 7 - PCC
coexpressa com BirA e induzida com arabinose + estreptavidina.
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5. CONCLUSOES

v

AbBCCP néo é biotinilada de forma eficiente in vitro nem in vivo pela BirA de
E. coli. Isso pode estar associado a ocorréncia de um motivo MKV e ndo MKM
no sitio de biotinilacio de AbBCCP. E possivel ainda que a auséncia da
biotinilacdo seja explicada pelo fato da BCCP formar oligdbmeros de alta massa
molecular, o que pode apresentar alguma influéncia na eficiéncia da
biotinilacdo de AbBCCP por EcBirA.

Para purificagdo da subunidade 3 da PCC de A. brasilense a alternativa de co-
purificacdo com a subunidade a-PCC-his imobilizada se mostrou eficiente,
permitindo a purificacdo de f—PCC numa propor¢édo de 1:1 com a-PCC.

O aumento da concentracdo de EcBirA no ensaio de biotinilagdo in vitro
promove o aumento da intensidade das bandas correspondentes a subunidade
a-PCC biotinilada, no entanto observa-se também o aparecimento de bandas
inespecificas, indicando uma atividade pouco especifica de EcBirA quando em
concentragbes maiores que 75 nM.

O protocolo para otimizacdo da biotinilagéo in vitro da subunidade a-PCC de A.
brasilense se mostrou eficiente, consistindo de 40 mM Tris HCI pH 8,0, 3 mM
ATP, 5 mM MgClz, 500 puM de Biotina, 100 mM NaCl, 1 mM DTT e 25 nM de
BirA, numa razao de 0,1 ug de BirA para 160 pg de holo-PCC.

O tempo de ideal de reacdo de biotinilacdo in vitro para a subunidade a-PCC
de A. brasilense foi determinado em 2 horas a 25°C.

A co-expressao da subunidade a-PCC de A. brasilense e EcBirA se mostrou

eficiente para a biotinilagdo de a-PCC in vivo na presenca de arabinose.
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