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Resumo

A celulose, principal componente da parede celular vegetal e o0 composto organico mais abundante da
biosfera, possui inimeras aplicagBes biotecnoldgicas. O microrganismo anaerébio Clostridium
thermocellum (C.thermocellum) tem sido alvo de grande interesse pela sua capacidade em degradar
eficientemente a celulose e outros componentes da parede celular vegetal, por meio de um complexo
multi-enzimatico altamente eficiente, denominado de celulossoma. A montagem deste complexo
ocorre atraveés de uma proteina multi-modular denominada CipA. Esta proteina estrutural possui
maodulos ndo cataliticos (coesinas tipo 1) que se ligam a médulos complementares (doquerinas tipo 1)
presentes nas enzimas celuloliticas modulares. A CipA possui ainda um mddulo doquerina de tipo Il
gue permite a ancoragem deste complexo multi-enzimatico a parede celular da bactéria. Na presente
dissertagdo foram utilizadas as metodologias de Cristalografia de Raios-X, para caracterizar a
interacdo coesina-doquerina a nivel atomico e molecular, e de Microarrays, com o intuito de estudar
as possiveis especifidades e afinidades dessas interacBes. Com base na primeira técnica foram
elucidadas as estruturas do moédulo coesina C4 da CipA em complexo com a doquerina da enzima
modular Xyn10B e do médulo coesina C9 isolado. As estruturas foram comparadas com o complexo
do modulo coesina C2-doquerina Xyn10B ja publicado. Esta analise encontra-se descrita no capitulo
3. Por dltimo, a técnica de Microarrays, associada a eletroforese em gel de poliacrilamida em
condicBes nativas, permitiu a caracterizacdo das diferencas de afinidade e especificidade entre os
varios pares coesina-doquerina dos celulossomas de C. thermocellum e de Rumminococcus
flavefaciens (R. flavefaciens). As especificidades e afinidades dos moédulos doquerina, dos

celulossomas mencionados anteriormente estdo descritas no capitulo 4.

Palavras-chaves: Celulossoma, Clostridium thermocellum, Rumminococcus flavefaciens, coesina,
doquerina, Cristalografia de Raios-X e Microarrays
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Abstract

Cellulose, the main component of the cell wall and the most abundant organic compound of the
biosphere, has numerous biotechnological applications. The anaerobic microorganism Clostridium
thermocellum (C. thermocellum) has been the subject of great interest for its ability to efficiently
degrade cellulose and other components of the plant cell wall, through a highly efficient multi-
enzimatic complex, called cellulosome. The assembly of this complex occurs through a multi-modular
protein called CipA. This structural protein has non-catalytic modules (cohesins type 1), which bind to
complementary modules (dockerins type 1) that are present in modular cellulolytic enzymes. CipA has
a type 11 dockerin module that allows the anchoring of this multi-enzymatic complex to the cell wall of
the bacteria. In this dissertation, X-ray Crystallography methods were used to characterize the cohesin-
dockerin interaction at atomic and molecular levels. In addition, the Microarray technology was
implemented to study the possible specificities and affinities of these interactions. This work describes
the 3D structure solution of the C4 cohesin module from CipA in complex with the dockerin Xyn10B,
and of the isolated C9 cohesin module. A structural comparison with the already known and published
cohesin-dockerin complex C2-Xyn10B is described in chapter 3. Finally, the Microarray technology
was implemented in association with polyacrylamide gel electrophoresis in native conditions, to
evaluate the affinity and specificity differences, between the various cohesin-dockerin pairs of the
cellulosomes of C. thermocellum and Rumminococcus flavefaciens (R. flavefaciens). The specificities

and affinities of the dockerin modules are described in chapter 4.

Keywords: Cellulosome, Clostridium thermocellum, Rumminococcus flavefaciens, cohesin dockerin,
X-Ray crystallography and Microarrays
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Coh-Doc. As concentracdes de imidazol utilizadas para elui¢do das respetivas fragdes estdo apresentadas no topo
da figura; A BSA ¢ apresentada como referéncia de COrrida. ........ccoooveriiiiiiisiecie e e 36

Figura 3.5 - Resultados da purificacdo dos complexos Coh-Doc por IMAC: Cromatograma e analise
eletroforética em condi¢des desnaturantes das fragcdes recolhidas. A - Resultados obtidos para a purificagdo do
complexo C1X10B; B - Resultados obtidos para a purificacdo do complexo C4X10B; C - Resultados obtidos
para a purificacdo do complexo C9X10B; VM corresponde ao volume morto; M corresponde ao marcador de
pesos moleculares da NZYTech. Os circulos azuis mostram as fracGes escolhidas para posterior protocolo de
PUITTICAGAD. ...ttt bbbkt h b h bRkt b s bbbt b s e bt bbbt b et bbbt et 38

Figura 3.6 -Resultados da purificacdo dos complexos Coh-Doc por cromatografia de exclusdo molecular:
Cromatograma e analise eletroforética em condic¢Bes desnaturantes e ndo desnaturantes das fragdes recolhidas. A
- Resultados obtidos para a purificagdo do complexo C1X10B; B - Resultados obtidos para a purificacdo do
complexo C4X10B; M corresponde ao marcador de pesos moleculares da NZYTech. BSA ¢ apresentada como
referéncia de corrida.Os circulos azuis mostram as fragGes escolhidas para posterior protocolo de purificacéo.. 39

Figura 3.7 - Resultados da purificacdo dos complexos Coh-Doc por cromatografia de permuta idnica:
Cromatograma e andlise eletroforética em condi¢fes desnaturantes e nativas das fracbes recolhidas. A -
Resultados obtidos para a purificacdo do complexo C4X10B; B - Resultados obtidos para a purificacdo do
complexo C9X10B; M corresponde ao marcador de pesos moleculares da NZYTech. BSA é apresentada como
referéncia de corrida. Os circulos azuis mostram as fracGes escolhidas para posteriores ensaios de cristalizag&o.

Figura 3.8 - Resultados obtidos para os ensaios de cristalizacdo do complexo C1X10B utilizando o screen de
801.0 agente precipitante utilizado para a cristalizacgdo bem como os tamanhos dos cristais obtidos
compreendidos entre 0s 0.1 € 0.4 mm estdo apresentados Na fIQUIA. ......cceeovviiiiieiicie e 42

Figura 3.9 -Resultados obtidos para os ensaios de cristalizacdo do complexo C4X10B utilizando o screen de
80!, a 20°C. O agente precipitante utilizado para a cristalizacdo, os tamanhos dos cristais (compreendidos entre
0,1 e 0,2 mm) e as concentragdes em que foram obtidos encontram-se apresentados na figura. [1] — Concentracao
de 19,49 mg/mL; [2] — Concentragao de 9,75 MO/ML ......cooiiiirieiiiereee e 43

Figura 3.10 - Resultados obtidos para as primeiras duas semanas de observacdo da otimizagdo realizada a 20°C,
para a condicdo A6. As propor¢Bes de proteina:precipitante, as percentagens de agente precipitante e 0s
tamanhos dos cristais (compreendidos entre 0,4 e 0,5 mm) estdo esquematizados na figura. ..........ccoccceeverenene 44

Figura 3.11 - Resultados obtidos para os ensaios de cristalizacdo do complexo C4X10B utilizando o screen de
80!, a 20°C. As percentagens de agente precipitante e os tamanhos dos cristais, 0,4 mm, estdo esquematizados na
figura. [1] — Concentracdo de 19,49 mg/mL; [2] — Concentragdo de 9,75 Mm@/ML. .....cccooviiiiiiiiiiieic e 44
Figura 3.12 - Resultado obtido para a primeira semana de observacdo da nova otimizacdo da condicdo A6, a
20°C. A percentagem de agente precipitante e o tamanho dos cristais (0,4 mm) estdo esquematizadas. A
concentragdo de proteina utilizada tem 0 valor de 9,75 MQ/ML. .....cccooiiiiiieiicrescc e 45

Figura 3.13 - Padrédo de difraccdo do cristal do complexo CAXL0B. .......ccccveveiverererisnseeiereese e se e 45
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Figura 3.14 - A - Representacdo das duas moléculas de C4X10B presentes na unidade assimétrica. B -
Representagdo da estrutura tridimensional do modulo Xyn10B. Este apresenta um enrolamento em trés hélices a
(Serl7B-Val27B; Asp35B-AladlB; Ala51B-Leu61B). As imagens criadas foram conseguidas através da
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Figura 3.15 - Superficie de potencial eletroestatico do mddulo coesina C4 do complexo C4X10B. O mddulo
Xyn10B esta representado pela sua cadeia PrinCipal. ........ccccciiviiiieeiieiere i 49

Figura 3.16 - Resultados obtidos para os ensaios de cristalizacdo da coesina C9 utilizando o screen de 80!, a
20°C. O agente precipitante utilizado para a cristalizagdo e os tamanhos dos cristais, compreendidos entre 0,1 e
0,4 MM, NCONTIAM-=SE NA TIGUIA. ...c.eiteiieiiiteiee bbbt b bbbttt ebns 50

Figura 3.17 - Resultados obtidos para 0s ensaios de cristalizacdo utilizando o screen de 80!, a 4°C. O agente
precipitante utilizado para a cristalizacdo e os tamanhos dos cristais (0,4 mm) encontram-se na figura. ............. 50

Figura 3.18 - Resultados obtidos para a otimizacdo das condi¢cbes E4 e F4 realizadas manualmente, para a
temperatura de 20°C. As proporcBes de proteina:precipitante e as percentagens de agente precipitante estéo
esquematizadas na figura. Os tamanhos dos cristais estdo compreendidos entre os 0,1 e 0,4 mm. A concentragéo
de proteina utilizada tem 0 valor de 11,14MQ0/ML.......ccciiiioiiiieie e st sreere e 51

Figura 3.19-Padréo de difracdo do cristal do mOdulo CO...........ccoviiiiiiiice e 52

Figura 3.20 - Representacdo das duas moléculas de C9 presentes na unidade assimétrica; B - Representacdo da
estrutura tridimensional do moédulo C9; C - Superficie de potencial electroestatico do mddulo coesina C9. As
imagens foram conseguidas através da utilizacdo do programa Chimera. .........cccverrineniineneiseeseeee 54

Figura 3.21 - Alinhamento multiplo das sequéncias dos moédulos coesina C2, C4 e C9 pela ferramenta
bioinformatica MUSCLE, e respetiva arvore filogen8tiCa .........c.ccciveveiiiiii it 55

Figura 3.22 - A- Sobreposigdo das estruturas C2-Xyn10B (Laranja), C4X10B (Azul) e C9 (verde); B-Superficie
de potencial electroestatico dos médulos coesina C2, C4 e C9. Nas figuras representantes dos complexos C2-
Xyn10B e C4X10B, o modulo Xyn10B esta representado pela sua cadeia principal. .........ccococveiiiininiincinnne 56

Figura 4.1 - Constructos utilizados para expressdo dos médulos coesina-doquerina. Os termos Doc e Coh
correspondem aos médulos doquerina e coesina, respetivamente. As coesinas apresentam no seu N-terminal um
mdédulo TEV e uma His-tag. As doquerinas possuem um modulo TRX e uma His-tag no seu N-terminal. ........ 61

Figura 4.2- Respresentacdo esquematica da visualizagdo do sinal de fluorescéncia emitido por um bloco ap6s
IMPreSSA0 € APOS O BNSAID. ...viiviiveetierieitiiteitesteseettete st e testesbesteaseesse s e stesteatesteessessessesbesbeateaseessessenseseestestesaeeseeseenes 64

Figura 4.3 - Representacdo esquematica dos principais passos de um ensaio de microarrays de proteinas......... 65

Figura 4.4 - Representacdo esquematica da construcdo da grelha para cada digitalizacdo do slide, através do
programa GenePixX Pro da MOIECUIAr DEVICES. .......cviuiriiiiiirieiisie ettt ettt sttt 66

Figura 4.5 - Esquema do template de ensaio de ligacdo e de competicdo. Doc: doquerina; Cohl:coesina 1; Coh2:
coesina 2; BSA: albuming SEriCa DOVING. ......cc.oiviireiieie ettt e e e e sresreeneens 67

Figura 4.6 - Resultados da analise eletroforética em condi¢Ges desnaturantes, apds dessalinizagdo, dos 30
maédulos coesina expressos e purificados. M corresponde ao marcador de pesos moleculares da NZYTech....... 69

Figura 4.7 - Resultados da analise eletroforética, em condi¢des nativas, apos protocolo de dessalinizagdo dos 30
maédulos coesina expressos. A BSA é apresentada como referéncia de COorrida. .......coovvvveriervrieneiisieneieseseneenen, 69

Figura 4.8 - Esquema da otimizacdo dos protocolos de expressdo, purificacdo e de dessalinizacdo das 46
doquerinas em estudo. A figura descreve para cada volume de expressao utilizado, os varios protocolos testados,
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1. Introducéo
1.1. Parede Celular Vegetal

No reino vegetal, a parede celular tem uma variedade de funcBes. Além de funcionar como
exoesqueleto protegendo e conferindo resisténcia as células vegetais, € também flexivel o suficiente
para resistir ao rompimento celular e permeével para permitir o transporte intercelular. As células
vegetais possuem dois tipos de parede celular com diferente funcdo e composicdo, a parede celular

priméria e a secundéria (Figura 1.1).

A parede celular primaria proporciona resisténcia mecanica e elasticidade celular, sendo constituida
por microfibrilas de celulose cristalina que, por sua vez, se encontram numa matriz formada de
polissacaridos ndo celuldsicos, tais como, hemiceluloses, pectinas e glicoproteinas. [ A parede celular
primaria controla o crescimento da célula e forma a base estrutural da planta.ll. Ap6s o crescimento
celular a parede torna-se mais espessa pois forma-se, internamente a parede primaria, uma segunda
parede celular, a chamada parede celular secundaria. Estruturalmente, esta rodeia o citoplasma e é
composta por trés camadas distintas (S1, S2 e S3). As camadas exterior, S1, e interior, S3, sdo
constituidas por microfibrilas de celulose orientadas transversalmente, enquanto que a camada S2,
camada intermédia, possui as mesmas microfibrilas de celulose orientadas longitudinalmente. Esta
diferente orientacdo endurece as paredes celulares, prevenindo a degradacdo bioquimica e os danos
fisicos de que podem ser alvo.B! Além da celulose, componente principal das paredes vegetais [, pode
ainda ser encontrado na parede secundaria, hemicelulose e lenhina. A parede celular vegetal representa

assim a mais abundante fonte terrestre de carbono I

Parede celular secundaria

Parede celular primaria

Lamela mediana

Figura 1.1- Esquema representativo da parede celular vegetal. Adaptado do Bioenergy Science Center
(http://bioenergy.ccrc.uga.edu/)

1.1.1. Celulose
A celulose é o composto organico mais abundante na biosfera ! e o principal componente das
plantas. E constituida por cerca de 7000 a 15000 unidades de D-glucose, unidas entre si por ligacdes
glicosidicas B-1,4. 'l E de ter em conta que cada molécula de glucose sofre uma rotacdo de 180° em
relacdo a sua unidade vizinha, podendo-se também afirmar que a celulose é composta por unidades de

celobiose (Figura 1.2).1 Na parede celular, quer primaria, quer secundaria, as microfibrilas de
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celulose sdo compostas por moléculas de celulose alinhadas paralelamente, orientacdo esta que é
garantida por pontes de hidrogénio e interacBes de van der Waals. Como referido anteriormente, esta
disposicdo confere uma alta resisténcia da parede celular vegetal ao ataque enzimatico.[! A associacdo
de microfibrilas de celulose da origem as macrofibrilas, que ao se agruparem formam as fibras de
celulose, onde podemos encontrar moléculas de celulose numa forma cristalina, paracristalina ou
amorfa. As regi0es cristalinas sdo as que conferem uma forte coeséo e estabilidade, tornando as fibras

de celulose impermeéveis a 4gua e mais resistentes a degradacdo quimica e bioldgica.l!

Fibras de celulose

Macrofibrilas

Microfibrilas

4 ) 4 1
o o, o O ° on o HO o
o e o CH,
o o Ay ol "o O A
Celobiose Glucose

Figura 1.2 - Estrutura da celulose. Adaptado de Béguin et Lemaire, 1996.

1.1.2. Degradacdo enzimética da parede celular vegetal

Tal como referido na seccdo anterior, a celulose é o principal componente das plantas,
proporcionando forma e resisténcia a parede celular. A complexidade fisica da parede leva a que a sua
acessibilidade por parte de enzimas seja reduzida, tornando assim a sua degrada¢do num processo
complexo. Na natureza, existe uma grande diversidade de microrganismos que permitem a degradacao
dos polissacaridos vegetais. Estes microrganismos tém a particularidade de serem capazes de produzir
enzimas com homologia entre si, que vao converter os componentes da parede celular nos seus

constituintes mais simples, os aglcares, utilizando estratégias distintas.!*%!

De entre estes microrganismos, encontramos 0s microrganismos aerébios: bactérias dos géneros
Bacillus, Micromonospora, Cellvibrio e Pseudomonas !, e fungos dos géneros Trichoderma e
Aspergillus ©Ii2l; mas também organismos anaerdbios, tais como, as bactérias dos géneros Clostridium
(31 Ruminococcus 4, Thermotoga ™% e os fungos dos géneros Neocallimastix 61 e Piromyces [,
Enquanto que 0s microrganismos anaerobios possuem sistemas integrados, 0s microrganismos

aerébios possuem, por sua vez, sistemas ndo integrados.l*®! Em género de exemplo, os organismos



aerdbios secretam enzimas para 0 meio extracelular que vao atuar individualmente na degradagdo da
parede celular, enquanto que organismos anaerébios utilizam complexos multi-enzimaticos altamente

eficientes para esse feito.

Nos altimos anos, o microrganismo anaerébio Clostridium thermocellum (C.thermocellum),
envolvido na degradacéo da parede celular vegetal, tem sido alvo de grande interesse pois possui um
complexo modular multi-enzimatico com alta capacidade em degradar eficientemente a celulose e
outros componentes da parede celular vegetal.l’¥1 A escassez de combustiveis fésseis tem
impulsionado o estudo de outras alternativas, tais como a producdo de biocombustiveis. Esta procura
deve ter em conta trés aspetos, a fim de ser considerado como viavel. Deve ter o potencial para
satisfazer parte das necessidades energéticas mundiais, deve ser capaz de reduzir o impacto ambiental
da escassez dos combustiveis fosseis, devendo, por Gltimo, possuir um custo competitivo.??! Uma
dessas alternativas tem passado pela utilizagdo da celulose na produgdo de biocombustiveis e de
compostos quimicos de alto-valor em processos de Consolidated BioProcessing (CBP). Nestes
processos, a biomassa linhocelulésica € processada diretamente em produtos como o etanol. Os CBP
S80 processos econdmicos e vidveis que combinam a produgdo enzimatica, a hidrolise e os passos de

fermentacdo apenas numa etapa, diminuindo assim os custos de producao.

1.2. Descric¢éo do microrganismo Clostridium thermocellum

O Clostridium thermocellum é um organismo anaer6bio,  celulossomas
/\ \, -

gram-positivo e termofilo com um crescimento 6timo a 55°C,

capaz de degradar a celulose com elevada eficiéncia.’¥ Em

termos morfolégicos, tem a forma de bastonete, possuindo na
sua superficie um complexo modular multi-enzimatico. Este

complexo de tamanho megaDalton € chamado de

g
oy /S

celulossoma e a sua organizacdo modular ocorre apds o
reconhecimento de substratos como a celulose. A presenca Figura 1.3 — Superficie do C.thermocellum.
destes celulossomas na superficie pode ser visualizada por Adaptado de Bayer e Lamed, 1986.
microscopia eletronica (Figura 1.3.).

Em comparagdo com outros organismos anaerobios, o C.thermocellum apresenta uma das maiores
taxas de utilizacdo de celulose, sendo que, por exemplo, a eficiéncia do seu celulossoma é 50 vezes

mais elevada do que o sistema do organismo Trichoderma.?!

1.3. Celulossoma do Clostridium thermocellum: Arquitetura e Fungéo

Os celulossomas sdo complexos multi-enzimaticos com peso molecular superior a 2x10° Da 2 e
de alta eficiéncia, que estdo localizados em pequenas protuberéncias da superficie celular do
C.thermocellum, tendo sido observados pela primeira vez em 1986, por Bayer e Lamed.?®! Ligados a

superficie da bactéria, possuem flexibilidade suficiente para se ligarem a celulose da parede celular



vegetal. Isto é, apds a ligacdo da celulose aos celulossomas, estes organelos sofrem uma alteracdo
conformacional formando fibras alongadas entre o substrato e a superficie da célula bacteriana (Figura
1.4.).[24

Parede celular C.thermocellum

Celulose

—
100nm

Celulose

Figura 1.4 — Estrutura da superficie celular do C. thermocellum e visualizagdo da mesma por microscopia
eletrénica — Microscopia de transmissédo eletrnica (TEM). Adaptado de Sholman et al., 1999.

O principal componente do celulossoma do C. thermocellum é denominado de Cellulosome
Integrating Protein (CipA) ou Scafolding protein e possui uma elevada massa molecular (200 kDa). E
responsavel pela ligacdo do celulossoma a celulose, tal como pela ancoragem do mesmo a parede
bacteriana, através de um modulo ndo catalitico chamado doquerina tipo 1l. De um modo geral, a
CipA garante a organizagdo celulossomal.l?%1261 Além da doquerina tipo Il, tem na sua composicéo
outros nove modulos ndo-cataliticos, chamados coesinas tipo | e um modulo de ligacdo a hidratos de
carbono (CBM3a) - Figura 1.5. A ligacdo das enzimas necessarias a degradacdo da celulose,
dependentes de Ca?*, a CipA é realizada por intermédio de proteinas modulares das quais fazem parte
os modulos nédo-cataliticos designados doquerinas tipo 1.2l A interacdo entre os mddulos coesina-

doquerina potencia a estabilidade e a organizacéo do celulossoma.!
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C C C g Doquerina tipo |
Doquerina tipo Il Coesina tipo |
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Celulose
‘— Coesina

Cell Enzima .
Doquerina
“ Complexo coesina-doquerina tipo | 1 CBM
CEE{) Complexo coesina-doquerina tipo Il Enzima

Figura 1.5 — Representacdo esquematica da interacdo do celulossoma do C.thermocellum com a
celulose, e da interag8o celulossoma-parede bacteriana. Adaptado de Fontes e Gilbert, 2010.



1.3.1. Proteinas do celulossoma do Clostridium thermocellum
1.3.1.1. Cellulosome Integrating Protein (CipA) e proteinas de ancoragem

A CipA do C.thermocellum faz a ancoragem do celulossoma a parede celular deste organismo
através da interacdo coesina-doquerina do tipo Il. O moédulo doquerina tipo Il da CipA interage com o
maodulo coesina tipo Il presente na proteina de ancoragem, promovendo a ligagdo do celulossoma a
superficie bacteriana. Até a data sdo conhecidos quatro tipos de proteinas de ancoragem com coesinas
do tipo Il. Cada um destes tipos de proteinas de ancoragem difere no nimero destes médulos (1, 2 e 7)
pelas quais sdo compostas. Com um mddulo temos a proteina SdbA (Scaffoldin dockerin binding
protein A), com dois mddulos temos a Orf2p (Open reading frame 2 protein), com sete modulos temos
a OlpB (Outer layer protein B) e a proteina de ancoragem Cthe 0736.181 Esta Gltima proteina de
ancoragem parece permitir a formacdo de um complexo livre, sem a ligagdo a parede bacteriana. E
ainda importante mencionar que cada uma destas coesinas tipo Il promove a ligagdo de uma molécula
CipA e que este complexo livre pode acomodar até a um nimero total de sete destas moléculas
(CipA).

Estdo também identificadas outras duas proteinas de ancoragem, OIpA (Outer layer protein A) e
OlpC (Outer layer protein C), que possuem em vez de modulos coesina tipo Il médulos coesina tipo |,
permitindo a ligacdo direta das proteinas modulares a superficie bacteriana através da interagdo

coesina-doquerina do tipo 1.[281128]

1.3.1.2. Interagéo coesina-doquerina

Os nove mddulos coesina presentes na CipA, classificadas como coesinas tipo | de 1 a 9, possuem
cerca de 140 residuos de aminoacidos. Na Figura 1.6. estdo apresentadas as percentagens de
identidade, baseadas na homologia das sequéncias, entre os nove modulos da scafolding protein. Esta
classificacdo permite demonstrar que os modulos coesina 3 a 8 sdo aqueles que possuem maior
identidade (superior a 94%) e que os modulos coesina 1, 2 e 9 sdo aqueles que possuem menor
identidade com todos os outros, acreditando que a disposi¢do dos varios médulos ao longo da CipA
poderd influenciar a estrutura dos mesmos e estar relacionado com a diferenca de afinidade que

apresentam a certas doquerinas.

€1 Cc2 € ¢ ¢ € Cc7 €8 C9
100 68 63 63 63 62 63 62 62 | Cl
c2
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Figura 1.6— Representacdo esquematica da percentagem de identidade entre as coesinas tipo | da CipA, do
C.thermocellum. Adaptado Fontes e Gilbert, 2010.



Estes modulos coesina interagem com outros mddulos ndo-cataliticos denominados de mddulos
doquerina tipo I. Os médulos doquerinas tipo | sdo compostos por cerca de 60 a 70 aminoacidost®!
sendo que parte da sequéncia tem uma estrutura semelhante a denominada de EF-hand, na qual os
residuos de &cido aspartico (Asp) e asparagina (Asn) se encontram conservados, sendo responsaveis
pela coordenacdo do ido Ca?*. Este ido promove o aumento da atividade do celulossoma na degradacédo
dos componentes da parede celular.?®! Sdo conhecidos cerca de 70 médulos doquerina pertencentes ao

celulossoma do C. thermocellum.%

A interacdo coesina-doquerina, quer do tipo I, quer do tipo Il, é crucial para a montagem e
organizagdo do celulossoma e consequentemente, para a conversdo de biomassa em agucares simples.
Esta interacdo coesina-doquerina pode dizer-se especifica pois, coesinas do tipo I ou tipo Il apenas
reconhecem doquerinas do mesmo tipo, e vice-versa, sendo que esta interacdo s6 acontece entre
coesinas e doquerinas da mesma especie. A elucidagdo das estruturas tridimensionais para 0s varios
complexos coesina-doguerina do tipo I, da CipA, tem permitido avaliar o0 mecanismo de montagem do
celulossoma. Até a data, a Cristalografia de Raios-X conduziu & determinagdo de algumas estruturas
deste celulossoma. Sdo dois exemplos o complexo C2-Xynl10B — complexo Coh-Doc tipo | - e 0

modulo coesina do tipo Il associada a proteina de ancoragem SdbA (Figura 1.7.). B

Figura 1.7— A - Representagdo esquematica a nivel atdmico das estruturas determinadas por Cristalografia de
Raios-x. Adaptado de Fontes e Gilbert, 2010. B - Estrutura obtida por Cristalografia de Raios-X do complexo
C2-Xyn10B e representacdo da conformacdo em EF-hand presente na doquerina.

A estrutura do complexo C2-Xyn10B, exemplo de uma estrutura de um complexo Coh-Doc do tipo
| e de grande interesse para este trabalho, permitiu determinar quais as interacfes entre 0 modulo
coesina C2 da CipA e o mddulo doquerina Xyn10B, tal como avaliar a disposic¢do estrutural dos dois
maddulos. O mddulo C2 esta organizado numa estrutura em barril f composta por nove cadeias f3
organizadas em jellyroll e de uma hélice o entre as folhas f4 e 5. J& 0 modulo doquerina Xyn10B

possui 2 atomos de Ca?*, coordenados pelos residuos pertencentes a estrutura EF-hand, bem como 3



hélices a. Foi também determinado que a interacdo coesina-doquerina € realizada por meio de pontes
de hidrogénio entre 0 modulo coesina e uma das hélices o do médulo doquerina Xyn10B. Estudos de
mutagénese permitiram determinar que a interacdo do mddulo coesina Xyn10B é feita através de uma
das duas superficies de ligagdo — hélices o 1 e 3, nas quais encontramos os residuos Ser11-Thrl2 e
Ser45-Thr46, respetivamente. O fato da interagdo Coh-Doc poder ser feita por uma destas duas hélices
faz com que o mddulo Xyn10B possa ter duas orientacdes equivalentes. 2

Esta primeira elucidacdo sobre as interacfes entre os modulos coesina-doguerina da CipA, por
Cristalografia de Raios-X, permitiu iniciar a caracterizacdo dos complexos Coh-Doc do tipo I, a nivel
atomico. A combinacdo de outras metodologias como 0s microarrays de proteinas podera permitir a

caracterizacédo das diferentes forcas de ligagdo e especificidades existente entre coesinas e doquerinas.

1.3.1.3. Mddulos de ligacéo a hidratos de carbono

Tal como referido na seccdo 1.3., a ligacdo das enzimas necessarias a degradacdo da celulose a
CipA é realizada por intermédio de modulos chamados doquerinas tipo |. Porém, além destes
modulos, as enzimas que atuam na degradacéo dos componentes da parede celular vegetal, possuem os
chamados CBMs — moédulos de ligacdo a hidratos de carbono. Por definicdo, um CBM é uma
sequéncia continua de 30 a 200 amino&cidos que esta associada a uma enzima que tem por funcao
degradar hidratos de carbono. Estes CBMs reconhecem o substrato a degradar, permitindo a sua

ligacdo a enzima.l

Até a data estdo identificadas 71 familias de CBM, que podem ser consultadas na base de dados

CAZy (www.cazy.org/carbohydrates-binding-modules.html, Gltimo acesso a 24 de Agosto de 2015).

A nomenclatura adotada para a referéncia de uma familia de CBM permite que seja incluida a funcao
e especificidade da mesma. Temos como exemplo o CBM3a, encontrado na CipA (Figura 1.5.). B4 Por
definicdo este mddulo de ligacdo a hidratos de carbono pertence a familia 3a. O nimero 3 é referente a
familia 3 de entre as 71 conhecidas e informa-nos que tem como fungao o reconhecimento da celulose.
Por outro lado, a letra “a” que segue o numero 3 permite dizer-nos gque estamos perante um CBM que
interage com polissacaridos cristalinos insollveis, caso da celulose. De uma forma geral, os CBMs
podem agrupar-se em 3 grupos (&, b ou c), consoante a sua mecanica de interacdo com polissacaridos-
alvo. Os grupos b e c¢ classificam os CBMs por se ligarem a cadeias individuais de polissacéridos

solliveis ou insolGveis, e por se ligarem a pequenos aclcares, respetivamente. !

1.3. Cristalografia de Raios-X

A resolugdo da estrutura tridimensional de uma proteina, através da Cristalografia de Raios-X,
revela-se essencial na obtencdo de informacgOes estruturais, a nivel atbmico, e na compreensdo da sua
funcdo bioldgica. Os avancos cientificos tém, no entanto, sugerido outras metodologias que também o
permitem, tais como a Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e a Microscopia Eletrénica a

Temperatura Criogénica (Crio-EM). Muitas vezes de uma forma complementar e integrada, as trés


http://www.cazy.org/carbohydrates-binding-modules.html

técnicas tém contribuido para o nimero total de estruturas depositadas na base de dados Protein Data
Bank (PDB). Até 25 de Agosto de 2015, das 111 385 estruturas depositadas no PDB, 99 220 foram
resolvidas por Cristalografia de Raios-X, originando uma percentagem de 89,1% das estruturas totais
determinadas, mostrando que €, a metodologia de Cristalografia de Raios-X a mais aplicada
(http://www.ebi.ac.uk/pdbe/)

A aplicacdo desta metodologia a moléculas bioldgicas comecou com a resolucdo das estruturas
tridimensionais do colesterol (1937), da vitamina B12 (1945) e da penicilina (1954), por Dorothy
Hodgkin. A determinacdo destas importantes estruturas valeram-lhe o Prémio Nobel da Quimica, em
1964.B51 Em 1958, foram John Kendrew e Max Perutz, que contribuiram para a resolucdo da estrutura
da primeira proteina, a mioglobina de cachalote.*®! Ja nos ultimos anos, o desenvolvimento e
aperfeicoamento dos programas empregues, desde a recolha de dados de difracdo até a validacéo de
uma estrutura tridimensional, permitiu o aumento da utilizacdo desta metodologia e,

consequentemente, o0 aumento do nimero de estruturas depositadas do PDB.

A determinacdo da estrutura tridimensional de uma proteina, por Cristalografia de Raios-X,
envolve vérias etapas (Figura 1.8): 1) expressdo e purificacdo da proteina alvo; 2) cristalizacdo; 3)
experiéncia de difracdo de raios-X e resolucdo da estrutura tridimensional; 4) refinamento e validacéo
da estrutura. Algumas destas etapas serdo abordadas em detalhe ao longo das proximas secgdes da
introducao.

Expressdo e purificagdo da
proteina alvo

Cristalizacdo da proteina alvo Experiéncia de difragdo de raios-X

= | il T

( )
Refinamento e validacdo da Resolucdo da estrutura
estrutura tridimensional da proteina alvo
-~ o
G € o)
W ™ i W N
o~ 7\\\\'\\“3 p \» /> \\\{u

.
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@ > (T
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p A e, Protein Data
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Figura 1.8- Representacdo esquematica das principais etapas para a obtencdo de uma estrutura tridimensional
por cristalografia de Raios-X.
1.3.1. A radiacdo de Raios-X
Em 1985, o fisico alemdo Wilhelm Conrad Rontgen fez a descoberta dos raios-X, sendo assim
denominados pois a sua natureza era desconhecida. Atualmente esta radiacdo é caracterizada como

sendo radiacdo eletromagnética, tal como a luz visivel, mas de comprimento de onda entre 0s 0,1 e 0s
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100 A (Figura 1.9), encontrando-se no espectro eletromagnético entre os raios ultravioletas e os raios
gama. Esta é também a zona em que o comprimento de onda da radiacdo se assemelha aos
comprimentos de ligacdo entre os 4&tomos, 0 que torna os raios-X adequados para a caracterizacdo

estrutural ao nivel atdmico.

Visible light
Radio waves Microwaves Infrared Ultraviolet X-rays Gamma rays
10° 10 10 10° 10 107 10° 10" 10" 10
B e W | s o WY | MY P |
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Figura 1.9 - Espectro eletromagnético. Os raios-X encontram-se entre os 0,1 e 100A (1A=10-10 m).
(http://www.esrf.eu/about/synchrotron-science/synchrotron-light)

Para fins cientificos, os raios-X podem ser produzidos por trés fontes distintas: o tubo de
Coolidge (também conhecido como ampola de raios-X), o anodo rotativo e as infraestruturas de
sincrotrdo (Figura 1.10). Os dois primeiros baseiam-se num principio de funcionamento muito
semelhante, sendo o segundo uma versdao melhorada do primeiro. Este baseia-se no bombardeamento
de um metal (cobre, no caso especifico da cristalografia de proteinas) "1 com eletrdes, produzidos por
um filamento aquecido, normalmente de tungsténio ou molibdénio, e acelerados por um campo
elétrico. Os eletrbes acelerados removem eletrdes do metal de um dos niveis energéticos internos,
produzindo-se radiacdo X quando outros eletrdes transitam de uma orbital externa para uma orbital
interna livre. Os raios-X sdo emitidos em todas as diregdes possuindo os comprimentos de onda
correspondentes as diferentes transicdes entre orbitais. A aplicacdo de um monocromador permite a
selecdo de um comprimento de onda de interesse. No caso das infraestruturas de radiagcdo de
sincrotrdo, os eletrbes sdo acelerados até atingirem altas velocidades e injetados num grande anel.
Neste movimento circular induzido por magnetos poderosos, os eletrdes perdem energia sob a forma
de radiacdo X. Estes raios-X sdo depois direcionados por sistemas de espelhos e monocromadores,

originando feixes de raios-X monocromaticos, com diferentes comprimentos de onda e de alta energia.

[38]
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Ifigura 1.10 - Representacdo esquematica de 3 fontes de raios-X distintas: A — Tubo de Coolidge; B —
Anodo rotativo; C — Sincrotrdo. Adaptado de http://www.esrf.eu/ e Rhodes, 2006.

1.3.2. Cristalizagéo de proteinas

Um cristal de proteina é caracterizado por ser um sélido composto de atomos dispostos num padrao
periédico em trés dimensdes. A célula unitaria é o elemento mais simples e mais pequeno, gque, por
operagOes de translagdo, constitui a totalidade do cristal. Cada célula unitaria é definida por seis
parametros, sendo conhecidos como as “constantes da célula”: 3 vectores a, b e c e 3 angulos o, p ¢y

(Figura 1.11). Diferentes combinac@es destes parametros originam os chamados sistemas cristalinos.

Associado ao termo “célula unitaria” encontra-se o termo ‘“‘unidade assimétrica”. A unidade
assimétrica define-se como a unidade volumétrica mais pequena que contém toda a informagéo
estrutural. A célula unitaria pode conter uma ou mais unidades assimétricas, que se relacionam entre si

por operacdes de simetria.

A rede cristalina ¢ mantida por ligagdes ndo covalentes, nomeadamente pontes de hidrogénio,
estabelecidas entre residuos superficiais da proteina, podendo ser mediadas por moléculas de agua. O

teor de solvente deve estar compreendido entre os 30% e 0s 70% do volume total do cristal.

d{ Unidade assimétrica

Célula unitéria

Figura 1.11-Representacdo esquemdtica da unidade assimétrica, da célula unitéria e da rede cristalina.
Adaptado de Rodhes, 2006.
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E importante referir que a obtencéo de cristais de proteina de qualidade, é fundamental para que os
estudos por Cristalografia de Raios-X sejam realizados com sucesso.

Apobs a obtengdo da proteina num elevado grau de pureza, a cristalizagdo é induzida por uma
solucdo que contém um agente precipitante. Esta inducdo € testada com diferentes agentes
precipitantes (nos quais também ha variacdo das suas concentragdes e/ou proporcdes proteina-
precipitante), a diferentes temperaturas, valores de pH e utilizando diferentes concentragdes de
proteina. As condicdes de cristalizacdo sdo variaveis consoante a proteina em estudo, sendo por isso
necessaria a realizagdo de varios ensaios iniciais onde se testam diversas condigBes experimentais, na
tentativa de encontrar uma que nos dé cristais de proteina de qualidade. S&o conhecidos varios
métodos de cristalizagdo, sendo que o mais utilizado é o método de difusdo de vapor. Este baseia-se na
evaporacdo e na difusdo das moléculas de &gua entre solucdes de diferentes concentragdes, como um
meio para alcancar a sobressaturacdo das moléculas proteicas. Por outras palavras, o método de
difusdo de vapor consiste no estabelecimento de um equilibrio, em sistema isolado, entre a gota, que
contém a proteina em estudo e o agente precipitante, e 0 reservatorio que contém apenas a solucéo
com o agente precipitante. A diferenca de concentragdo do agente precipitante na gota (mais baixa) e
no reservatorio (mais elevada) permite que ocorra a evaporacao das moléculas de agua, presentes na
gota, para o reservatorio. Esta difusdo de agua, sob a forma de vapor, tem por objetivo aproximar as
concentracdes de agente precipitante e, simultaneamente, concentrar a proteina na gota de uma forma
lenta e controlada (induzindo a formacdo de cristais). O método de difusdo de vapor inclui duas
técnicas distintas: a gota suspensa e a gota assente. Na técnica de gota suspensa, a gota é colocada
numa lamela silanizada, enquanto que na técnica de gota assente esta é colocada numa microponte,

que por sua vez, se encontra dentro do reservatdrio da placa de cristalizacdo (Figura 1.12-A e B).

Zona de sobressaturagdo 7ona de
precipitacdo

Hanging drop Sitting drop

Protein solution + Precipitant Micro-bridge

Vacuum —»
grease

Curva de /

solubilidade

Concentragdo de Proteina

Zona
metastavel

Precipitant Precipitant |

Zona de sub-saturacdo |

»

A B

C Concentracdo de agente precipitante

Figura 1.12 -Representacdo esquematica da técnica de difusdo de vapor. Adaptado de Taylor et al., 2003 e Hall
et al., 2007. A — método da gota suspensa; B — método da gota assente; C — diagrama de fases representando a
variacdo das concentracGes de proteina e agente precipitante durante o processo de cristalizagdo de uma proteina.
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A experiéncia de difusdo de vapor pode ser explicada pela analise do conhecido “diagrama de fases
da cristalizagdo” (Figura 1.12-C). A cristalizacdo de uma proteina ocorre em duas etapas: nucleacdo e
crescimento. Aquando do inicio de um ensaio de cristalizacdo, a proteina presente na gota encontra-se
num estado ndo saturado (zona de sub-saturacao). A difusdo das moléculas de agua vai induzir o inicio
da nucleacdo. Nesta etapa, os varios nucleos cristalinos sdo formados, permitindo a passagem da
proteina para a zona de sobressaturacdo, onde se verifica a reducdo da concentracdo da mesma. O
crescimento lento do cristal da-se na zona metastavel, pela adicdo lenta e ordenada de novas moléculas

e formacdo da rede cristalina.

Uma vez formados cristais Unicos, estes podem ser preservados em condicOes criogénicas,
recorrendo-se a azoto liquido, na presenca de agentes crio-protetores. Estes impedem a formagdo de
gelo nos canais de solvente, protegendo os cristais, € minimizam a dispersdo dos raios-X pelas

moléculas de agua. (8

1.3.3. Difragéo de Raios-X e resolugédo da estrutura

Apos a criopreservagdo dos cristais da proteina em estudo, seguem-se as etapas de difracdo de
raios-X e resolugdo da estrutura. A experiéncia de difragdo consiste em incidir um feixe de fotbes de
raios-X no cristal obtido, montado num goniémetro acoplado a um equipamento de difracdo. O cristal
difrata os fotbes, provenientes da interacdo dos mesmos com os eletrdes das moléculas de proteina, a
diferentes angulos, originando padrdes de difracdo registados num detector. Este padrdo é composto
pelas reflexBes correspondentes as ondas difratadas, dando-nos informacdes sobre a organizacdo

interna da rede cristalina do cristal.

A experiéncia de difracdo é normalmente efetuada a temperaturas criogénicas e é explicada através

da Lei de Bragg (Equagéo 1):
nl=2dsinf (Equacdo 1)

onde, 6 ¢ o angulo de incidéncia, d é a distancia interplanar, A é o comprimento de onda da
radiacdo incidente e n é um inteiro. A Lei de Bragg diz-nos que o conjunto de feixes de raios-X
incidentes sobre o0 conjunto de planos da rede cristalina sofre uma interferéncia construtiva quando o
angulo incidente tem o mesmo valor que o angulo do feixe refletido. Além disso, para que esta lei seja
validada o espacamento interplanar dos varios planos que fazem parte da rede cristalina deve ser igual
a um multiplo inteiro (n) do comprimento de onda. A Figura 1.13 apresenta o diagrama esquematico

utilizado para mostrar as relagdes angulares utilizadas na dedugéo de Bragg.
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Figura 1.13-Representacéo da Lei de Bragg. [

Na figura acima, os pontos vermelhos representam dois planos paralelos da rede cristalina de um
cristal com uma certa distancia interplanar (d). Os feixes de raios-X incidentes no conjunto de planos
da rede cristalina vai dar origem aos feixes Ri e R, que sdo refletidos com o mesmo angulo de
incidéncia (0). A este fendmeno designamos de interferéncia construtiva. Isto ocorre quando a
distancia percorrida pela radiacdo entre dois planos paralelos é igual a um nimero inteiro do seu
comprimento de onda (nA). Por outro lado, aquando da reflexdo dos feixes Ri1 € Rz, com &ngulo de
incidéncia e de reflexdo distintos, a Lei de Bragg ndo se aplica e dizemos que estamos perante uma
interferéncia destrutiva. Nestes casos ndo sdo produzidos reflex@es e ndo se consegue prosseguir com

a etapa posterior. E devido a este fenémeno que se deve rodar o cristal aquando desta etapa. [81%7]

A andlise dos padrbes de difracdo de um cristal permite determinar a intensidade e atribuir um
indice a cada reflexdo. Esta informacéo, juntamente com a estimativa dos angulos de fase da radiagdo
difratada e apds céalculos especificos, permite determinar a posi¢cdo dos 4tomos da proteina. Ao,
contrério da intensidade de cada reflexdo, o ngulo da fase ndo pode ser medido experimentalmente a

partir do padréo, levantando-se o chamado “problema da fase” na Cristalografia de Raios-X.

A resolucéo deste problema pode ser conseguido recorrendo-se a diferentes metodologias que vao
permitir estimar o angulo da fase de cada reflexdo. Entre eles encontramos o método de Substitui¢éo
Molecular, do inglés Molecular Replacement (MR), a Substituicdo Isomérfica Multipla, do inglés
Multiple Isomorphous Replacement (MIR) e a Dispersdo Anémala Mdltipla ou Simples, do inglés,
Multiple/Single Wavelength Anomalous Dispersion (MAD ou SAD). No dmbito deste trabalho foi

utilizado o método de Substituicdo Molecular, pelo que os outros métodos nao serdo descritos.

O método de Substituicdo Molecular é utilizado quando sdo conhecidas as estruturas de proteinas
semelhantes em termos de sequéncia primaria. Uma sequéncia pode ser considerada semelhante (e um
potencial modelo para 0 método da Substituicdo Molecular) se a identidade entre as sequéncias for
superior a 25%. % Esta metodologia vai, numa primeira etapa, posicionar a proteina-modelo na célula
unitéria da estrutura desconhecida através de operagdes de rotacdo e de translacdo. A segunda etapa

passa pelo calculo dos fatores de estrutura, da molécula conhecida, posicionada na célula unitéaria da
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estrutura desconhecida, a fim de se obterem as fases da molécula desconhecida. Estas fases estimadas
sdo combinadas com as intensidades medidas experimentalmente e um mapa de densidade eletronica
pode ser finalmente calculado. Um mapa interpretavel é indicativo da boa resolugdo da estrutura
tridimensional da proteina desconhecida. No PBD, cerca de 85% das estruturas resolvidas por
Cristalografia de Raios-X foram determinadas por Substituicdo Molecular (dado consultado em
http://www.rcsb.org/). Os outros métodos s&o utilizados quando ndo é conhecida nenhuma estrutura

potencialmente semelhante.

1.3.4. Refinamento e validagdo

A Ultima etapa passa pelo refinamento e validagdo da estrutura. O primeiro modelo de densidade
eletronica obtido deve ser melhorado até dar origem a estrutura final da proteina, por sucessivos
processos de refinamento. Matematicamente falando, estes refinamentos promovem a minimizacéo
das diferencas entre as amplitudes observadas e calculadas. Em cada refinamento é calculado o fator R
(Equacdo 2). Este fator avalia a qualidade do refinamento e espelha a concordancia entre o modelo
construido e os dados observados, devendo ser sempre o menor valor possivel. Estruturas bem

resolvidas apresentam um valor de R inferior a 20%. [

_ X|IFobs| = Feacl| (Equagio 2)
2| Fops|
O fator R permite aferir a qualidade global da estrutura, porém existem outros fatores que permitem

R

a anélise dos dados recolhidos e a avaliacdo de locais especificos do modelo. A avaliacdo dos dados
recolhidos pode ocorrer através de critérios como: valores elevados de I/o(I), completeness (superior a
90%), valores baixos de Rmerge € multiplicidade elevada. Estes serdo explicados na sec¢do 3. Ja 0s
outros fatores que permitem avaliar locais especificos do modelo sdo: o fator B, também conhecido

como fator de temperatura; o fator de ocupacéo; e o diagrama de Ramachandran.

O fator B relaciona a oscilagio dindmica de um &tomo numa dada posi¢do. Atomos com valores
altos de fator B (em comparacdo com atomos vizinhos) sdo preocupantes pois indicam que podem
estar numa posicéo incorreta — densidade eletronica Fons-Fcal Negativa. E ainda de referir que atomos
encontrados na superficie da proteina e em zonas com maior mobilidade possuem geralmente valores
de B superiores aos encontrados no interior na mesma. Associado a este facor de temperatura
encontra-se o fator de ocupacdo. Este outro fator varia entre 0 e 1 e representa a fracdo de moléculas
no cristal em que um determinado 4tomo se encontra naquela posicdo. Aquando de uma posicao
correta este valor ¢ 1. Se o valor for inferior a 1 podera indicar que o atomo ocupa aquela posicdo
apenas numa fracdo das células unitarias do cristal e, possivelmente, o residuo de aminoacido (onde
esse atomo se insere) possui uma conformacdo alternada. Por ultimo, o diagrama de Ramachandran
permite-nos confirmar a correta posi¢do dos &tomos. Este é caracterizado pelas suas regides permitidas
e proibidas, que estdo relacionadas com os angulos diedros phi (¢) e psi (y) em torno do Ca. A

incorreta orientacdo de um plano peptidico leva a que esse residuo se encontre numa zona proibida,
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dando-nos possibilidade de verificar, refinar e validar o modelo. Uma vez o modelo validado, séo
concluidos os sucessivos refinamentos e 0 modelo pode entéo ser depositado do PDB.

1.4. Tecnologia dos Microarrays

No inicio dos anos oitenta, Augenlicht e os seus colaboradores propuseram, pela primeira vez, a
ideia basica da tecnologia de microarrays, através da monitorizagdo dos niveis de expressdo de genes
humanos marcados radioativamente.!°l, Esta consistia na aplicacdo direta de uma mistura, contendo a
biomolécula alvo, em forma de ponto (spot) sobre uma membrana, para posterior identificacdo, analise
e quantificacdo. Desde dessa altura muitos tém sido os avancgos relacionados com esta tecnologia. Nos
altimos anos, a determinacgdo da funcdo e da regulacdo de sistemas celulares complexos, através da
tecnologia de microarrays tem vindo a tornar-se uma das ferramentas essenciais no mundo da
bioguimica e da biologia molecular. O nimero de estudos envolvendo a utilizagdo de microarrays
para a identificacdo de mecanismos celulares tem crescido exponencialmente, pois esta tecnologia

permite a investigacdo de milhares de moléculas alvo em simultaneo.

Pode-se definir os microarrays como uma técnica que permite a analise simultdnea de inimeras
biomoléculas (DNA, proteina, hidratos de carbono e metabolitos) numa Unica experiéncia, tornando
esta tecnologia rapida e mais eficiente quando se tém um conjunto alargado de moléculas para estudar.
A técnica baseia-se na imobilizacdo ordenada de biomoléculas num suporte sélido (proteina, ligandos
ou substratos), para posteriores estudos de interagdo com amostras biolégicas de interesse. No ambito
deste trabalho foi utilizada a técnica de microarrays de proteina para a analise da interacdo proteina-

proteina.

1.4.1 Microarrays de proteina

David Hall e os seus colaboradorest*!! definem trés tipos de microarrays de proteina (Figura 1.20):

- Microarrays Analiticos — usados para o estudo de uma mistura complexa de proteinas,
utilizando um microarray de anticorpos. Existem dois tipos: um em que o analito esta marcado, outro
em que se faz um ensaio sandwich e se usa além do anticorpo imobilizado, o anticorpo de captura, um
segundo anticorpo, anticorpo reporter, para detetar o analito. Ambos 0s ensaios sdo utilizados para
observar diferengas em niveis de expressao de proteinas de entre varias amostras, mas com diferengas

na especificidade, sensibilidade e reprodutibilidade. (Figura 1.14-A);

- Microarrays de Fase Reversa — usados no estudo de proteinas isoladas a partir da lise celular. O

lisado celular é impresso e a detegdo € realizada através de anticorpos (Figura 1.14-B).
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- Microarrays Funcionais — usados no estudo da atividade e especificidade de uma ou mais
proteinas numa Unica experiéncia, tendo como objetivo estudar varias interagdes em simultaneo
(proteina-proteina; proteina-DNA, proteina-RNA; entre outros), através da detegdo por anticorpos

especificos (Figura 1.14-C);

Anti-B
éalytes &© b AA e A
AAnti-A

Anti-A Anti-Bv
Microarrays Analiticos Microarrays de Fase Reversa Microarrays Funcionais

——

A B C

Figura 1.14-Representacdo esquematica dos trés tipos de microarrays: A — Microarrays Analiticos; B —
Microarrays de Fase Reversa; C — Microarrays Funcionais. Adaptado de Sheehan et al, 2005. [43]

Os microarrays de proteina em estudo nesta dissertacdo podem ser incluidos no terceiro grupo, o
dos Microarrays Funcionais, e envolvem 4 etapas gerais (Figura 1.15): 1) Expressédo e purificacdo
da(s) proteina(s) alvo; 2) Desenho do padrdo da disposicdo das proteinas e a impressdo destas mesmas
proteinas num suporte sélido seguindo o padrdo estabelecido; 3) Realizacdo do ensaio de ligacao; 4)
Quantificacdo e analise dos resultados.

Expressdo e purificagdo da

proteina alvo Realizagdo do ensaio de ligagdo

a1
Desenho do padrdo da disposi¢do @
das proteinas e a impressdo destas
mesmas protefnas num suporte Quantificacdo e andlise dos
solido seguindo o padrdo resultados

estabelecido

Figura 1.15 - Representagdo esquematica das principais etapas envolvidas na técnica de microarrays de
proteina.
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1.4.1.1. Desenho do padréo e impressao das proteinas em suporte sélido

Apobs expressdo e purificagdo das proteinas do estudo, os microarrays sdo preparados pela
imobilizacdo dessas moléculas num suporte solido. Para isso, as proteinas a serem testadas, sdo
pipetadas em pequenos volumes para o respetivo reservatério de uma microplaca de 384 pogos. A
disposicdo das amostras na microplaca é feita de forma a definir uma matriz de colunas e linhas, que
constitui 0 modelo para a impressao de cada slide, e o padrdo de cada microarray. A imobilizacdo é

posteriormente realizada através de um equipamento denominado de arrayer.

1.4.1.2. Arrayers — manual e robético

Os arrayers possibilitam a imobilizacdo das proteinas em estudo através da impressdo em
suportes solidos. Existem diferentes formatos deste equipamento em gue os principios da impressao da
amostra (printing) variam, por exemplo: arrayer manual em que a deposigéo é por contato e o arrayer

robotico em que impressao pode ser por contato ou sem contato.

No caso da utilizacdo de um arrayer manual, 0s pins presentes no equipamento sdo mergulhados
na microplaca, sendo as proteinas imobilizadas pelo contato desses pins com o suporte s6lido. Estes
pins tém a particularidade de serem planos ou terem a ponta concava e permitirem o alojamento de um
pequeno volume de amostra a ser depositada no suporte sélido. O arrayer manual ilustrado na Figura
1.16 foi o utilizado durante este trabalho. E composto por duas fileiras de quatro pins, permitindo um
total de 8 imobilizagbes a cada contato com o suporte. Este fator torna a impressédo de um grande
numero de proteinas muito lenta, podendo ser influenciada pela possivel evaporacdo mais rapida de
alguns compostos ou pela perda de parte da fluorescéncia quando marcados com fluoréforos. E assim
indispensavel que o ambiente do espaco onde estes ensaios sdo realizados possua um certo teor de
humidade. A deslocacdo do arrayer (movimento horizontal e vertical) sob o suporte solido é efetuado
seguindo a orientacdo dos dois pins mais a esquerda (Figura 1.17). O movimento horizontal é feito
seguindo o deslocamento sucessivo de um desses pins hum total de oito posic¢des. Intercalado com este
movimento horizontal, é feito também um movimento vertical onde se segue este mesmo pin
deslocando-se ao longo de um total de 12 posic¢Ges. O uso de um arrayer manual tem como vantagens

a sua facil implementac&o e o seu baixo custo.

Arrayer manual Arrayer robético

Figura 1.16- Fotografias de um arrayer manual (esquerda) e robdtico (direita). Adaptado de
http://www.arrayit.com.
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Template — Microplacas de 384 pocos
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Figura 1.17- llustracdo do método de impressdo de um slide de 1 pad, a partir do modelo criado na
microplaca de 384 pocos, e do respectivo arrayer manual utilizado para o efeito.

No caso da utilizagdo de um arrayer robotico em que impressdo é feita por ndo contato, o
equipamento enche os pins, por capilaridade com as proteinas a imobilizar. Os pins mergulham na
microplaca e emergem levando uma camada fina de proteina na ponta. O robot pressiona ligeiramente
cada capilar que liberta uma pequena quantidade de proteina, que fica imobilizada no suporte sélido
sem ocorrer 0 contato dos pins com a superficie. Ap6s a primeira linha de marcas circulares,
designadas de “spots”, ficar impressa, o robot move o seu brago para impressdo da segunda linha. E
assim sucessivamente. Um exemplo de arrayer roboético € ilustrado na Figura 1.16. A impressao
utilizando o robot, orientada pelo modelo realizado na microplaca de 384 pocos, tem a vantagem de
originar spots com um didmetro menor aos impressos manualmente, bem como imprimir um maior
nimero de spots em simultaneo, e garante a uniformidade na forma dos spots. A sua desvantagem

passa pelo elevado custo do equipamento.

1.4.1.3. Suportes solidos

Existe uma variedade de superficies — slides — comercializados que podem ser utilizados. Estas
permitem manter a conformacéo e a funcionalidade da proteina aquando da impressdo, mas também
permitem que estas mantenham a sua capacidade maxima de ligacdo.[“2l A escolha da superficie deve
ter em conta o tipo de moléculas a serem imobilizadas. S&o exemplos as superficies de niquel -
afinidade para proteinas com cauda de histidinas®“?, superficies com estreptavidina — afinidade para
proteinas biotiniladas™“®l; superficies de vidro funcionalizadas que permitem a imobilizacdo covalente
de proteinas através do grupo aminal*l; e superficies de nitrocelulose — para a imobilizacdo de
proteinas por adsorcdo. As diferengas encontradas entre os varios slides comercializados podem fazer

com as etapas de imobilizacao e os protocolos de detegdo sejam também diferentes.
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Ao longo deste estudo foram utilizados slides com matriz de nitrocelulose. Estes sé&o
comercializados com 1, 2, 3, 4, 8, 12, 16, 24 e 64 blocos de nitrocelulose onde s&o feitas as

experiéncias.

De um modo geral, a técnica de microarrays de proteinas permite a identificacdo de novos alvos
para serem estudados por outras técnicas como a Cristalografia de Raios-X. Esta técnica é capaz de
analisar vérias interagdes proteina-proteina e proteina-ligando, tornando-a rapida e eficaz no estudo de
amostras bioldgicas complexas como um proteoma ou amostras de pacientes. A continua otimizacdo
dos microarrays tem permitido aumentar o nimero de aplicacdes que vdo desde da determinacgdo de
padrbes de resposta, de sensibilidade e de toxicidade a determinados compostos, estudo de doengas
resultantes de alteraces a fungdes e interacOes de proteinas até ao desenvolvimento de ferramentas
para diagndstico simultaneamente sensiveis e especificas. Tudo isto utilizando pequenos volumes e/ou

pequenas concentrag(”)es de amostra.
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2. Objetivos

A presente dissertacdo tem como principal objetivo a elucidacdo das interacfes coesina-doquerina
na montagem/organiza¢do do celulossoma do microrganismo C. thermocellum. Assim, como alvo
deste estudo selecionou-se a CipA — proteina que pertence ao celulossoma do C. thermocellum —
dando assim continuidade a estudos realizados anteriormente. As metodologias principais de eleicdo
foram a Cristalografia de Raios-X, que permite a caracterizagdo estrutural a nivel atomico dos
modulos em estudo, e a metodologia de Microarrays de proteinas, que possibilita averiguar a
especificidade das interacBes coesina-doquerina. Este estudo pode assim ser dividido em dois

objetivos:

- No primeiro pretende-se a caracterizacéo, através da Cristalografia de Raios-X, dos médulos
coesina C1, C3, C4 e C9 da proteina CipA, todos eles complexados ao médulo doquerina Xyn10B,
podendo assim elucidar possiveis diferencas nos modulos coesina escolhidos e clarificar as interacdes
com o modulo, ja caracterizado estruturalmente, Xynl10B. Para tal, foi necessario, numa primeira
etapa, sobre-expressar em E. coli e purificar cada um dos complexos. Posteriormente tentou-se
determinar e otimizar as condigdes de cristalizacdo dos quatro complexos, de forma a se resolver as
suas estruturas tridimensionais. Todos estes passos foram realizados no laboratério de Cristalografia
de proteinas do UCIBIO-REQUIMTE, FCT-UNL. (Capitulo 3)

- No segundo pretende-se elucidar as diferentes especificidades e afinidades, através da
técnica de Microarrays, das interagdes coesina-doquerina estabelecidas entre varios modulos coesina e
doquerina do tipo I e Il dos microrganismos C. thermocellum e R. flavefaciens, permitindo investigar a
interacdo entre varias espécies. Para dar seguimento a esta andlise, foi necessario sobre-expressar em
E. coli e purificar todos os médulos em estudo. A investigagdo decorreu nos laboratérios de
Cristalografia de proteinas e de Glico-microarrays, ambos do UCIBIO-REQUIMTE, FCT-UNL, bem
como no laboratério da Professora Ten Feizi, no Imperial College em Londres, onde se realizou a

impressao robotica dos slides de 16 blocos utilizados durante o trabalho desta tese. (Capitulo 4)

25



26



Capitulo

Caracterizacao estrutural da proteina CipA por
Cristalografia de Raios-X
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3.1. Introducéo

Os modulos coesina e doguerina que contemplam os complexos coesina-doquerina (Coh-Doc) em
estudo foram clonados em trabalho anterior pela Doutora Benedita Andrade Pinheiro (UCIBIO-
FCT/UNL), no vetor pET28a(+) alterado especialmente para o efeito. Neste vetor os modulos coesina
e doquerina que compbdem o complexo foram clonados juntos, de modo a serem expressos
simultaneamente. O constructo utilizado para a expressdo dos complexos em estudo é apresentado na

Figura 3.1, no qual verificamos a presenca de 6 histidinas (His-tag) no C-terminal de cada coesina.

T7F T7P

—=)— Doc ) [NNCSRN His-Tag —

Figura 3.1 -Constructo utilizado para expressdo dos complexos coesina-doquerina. Os termos Doc e Coh
correspondem aos modulos doquerina e coesina, respetivamente. Cada um destes componentes é expresso
simultaneamente, com promotores independentes. A coesina apresenta no seu C-terminal uma His-tag.

O objetivo deste capitulo foi determinar a estrutura tridimensional de quatro complexos Coh-Doc
da CipA. Estes complexos sdo formados pelos mddulos coesina C1, C3, C4 e C9, todos eles em
complexo com 0 médulo doguerina Xyn10B, tendo sido denominados de C1X10B, C3X10B, C4X10B
e C9X10B, respetivamente. Estudos anteriores por Cristalografia de Raios-X bem como estudos de
afinidade entre os modulos coesina e doquerina motivaram a escolha da doquerina Xyn10B.B1 [321 [46]
O modulo doquerina sofreu uma mutagdo nos residuos Ser51-Thr52, os quais foram substituidos por
Ala51-Ala52, de maneira a restringir a ligagdo do modulo doquerina Xyn10B a coesina por um local
de ligac&o Unico (hélice o 1). A informagdo correspondente aos varios modulos coesina e doguerina

envolvidos neste estudo encontra-se no Anexo 7B.I.

3.2. Métodos e Materiais
3.2.1. Transformagao de células competentes

A transformacdo de células competentes da estirpe Escherichia coli BL21(DE3) foi realizada a
chama, em ambiente estéril. Neste protocolo adicionou-se 3 pL. de DNA do respetivo complexo em
estudo, a 50uL de células competentes, deixando repousar a mistura em gelo durante 30 minutos. A
mesma foi posteriormente incubada a 42°C cerca de 40 a 60 segundos. Ap6s um segundo repouso de 2
a 5 minutos em gelo, adicionou-se 1mL de meio de cultura LB e incubou-se a 37°C (Orbital Shaker-
Incubator ES-20, da Grant.bio) durante 1 hora. As células foram entdo centrifugadas durante 5
minutos a 3400x g (MiniSpin® Plus, da Eppendorf), retirando-se o excesso de meio e ressuspendendo-
se 0 pellet no restante meio. O produto da transformacdo foi plagueado em placas de LB-agar com
50pg/mL canamicina (KAN), para posterior selecdo dos transformantes. As placas foram incubadas a
37°C (Orbital Shaker-Incubator ES-20, da Grant.bio) durante 16 horas até ao aparecimento de col6nias

e posteriormente guardadas a 4°C.
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3.2.2. Expressdo dos complexos coesina-doquerina

De forma a se obter a condicao mais favoravel a expressdo de cada um dos complexos Coh-Doc foi
realizado um teste de expressdo para cada complexo, testando-se varios meios de cultura (TB, 2xYP e
LB) — Anexo 7A.l, diferentes temperaturas de expressdo (19 e 37°C), bem como diferentes tempos de
expressdo (4 e 16 horas) e duas concentracdes de IPTG (0,5mM e 1mM). Os resultados foram
analisados tendo em conta o nivel de expressdo de cada complexo e a sua solubilidade. Cada
complexo foi assim isolado a partir de células de E.coli BL21(DE3), na condicdo de expressdo que

melhores resultados obteve (Tabela 3.1).

Tabela 3.1 - Condicdo de expressédo selecionada para cada complexo Coh-Doc.

Um clone proveniente de cada transformagéo foi inoculado em meio de cultura LB, condicionado
com 50ug/mL do antibidtico KAN. O pré-indculo foi incubado a 37°C, 200 rpm, o/n (Orbital Shaker-
Incubator ES-20, da Grant.bio). No dia seguinte, foi adicionado 10mL do pré-indculo realizado
anteriormente, a 500mL do respetivo meio escolhido (1:50) condicionado com 50ug/mL do antibiotico
KAN. Cada cultura foi incubada a 37°C, 210 rpm (Shaker 1S-971R da Lab Companion), até se
alcangar um D.O.s00nm de 0,6-0,8. Uma vez atingido este intervalo, cada cultura foi induzida com a
concentragdo adequada de IPTG (Nzytech) e incubada, durante 4 horas, a respetiva temperatura de
inducgdo, a 150 rpm (Shaker 1S-971R da Lab Companion). Uma vez passadas as 4 horas de inducéo, as
culturas foram centrifugadas durante 15 minutos, a 4°C e a 5000 x g (Rotor JA-10, Avanti J-26 XPI da
Beckman Coulter). O sobrenadante foi descartado e o pellet guardado a -80°C para posterior protocolo

de purificagéo.

3.2.3. Purificagdo dos complexos coesina-doquerina
Os complexos Coh-Doc foram submetidos a varios processos de purificacdo com o intuito de se
obter um maior grau de pureza. A estratégia de clonagem destes complexos permitiu a utilizacdo da

cromatografia de afinidade por i6es metalicos como primeiro método de purificagéo.

Apos recolha das células por centrifugacao estas foram ressuspendidas em tampao 50mM Hepes a
pH 7,5, 1M NaCl ¢ 10mM de imidazol (19/10mL) juntamente com 1lug/pL de DNase | (Sigma-
Aldrich), 300pg/uLde lisozima (Sigma-Aldrich), 10mM MgCl, e uma pastilha de inibidores de
protéases (SigmaFAST™ Protease Inhibitor Tablets). Posteriormente as células foram lisadas por
ultrassons em 3 ciclos de 1 minuto (UP50H da Lab Device). A fragdo soluvel foi recolhida por
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centrifugacdo (Rotor JA-10, Avanti J-26 XPI da Beckman Coulter) a 10 000 rpm, durante 30 minutos
a 4°C.

3.2.3.1. Cromatografia de afinidade por iGes metélicos imobilizados

A cromatografia de afinidade por ides metélicos imobilizados (IMAC) é conhecida pela sua
elevada eficacia na separacdo de proteinas His-tagged. Esta eficicia deve-se a elevada afinidade e
seletividade dos residuos de histidinas com ides de metais bivalentes, presentes na matriz da coluna.
Cada complexo foi assim inicialmente submetido a uma IMAC numa coluna de niquel, His-Trap™ de
5 mL, acoplada ao cromatdgrafo AKTA START, ambos da GE-Healthcare. O método de purificacio
foi delineado utilizando o programa UNICORN™ start 1.0, tendo sido sempre aplicada uma presséo
inferior a 0,5 MPa (Anexo 7A.II).

Neste protocolo foram utilizados duas solucBes tampdo 50mM Hepes a pH 7.5, 1M NaCl a duas
concentracoes diferentes de imidazol (10 e 250 mM). A coluna His-Trap™ foi primeiramente lavada
com cerca de 50 mL de agua Milli-Q e posteriormente equilibrada com 20 mL do tampédo a 10mM
imidazol. O extrato celular foi entdo carregado na coluna. Procedeu-se a um primeiro patamar de
lavagem em que foi utilizada 10% do tampdo 50mM Hepes a pH 7,5, 1M NaCl, 250mM imidazol.
Este patamar tem por objetivo uma lavagem inicial em que ocorre a separacdo dos constituintes de
baixa afinidade para o niquel. Apo6s esta lavagem foi realizado um gradiente de imidazol até a
concentracdo maxima de 250 mM, por cerca de 100mL, com a finalidade de recolhermos o complexo
Coh-Doc. E entéo realizado um segundo patamar com 100% da solucdo tamp&o a 250mM imidazol.
As fracBes recolhidas foram posteriormente analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida em

condicBes desnaturantes.

3.2.3.2. Cromatografia de exclusdo molecular

A cromatografia de exclusdo molecular, também conhecida como filtracdo em gel, é utilizada para
separar constituintes de uma mistura pela sua massa molecular. Cada complexo foi submetido a uma
coluna Superdex 75™ 10/300 GL, de 25 mL, acoplada ao cromatdgrafo AKTAFPLC, ambos da GE-
Healthcare. O método de purificacdo foi delineado utilizando o programa UNICORN™ 5,11, sendo

sempre aplicada uma presséo inferior a 1,8 Mpa (Anexo 7A.I1I).

Neste protocolo foi utilizada a solugdo tampdo 50mM Hepes a pH 7,5, 150mM NaCl e 2mM
CaCl,. A coluna Superdex 75™ 10/300 GL foi primeiramente lavada com cerca de 50 mL de agua
Milli-Q e posteriormente equilibrada com outros 50 mL da solugdo tampéo. Para realizacdo deste
protocolo, a amostra foi concentrada (Centricons Vivaspin® Turbo 15 de 5kDa, da GE-Healthcare) em
tampdo 50mM Hepes a pH 7,5, 150mM NaCl e 2mM CaCl,. Posteriormente, a mesma é aplicada em
injecOes individuais de 500pL com ajuda de uma seringa, mantendo-se um fluxo da mesma solugéo
tampdo na coluna. As fragdes recolhidas foram posteriormente analisadas por eletroforese em gel de

poliacrilamida em condicGes nativas e deshaturantes.
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3.2.3.3. Cromatografia de permuta ionica

A cromatografia de permuta ionica baseia-se na interacao reversivel entre uma proteina carregada e
um determinado meio com carga oposta. A cromatografia de permuta ionica foi efetuada com auxilio
de uma coluna MonoQ™ 5/50 GL de 1mL, acoplado ao cromatégrafo AKTA HPLC, ambos da GE-
Healthcare. O protocolo de purificagdo foi delineado e aplicado utilizando o programa UNICORN™
5.31, tendo sido sempre aplicada uma pressao inferior a 4 MPa (Anexo 7A.1V).

Neste protocolo foram utilizados duas solu¢fes tampdo 20mM Tris a pH 7,5, 2mM CaCl,, com
duas concentragdes diferentes de NaCl (150mM e 1M). A amostra foi previamente concentrada
(Centricons Vivaspin® Turbo 15 de 5kDa) em tampédo 20mM Tris pH 7,5 com 150mM de NaCl. A
coluna MonoQ™ 5/50 GL foi primeiramente lavada com cerca de 5 mL de agua Milli-Q e
posteriormente equilibrada segundo o anexo 7A.IV. A amostra foi aplicada em inje¢des individuais de
2mL com ajuda de uma seringa, mantendo-se um fluxo na coluna com a mesma solugdo tampéo a
150mM, no intuito de diminuir a ligacdo de proteinas com menor afinidade & matriz da coluna. A
separacao das proteinas é conseguida através de um gradiente de NaCl até a concentragdo méxima de
1M NaCl. As fragdes recolhidas foram posteriormente analisadas por eletroforese em gel de

poliacrilamida em condig8es nativas e desnaturantes.

As concentracdes dos complexos em estudo foram determinadas através da lei de Lambert-Beer,
utilizando o Nanodrop SpectraMax 190 da Molecular Devices, acoplado ao programa SoftMax® Pro

Softwares.

3.2.4.Ensaios de cristalizagdo dos complexos C1X10B, C4X10B e do mddulo coesina C9

Os ensaios de cristalizacdo dos dois complexos coesina-doquerina (C1X10B e C4X10B) e do
moédulo coesina C9 em estudo foram realizados pelo método de difusdo de vapor com as
concentragdes apresentadas na Tabela 3.2., nas solu¢Bes tampdo descritas, e utilizando as técnicas de
gota assente e gota suspensa em condicOes aerdbias. Para isso recorreu-se ao equipamento de
formulacéo e aplicacdo de nano-gotas Oryx8 (Douglas Instruments, designado robot de cristaliza¢&o),

bem como placas de cristalizacdo de 24 reservatorios.

Tabela 3.2- Concentragdes utilizadas nos ensaios de cristalizagao

. Concentracdo 1 | Concentracéo 2
Amostra Tampéo (mg/mL) (mg/mL)
C1X108 50mM Hepes, 150mM NaCl e 2mM CaCl; (pH 18
7,5)
C4X10B 19,48 9,75
20mM Tris, 2mM CaCl,, 150mM NaCl (pH 7,5)
C9 11,14

32



Durante o trabalho de pesquisa de condicfes de cristalizagdo para cada amostra em estudo foram
testados varios conjuntos de solugdes para pesquisa/varrimento de condig¢fes (usualmente designado
por screening) que apresentamos nos Anexos 7A.V a 7A.XII). Aquando da utilizacdo do robot Oryx8,
sdo colocados 50uL da solucdo de cristalizagdo em cada um dos 96 reservatorios de uma placa de
cristalizacdo, e numa ordem pré-estabelecida. A aplicacdo informética dedicada ao robot, WaspRun,
permite escolher a propor¢édo proteina:precipitante. Aquando da utilizacdo das placas de cristalizacdo
de 24 reservatorios, sdo colocados 700uL de uma das solucBes de cristalizacdo em cada um dos
reservatorios. Apds escolhermos a proporcdo de proteina:precipitante a ser utilizada, esta mistura é
aplicada sobre uma lamela que, por sua vez, é invertida e colocada sobre o respetivo reservatério,
assentando sobre uma fina camada de cera, selando o sistema e estabelecendo o equilibrio entre gota e
reservatorio. Os ensaios de cristalizagdo foram testados a 4 e 20°C. A visualizagéo e registo das gotas

foi efetuado recorrendo ao microscépio Gptico.

3.2.5. Recolha de dados de difracdo de raios-X e resolucéo de estruturas tridimensionais

Os cristais obtidos foram posteriormente arrefecidos a temperaturas criogénicas e as suas
propriedades de difracdo de raios-X foram analisadas sob radiacdo de sincrotrdo no European
Synchrotron Radiation Facility (ESRF), em Grenoble, e no Source optimisée de lumiére d’énergie
intermédiaire du LURE (SOLEIL), em Saint-Aubin, ambos em Franca. Alguns cristais foram também
submetidos a difracdo in house com o difractometro D8 Venture (Bruker) usando radiacdo Ko de
cobre (A=1,5418A). Os dados recolhidos durante a experiéncia de difracdo foram processados por
varios programas com o objetivo da determinacdo da estrutura tridimensional das proteinas

cristalizadas.

Os programas iIMOSFLM e XDS permitiram processar os dados de difracdo recolhidos, indexando
as reflexdes, determinando as possiveis solu¢fes para as constantes da célula e grupo espacial, bem
como integrando todas as intensidades. 1 81 QOs resultados foram automaticamente gravados num
ficheiro que contém toda a informagé&o, ficheiro .mtz. Os programas AIMLESS e MATTHEWS foram
utilizados para processar todas as reflexfes, confirmar as constantes da célula e o grupo espacial e
ainda, estimar o contetudo em solvente da célula unitéria, utilizando o peso molecular do complexo em
estudo. O programa PHASER foi utilizado para determinar as fases por Substituicdo Molecular
(Molecular Replacement - MR), utilizando-se como modelo a estrutura depositada no PDB com o
codigo 2CCL.BA M O programa DM foi utilizado com o objetivo de melhorar a densidade eletrénica
inicialmente obtida, enquanto que o BUCCANEER permitiu fazer a identificacdo e construcdo
automatica de cadeias de proteinas no mapa de densidade eletronica obtido anteriormente. 5% B por
altimo, a estrutura foi refinada usando o programa REFMACS. B2 Durante os varios ciclos de
refinamento a estrutura foi visualizada e ajustada com auxilio do programa COOT versdo 0.8.1. As

imagens foram geradas no programa Chimera versdo 1.9.
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Os programas iIMOSFLM, AIMLESS, MATTHEWS, PHASER, DM, BUCCANEER e REFMACS5

séo disponibilizados pelo CCP4 (Collaborative Computational Project, Number 4).

3.3. Apresentacéao e discussao dos resultados
Tal como foi referido nas seccBes anteriores, 0s estudos estruturais dos complexos Coh-Doc
levardo a que, futuramente, a organizacdo/montagem do celulossoma do C.thermocellum seja

decifrada, informacdo importante no desenvolvimento de vérias aplicaces biotecnolégicas.

3.3.1. Expressado dos complexos coesina-doquerina

Numa primeira etapa, tal como referido na seccéo 3.2.2, realizamos varios testes de expressao para
cada complexo Coh-Doc testando trés meios de cultura (LB, 2xYP e TB), duas temperaturas de
expressdo (19 e 37°C), duas concentragdes de IPTG (0,5 e 1mM) e dois tempos de expressédo (4 e 16
horas). A anélise eletroforética em condi¢fes desnaturantes das fracdes sollveis e insollveis de cada
condi¢cdo em estudo permitiu-nos visualizar as condi¢Ges de expressdo para cada complexo, e
selecionar os que melhores resultados obtiveram. Face a estes resultados escolhemos os dois melhores
e prosseguimos para um protocolo de purificagdo por IMAC, em colunas His SpinTrap, segundo o
protocolo da GE-Healthcare. A andlise eletroforética das fragGes eluidas, apresentada na Figura 3.2,
permitiu a escolha da melhor condicdo de expressdo para cada complexo. Os pesos moleculares dos
maodulos coesina e doquerina em estudo sdo apresentados no Anexo 7B.l. Eram esperadas duas bandas
no gel, uma para cada proteina. Contudo, por ter um peso molecular inferior, a banda do médulo
doquerina ndo € visivel em todos eles, contrariamente com o que acontece com a banda referente ao

mddulo coesina.

Cax108 C1X10B C3X108 C3X10B C9X10B
8 2xYP TB 2xYP 2xYP 2xYP B T8 LB
1ImMIPTG  1mMIPTG  1mMIPTG 0,5mM IPTG ImMIPTG  1mMIPTGO0,5mM IPTG 0,5mM IPTG 1mM IPTG
T372C 4h T372C4h T372C4h  T37°C4h T372C4h T372C4h T372C4h T372C4h  T192°C 16h
M El E2 El E2 El E2 El E2 €L M E2 E1 E2 E E2 E1 E2
(kDa) (kDa) [ tar -
- i —
= o
75 75 —_—
63 63 !‘7
—_—
a8 - . s &
E 35 &
b
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17 , 17 . .
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Figura 3.2 - Resultados da analise eletroforética em condicdo desnaturantes das fracbes eluidas durante a
purificacdo por IMAC dos complexos Coh-Doc. As condigdes de expressdo estdo indicadas no topo de cada
figura. Indugdo por IPTG, a 37°C durante 4 horas e 19°C durante 16 horas. E1 — Primeira elui¢cdo em tampé&o
50mM Hepes a pH7,5 com 60mM Imidazol; E2 — Segunda elui¢do em tamp&do 50mM Hepes a pH7,5 com
300mM Imidazol. M corresponde ao marcador de pesos moleculares da NZY Tech.
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A observagdo da Figura 3.2. mostra-nos quais as fragoes solUveis purificadas com maior e menor
teor de proteina. No caso do complexo C1X10B, verificamos que as eluicbes com 60 e 300 mM de
imidazol s&o equiparaveis nos dois meios de expressdo escolhidos anteriormente. O mesmo acontece
para o complexo C9X10B, escolhendo assim uma das duas condicGes de expressdo. Por outro lado, os
complexos C3X10B e C4X10B apresentam uma maior quantidade de proteinas soltvel purificada em
meio de indugdo TB a temperatura de 37°C, com 0,5 e 1mM de IPTG, respetivamente. A Tabela 3.3.

apresenta os resultados mais promissores de cada complexo.

Tabela 3.3- Resultado mais promissor de expressdo para cada complexo em estudo.

Meio 2xYP

0,5

37 4
Meio TB 1

0,5

Numa segunda etapa, com o objetivo de verificar se estes resultados eram reprodutiveis,
prosseguiu-se para uma expressdo e purificagdo de cada complexo numa escala 50 vezes maior. A
purificacdo foi realizada recorrendo a uma IMAC, em colunas His GraviTrap, onde se fizeram varias
lavagens, a diferentes concentracdes de imidazol (10, 50, 100 e 250mM), de modo a otimizar o
protocolo de purificacdo. Os resultados da anlise eletroforética das fraces eluidas para os complexos
C1X10B, C3X10B, C4X10B e C9X10B, encontram-se na Figura 3.3.

A mesma figura permitiu-nos verificar que a maioria das proteinas de E.coli ndo se liga a coluna
saindo logo no inicio do protocolo (volume morto), tal como nas lavagens com 10mM e 50mM de
imidazol. E também nesta Gltima concentracdo de imidazol mencionada que comegamos a verificar a
eluicdo dos complexo Coh-Doc em estudo, contudo ainda bastante contaminados com proteinas do
hospedeiro. E ainda possivel observar em todos os géis da Figura 3.3, que aos 100mM de imidazol
existe a eluicdo completa do complexo Coh-Doc através da presenga das duas bandas, correspondentes
aos maédulos coesina e doquerina. Por outro lado, nalguns casos verificamos também a eluicdo de
alguma da coesina em excesso que € eluida em maior quantidade aquando da lavagem com 250mM de

imidazol.

De modo a confirmarmos a presenca de cada complexo Coh-Doc realizou-se a analise

eletroforética em condigdes nativas das fragdes eluidas a 50 e 100mM de imidazol (Figura 3.4).

35



C1x108 C3x108

VM M 10mM  50mM  100mM  250mM VM10mM M 10mM SOmM  100mM 250mM

Ccax1ios Cox108

M VM 10mM 50mM 100mM  250mM VM 10mM M 50mM 100mM  250mM

Figura 3.3 - Resultados da analise eletroforética em condigdes desnaturantes das frac6es eluidas durante a
purificacdo por IMAC dos complexos Coh-Doc. As concentracBes de imidazol utilizadas para eluigdo das
respetivas fracdes estdo apresentadas no topo da figura. VM — Volume morto; 10mM — Solucéo tampéo
50mM Hepes a pH 7,5 com 10mM de imidazol; 50mM — Solucédo tampdo 50mM Hepes a pH 7,5 com
50mM de imidazol; 100mM — Solucdo tampdo 50mM Hepes a pH 7,5 com 100mM de imidazol; 250mM —
Solugdo tampdo 50mM Hepes a pH 7,5 com 250mM de imidazol; M corresponde ao marcador de pesos
moleculares da NZY Tech.

C4x10B CiX108 C3X10B C9X108

BSA 50mM 100mM 50mM 100mM 50mM 100mM 50mM 100mM

Figura 3.4 - Resultados da andlise eletroforética em condi¢des nativas da purificacdo por IMAC dos
complexos Coh-Doc. As concentragBes de imidazol utilizadas para eluicdo das respetivas fracfes estdo
apresentadas no topo da figura; A BSA ¢é apresentada como referéncia de corrida.

A observacdo do gel nativo acima apresentado permite-nos verificar que cada complexo Coh-Doc é
eluido maioritariamente com uma concentracdo de 100mM de imidazol. Porém € ainda percetivel a
presenca de algumas bandas abaixo da correspondente a cada complexo, pertencente a algumas outras
proteinas ainda presente na fracdo sollvel e aos respectivos médulos coesina. Sendo assim, foi
necessario, em purificacbes futuras, a realizacdo de mais passos de purificacdo para a obtencdo do

complexo Coh-Doc a um nivel elevado de pureza.
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Em suma, todos os testes de expressdo realizados permitiram a determinagdo das condi¢gbes mais
favoraveis de expressao para cada complexo, bem como a elaboragdo de uma estratégia de purificacao

para 0s mesmaos.

Para realizacdo dos ensaios de cristalizagdo os complexos C1X10B, C3X10B, C4X10B e
C9X10B, foram primeiro expressos em grande escala, em fragdes de 500mL, num volume total de 4
litros, seguindo-se o protocolo apresentado na seccéo 3.2.3. Ap6s protocolo de expressdo, procedeu-se
a purificacdo destes complexos recorrendo a varios protocolos de cromatografia, de forma a, huma
primeira etapa, separar o complexo Coh-Doc e a coesina sobre-expressa das restantes proteinas de
E.coli e, numa segunda etapa, separar esta coesina do complexo em estudo. Para isso, utilizaram-se um
total de trés protocolos de purificagdo: cromatografia de afinidade por i6es metélicos imobilizados,
cromatografia de exclusdo molecular e cromatografia de permuta idnica. Todos os complexos foram
purificados, exceto o complexo C3X10B. A Tabela 3.4 apresenta os tamp0es utilizados em cada

protocolo de purificagéo.

Tabela 3.4 - Solucbes tampao utilizadas nos varios protocolos de purificacao.

Cromatografia de afinidade por Cromatografia de exclusao . S
i P - Cromatografia de permuta ionica
iGes metalicos imobilizados molecular
50mM Hepes a pH 7.5, 1M NacCl, 20mM Tris-HCI pH8, 150mM NaCl
10mM Imidazol 2mM CacCl
mvl imidazo 50mM Hepes, 150mM NaCl, 2mM & emvi Latl
CaCl
50mM Hepes a pH 7.5, 1M NaCl, alz 20mM Tris-HCI pH8, 1M NaCl e
250mM Imidazol 2mM CaCl:

3.3.2. Purificacdo dos complexos por cromatografia de afinidade por ides metélicos imobilizados

A purificagdo por IMAC dos complexos Coh-Doc foi realizada numa coluna HisTrap™ (GE-
Healthcare) de 5mL, acoplada ao cromatégrafo AKTASTART. O protocolo de purificacio foi descrito
na seccdo 3.2.3.1, e teve por objetivo separar o conjunto complexo Coh-Doc — coesina em excesso,
das restantes proteinas presentes no extrato. Todas as fracBes recolhidas foram analisadas por
eletroforese em condi¢fes desnaturantes, permitindo-nos selecionar as correspondentes ao respetivo
complexo purificado (Figura 3.5.). Estas mesmas fracbes foram posteriormente dessalinizadas e
concentradas no tampéo do segundo protocolo a ser realizado, usando concentradores Vivaspin® 15R,
da GE Healthcare.
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Figura 3.5 - Resultados da purificagdo dos complexos Coh-Doc por IMAC:
Cromatograma e analise eletroforética em condic6es desnaturantes das fragdes recolhidas.
A - Resultados obtidos para a purificagdo do complexo C1X10B; B - Resultados obtidos
para a purificacdo do complexo C4X10B; C - Resultados obtidos para a purificagdo do
complexo C9X10B; VM corresponde ao volume morto; M corresponde ao marcador de
pesos moleculares da NZYTech. Os circulos azuis mostram as frag6es escolhidas para

posterior protocolo de purificagéo.

Xyn10B c9
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3.3.3. Purificagdo dos complexos por cromatografia de excluséo molecular

A purificacdo por cromatografia de exclusdo molecular foi realizada numa coluna Superdex 75™
10/300 GL (GE-Healthcare) de 25 mL, acoplada ao cromatografo AKTAFPLC. O protocolo de
purificacdo foi descrito na secgdo 3.2.3.2. A cromatografia de exclusdo molecular foi escolhida para
segundo passo de purificagdo pois é possivel verificarmos a existéncia de outras proteinas com pesos
moleculares distintos. Teve por objetivo a separagdo do complexo Coh-Doc da coesina em excesso e
das restantes proteinas ainda presentes nas fragdes escolhidas anteriormente. Todas as fragdes
recolhidas foram analisadas por eletroforese em condicdes desnaturantes e nativas, permitindo-nos
selecionar as correspondentes ao respetivo complexo purificado (Figura 3.6.). Estas mesmas fracdes

foram posteriormente dessalinizadas e concentradas no tampao do respetivo seguinte protocolo a ser

realizado.
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A B
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Figura 3.6 -Resultados da purificacdo dos complexos Coh-Doc por cromatografia de exclusdo
molecular: Cromatograma e andlise eletroforética em condi¢cdes desnaturantes e ndo desnaturantes
das fracdes recolhidas. A - Resultados obtidos para a purificagdo do complexo C1X10B; B -
Resultados obtidos para a purificacdo do complexo C4X10B; M corresponde ao marcador de pesos
moleculares da NZYTech. BSA é apresentada como referéncia de corrida.Os circulos azuis mostram
as fracdes escolhidas para posterior protocolo de purificacdo
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Para o complexo C1X10B foram feitas 7 injecdes de 500ul. de um volume total de 3,5mL. Por
outro lado, para o complexo C4X10B foram realizadas 4 injecGes de 500ul, num volume total de
2mL. A Figura 3.6 reflete os resultados para a primeira injecdo do protocolo de purificagdo de cada
complexo, possuindo as restantes 0 mesmo perfil cromatografico. Os resultados ddo conta que nédo

conseguimos, em nenhum dos dois protocolos, separar a coesina em excesso do respetivo complexo.

No final do protocolo, e apds dessalinizagdo e concentragdo, percebemos que a quantidade de
complexo C1X10B nédo permitia a realizacdo de um terceiro protocolo de purificagdo a fim de separéa-
lo a coesina em excesso ainda presente. Neste caso, prosseguiu-se diretamente para 0s ensaios de

cristalizagdo.

3.3.4. Purificacé@o dos complexos por cromatografia de permuta ionica

A purificacdo por cromatografia de permuta idnica foi realizada numa coluna MonoQ™ 5/50 GL
(GE-Healthcare), de 1 mL, acoplada ao cromatografo AKTAFPLC. O protocolo de purificagdo foi
descrito na secgédo 3.2.3.3. A cromatografia de permuta ionica foi escolhida como passo de purificagdo
para se tentar definitivamente separar o complexo Coh-Doc da coesina em excesso. Todas as fracdes
recolhidas foram analisadas por eletroforese em condicdes desnaturantes e nativas, permitindo-nos

selecionar as correspondentes ao respetivo complexo purificado (Figura 3.7.).

Para o complexo C4X10B foram feitas 4 injecdes de 2mL para um volume total de 8mL, ndo
tendo sido necessario gradiente de NaCl para a sua eluicdo e separacdo da coesina em excesso. Por
outro lado, para o complexo C9X10B foi realizada apenas uma injecdo de 2mL, tendo sido necessarios
a realizacdo de trés patamares (0,1; 0,3 e 0,5M) de NaCl para a eluicdo do mesmo e separacdo de parte
da coesina em excesso. A observacao do resultado da analise eletroforética (Figura 3.7 — B) permitiu-
nos verificar a presenca de coesina em excesso e de proteinas de E.coli, que ndo foram separadas
anteriormente. Decidiu-se contudo prosseguir com 0s ensaios de cristalizacdo com as fragdes
assinaladas tendo em conta que a proteina apresentava um grau de pureza de aproximadamente 90%.
No final do protocolo, as fragOes correspondentes aos complexos em estudo foram dessalinizadas e

concentradas para posteriores ensaios de cristalizacéo.
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Figura 3.7 - Resultados da purificagdo dos complexos Coh-Doc por cromatografia de permuta idnica:
Cromatograma e anélise eletroforética em condi¢des desnaturantes e nativas das fragdes recolhidas. A -
Resultados obtidos para a purificagdo do complexo C4X10B; B - Resultados obtidos para a purificacdo do
complexo C9X10B; M corresponde ao marcador de pesos moleculares da NZYTech. BSA é apresentada
como referéncia de corrida. Os circulos azuis mostram as fracGes escolhidas para posteriores ensaios de

cristalizacdo.

resolucdo de estruturas tridimensionais
A identificacdo das condicOes de cristalizacdo dos complexos Coh-Doc C1X10B, C4X10B e do
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3.3.5. Ensaios de cristalizacdo das amostras em estudo, experiéncia de difracdo de raios-X e

maodulo coesina C9 foi realizada utilizando concentracdes apresentadas na Tabela 3.2, da sec¢édo 3.2.4.
e vérias solugdes de cristalizacdo. Apds a obtencdo de cristais procedeu-se a otimizacdo de algumas
dessas condicdes. Os cristais a serem testados, quer em sincrotrdo, quer in house, foram previamente
crio-preservados em azoto-liquido na presencga de uma solucdo de harvesting buffer e de uma solugéo
crio-protetora. A primeira possui a mesma composi¢do que a solucéo precipitante, porém com uma

concentracdo mais elevada de agente precipitante tendo por objetivo evitar que o cristal se dissolva.



Por outro lado, a solucdo crio-protetora previne a formacgdo de gelo no cristal aquando da sua
congelacdo em azoto-liquido. Esta solugdo advém da adi¢do de uma percentagem de glicerol a solugéo
de harvesting buffer.

3.3.5.1. Complexo coesina-doquerina C1X10B
3.3.5.1.1. Ensaios de cristalizacdo e experiéncia de difracdo de raios-X

Os ensaios de cristalizagdo para o complexo C1X10B foram realizados as temperaturas de 4 e
20°C, utilizando o robot Oryx8 e recorrendo a técnica da gota assente em todos 0s ensaios. Testaram-
se as seguintes formulagGes pre-preparadas (screens): cristalizagdo 80! (preparado in-house e baseado
na formulacdo desenvolvida por Jancarik et al., 1991)%, PEG ION (1 e 8K); JBS (5,6,7 e 8), e JCSG+
(formulagBes comerciais). A proteina foi utilizada & concentragdo de 1,8mg/mL, testando-se a

proporcdo de proteina-precipitante de 1:1.

Nos dias seguintes a preparacdo das gotas, na maioria das condi¢Ges, ndo foi observado qualquer
formagdo de precipitado, o que indica que o equilibrio entre proteina-precipitante se encontrava
maioritariamente na zona de sub-satura¢do do diagrama de fases da cristalizacdo (Figura 1.18.), tendo
ocorrido apenas mais tarde a formagdo de pequenos cristais nas condi¢fes apresentadas da Figura 3.8,

referentes ao screen de 80!.

e |

30% PEG 8K 30% PEG 4K
4°C (C3) 4°C (B9)

Figura 3.8 - Resultados obtidos para os ensaios de cristalizacdo do complexo C1X10B utilizando o screen de
80!.0 agente precipitante utilizado para a cristalizagio bem como os tamanhos dos cristais obtidos
compreendidos entre 0s 0.1 e 0.4 mm estdo apresentados na figura.

28% PEG 400 : 28% PEG 400
20°C (E6) 4°C (E6)

Destas condigdes, os cristais com melhores caracteristicas morfologicas foram testados no ESRF e
SOLEIL. A Tabela 3.5 descreve as percentagens de PEG e de glicerol com os quais os cristais

escolhidos foram previamente crio-preservados.

Tabela 3.5 - Percentagens de agente precipitante e de glicerol utilizadas para a realizacdo da crio-
preservacao dos cristais.

Condigéo %P(Ié/(/sV) % (V/V) Glicerol
E6 — 28% PEG 400; 0.2M CaClz; 0.1M Hepes pH 7.5 30 5
C3 - 30% PEG 8K; 0.2M Tartarato K/Na; 0.1M Mes pH 6.5 32 15
B9 —30% PEG 4K; 0.2M CaClz; 0.1M Hepes pH 7.5 32 20
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A recolha de dados de difracdo de raios-X nestes sincrotrdes mostrou que a totalidade destes
cristais era do composto iénico presente na mistura proteina-precipitante. A concentragdo obtida para
este complexo parece ser o fator limitante para a obtengdo de cristais de proteina. Para o melhor
prosseguimento do trabalho desta dissertacdo, e uma vez que a cristalizacdo das outras amostras foi
bem-sucedida, foi decidido néo insistir na pesquisa das condicdes de cristalizacdo deste complexo.

3.3.5.2. Complexo coesina-doquerina C4X10B
3.3.5.2.1. Ensaios de cristalizagéo e experiéncia de difragdo de raios-X

Os ensaios de cristalizacdo para o complexo C4X10B foram efetuados utilizando-se o screen de
80!, com a proteina nas concentragdes de 19,48 e 9,75 mg/mL. A formacdo de cristais foi testada a
temperatura de 20°C, utilizando o robot Oryx8 e, novamente, recorrendo a técnica da gota assente em
todos os ensaios. Durante os varios protocolos de otimizacdo variou-se a propor¢do de proteina-

precipitante e as percentagens de agente precipitante.

Nos dias seguintes & preparacdo das gotas, cerca de 3 dias depois, foi observada a formacéo de
precipitado em algumas condi¢cBes, em ambas as concentra¢@es, indicando que, nestes casos, 0
equilibrio proteina-precipitante se encontra na zona de sobressaturacdo do diagrama de fases da

cristalizacdo (Figura 1.18). Houve formagéo de cristais em 5 condicdes (Figura 3.9).

0,1imm

Y

/

1 - .
30% PEG 4K 30% PEG 4K 30% PEG 4K .
(AB) (B3) (B5)

Figura 3.9 -Resultados obtidos para os ensaios de cristalizacdo do
complexo C4X10B utilizando o screen de 80!, a 20°C. O agente
precipitante utilizado para a cristalizagdo, os tamanhos dos cristais
(compreendidos entre 0,1 e 0,2 mm) e as concentragdes em que foram
obtidos encontram-se apresentados na figura. [1] — Concentracdo de 19,49

mg/mL; [2] — Concentrago de 9,75 mg/mL
(F4)

Face a estes resultados foram escolhidas as trés condi¢des (A6, B5 e E5) com melhores perspetivas
de otimizacdo em que se obtiveram cristais com melhor morfologia. As restantes condi¢des nao foram
escolhidas pois verificou-se a agregacao de cristais de pequenas dimensbes sob forma de “ouricos”. A
observacdo da fotografia dos cristais obtidos para as condi¢cdes A6 e E5 revela uma elevada taxa de
nucleacdo, com a presenca de varios cristais em forma de agulhas muito finas. A otimizacdo, feita em

robot, teve por objetivo a diminuicdo da taxa de nucleacdo bem como a obtencdo de cristais maiores.
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A otimizagdo da condigdo B5 teve como Unico objetivo obter cristais com maiores dimensdes. Para
isso testdmos, para as condicdes A6 e E5, diferentes proporcdes proteina:precipitante (1:1; 0,5:1,5) e
diferentes concentracGes do agente precipitante PEG 4K (10, 15, 20, 25 e 30%). Para a condi¢do B5
apenas fizemos a repeticdo da proporcdo 1:1, cerca de 8 vezes com o objetivo de ver a
reprodutibilidade da condicdo. E de referir que esta optimizacao foi realizada com a concentragdo de
9,75 mg/mL.

Semana 1 Semana 2

30% PEG 4K 25% PEG 4K 20% PEG 4K
0,5:1,5/1:1 (A6) 0,5:1,5/1:1 (A6) 1:1 (A6)
Figura 3.10 - Resultados obtidos para as primeiras duas semanas de observacdo da otimizacdo realizada a

20°C, para a condigdo A6. As proporc¢des de proteina:precipitante, as percentagens de agente precipitante e o0s
tamanhos dos cristais (compreendidos entre 0,4 e 0,5 mm) estdo esquematizados na figura.

A observacdo destes cristais obtidos permitiu-nos verificar que conseguimos diminuir a taxa de
nucleacdo e obter cristais de maiores dimens@es. Verificamos ainda que a condigdo com 30% de PEG
4K ¢é reprodutivel e que conseguimos obter cristais a concentragdes de precipitante menores que a
inicial. Até a data, ndo obtivemos reprodutibilidade das condi¢es E5 e B5 nesta tentativa de

otimizacéo.

E de referir que se continuou a observar o screen inicial de 80!, a 20°C, onde se verificou o

aparecimentos de novos cristais em diversas condigdes (Figura 3.11).

Semana 2

30% PEG 4K 30% PEG 4K 25% PEG 4K
(B3) (E4) (E10)

Figura 3.11 - Resultados obtidos para os ensaios de cristalizagdo do complexo C4X10B utilizando o
screen de 80!, a 20°C. As percentagens de agente precipitante e os tamanhos dos cristais, 0,4 mm, estdo
esquematizados na figura. [1] — Concentracdo de 19,49 mg/mL; [2] — Concentracéo de 9,75 mg/mL.
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Tendo em conta estes novos resultados, e os obtidos anteriormente, decidiu-se realizar uma nova
tentativa de otimizacgéo, novamente em robot, para as condi¢fes de cristalizacdo A6 e E4 do screen do
80!. Decidiu-se variar novamente a percentagem de PEG 4K para a condi¢do A6 (21, 23, 25 e 30%) e
para a condicdo E4 (15, 20, 25 e 30%), utilizando a proporgao proteina:precipitante de 1:1. Nesta nova
otimizacdo foram também utilizados 1 e 10% de uma solucéo de micro-cristais pré-formados (seeds),
para a condicdo A6 a 30% PEG 4K. Até a data apenas se observou um resultado positivo para o

aparecimento de cristais na condicdo A6 com 10% de seeds (Figura 3.12).

§efn_a~qa 1

Figura 3.12 - Resultado obtido para a primeira semana de observagdo da nova otimizacdo da condigdo A6, a
20°C. A percentagem de agente precipitante e o tamanho dos cristais (0,4 mm) estdo esquematizadas. A
concentragdo de proteina utilizada tem o valor de 9,75 mg/mL.

Foram escolhidos um total 6 cristais de entre as condi¢des A6 (0.2M CaCly; 0.1M Acetato pH
4,5) com 20% PEG 4K (1:1) e A6 com 25% PEG 4K (1:1), para serem testados e medidos na linha
ID29 do sincrotrdo ESRF. Para isso, 0os mesmos foram
previamente crio-preservados na presenga de uma maior :
percentagem de PEG (neste caso entre 25 e 30% de PEG 4K,
respetivamente) e de 15% de glicerol. As condicGes a testar ,I i
foram escolhidas tendo em conta a morfologia dos cristais ,‘T”;._'“' | | *i ,
obtidos.

Foram recolhidos dois conjuntos de dados de difracdo de -
raios-X para este complexo C4X10B, com uma resolucdo de 2 el

e 1,83 A, para cristais da condicdo A6 com 25% PEG 4K. '
Figura 3.13 - Padréo de difrac¢do do

Escolhemos o conjunto de dados com a melhor resolugéo (1,83 cristal do complexo CAX10B.

A) para prosseguirmos com a anélise de dados. A anélise do

padrdo de difracdo (Figura 3.13) realizou-se aplicando os programas descriminados na secgéo 3.2.5.

O grupo espacial do cristal foi determinado como sendo P2:2:2;, pelo programa IMOSFLM, que
processou os dados de difracdo de modo a obtermos o ficheiro mtz que contém toda a informacéo
deste conjunto de dados (indices de Miller hkl, as intensidades das reflex6es (In) e 0s respetivos erros

associados (onx). O AIMLESS permitiu a confirmacdo do grupo espacial referido anteriormente e a
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indicacdo dos parametros da célula unitéaria a= 49,97, b=62,15, ¢=131,99 e 0o=B=y=90°, podendo assim
afirmar-se que o cristal pertence ao sistema cristalino ortorrdmbico Para além de processar os dados, o
AIMLESS fornece um conjunto de estatisticas sobre a recolha dos dados (Tabela 3.6). Foi também
estimada a percentagem de solvente pelo programa MATTHEWS.

Tabela 3.6 -Estatisticas de recolha de dados para o cristal do complexo Coh-Doc C4X10B.

Parametro Resultados globais | Camada externa de resolucdo
Limites de resolucéo (A) 30,25- 1,81 1,85-1,81
<I/o(1)> 7,3 34
Multiplicidade 4,8 5.0
Completeness (%0) 99,3 99,6
Rmerge 0,136 0,398
Coeficiente de Matthews (A) 1,97
Contetido em solvente (%) 37,62

A andlise dos dados fornecidos pelo AIMLESS e MATTHEWS permitem, numa primeira
visualizagdo, verificar que os dados sdo confidveis pelos valores de alta resolucéo e de I/o(I). O
pardmetro global de <I/c(I)> indica que a intensidade é, aproximadamente, 7,3 vezes superior ao

ruido-de-fundo associado.

A multiplicidade relaciona o namero total de reflexdes existentes num conjunto de dados em
estudo e o nimero de reflexfes Unicas. Quanto maior é esse valor, maior é o namero que reflexdes
Unicas e mais confiavel é o conjunto de dados. Por outro lado, a plenitude dos dados - completeness -
compara a percentagem de reflexdes medidas com o nimero de reflexdes totais que séo possiveis para
uma dada resolucdo. O valor de completeness para os dados globais e dados da camada externa
revelam que foram medidas praticamente todas as reflexfes possiveis tendo em conta a nossa

resolugéo.

O Rmerge reflecte a concordancia entre as reflexfes simetricamente equivalentes, pois estas devem
possuir uma intensidade semelhante. Por conseguinte, o valor de Rmerge N80 deve ser elevado. Os dados
sdo tipicamente truncados quando o valor de Rmerge €XCede ~ 0,6 a 0,8. Estando os nossos valores, quer
global quer de camada externa, abaixo deste intervalo de referéncia, podemos considerar mais uma

vez que estamos perante um conjunto de dados de elevada qualidade.

Por ultimo, o coeficiente de Matthews relaciona o volume da célula unitaria com o peso molecular
da proteina em estudo, tal como do nimero de unidades assimétricas presentes. Este parametro
permite calcular o conteddo em solvente presente no cristal, que deve estar compreendido entre 0s
valores de 30 e 70%. Para o cristal do C4X10B temos a presenca de duas moléculas por unidade

assimétrica e um contetido em solvente de 40%.

46



Em suma, a andlise destas estatisticas apontaram para a boa qualidade dos dados de difracéo,

seguindo-se assim para a determinacéo da estrutura tridimensional do complexo.

3.3.5.2.2. Resolucgéo da estrutura tridimensional do complexo C4X10B

A partir do ficheiro mtz proveniente do AIMLESS e do programa PHASER, foi possivel
determinar as fases utilizando a coesina do modelo 2CCL do PDB (Protein Data Bank), para a
resolucdo por Substituicdo Molecular. Este modelo foi o escolhido pois além de pertencer ao mesmo
organismo (C.thermocellum), possui uma semelhanca estrutural visto o médulo doquerina ser o
mesmo e por isso estar na mesma orientagdo. O programa orienta e tenta posicionar a coesina do
modelo 2CCL na densidade eletronica calculada através de operagdes de translacéo e de rotagdo. O
PHASER encontrou uma solugdo que englobou duas moléculas por unidade assimétrica, No final foi
gerado um novo ficheiro mtz, contendo as fases determinadas e os fatores de estrutura, assim como
um ficheiro pdb, que contém a informag&o sobre a possivel posicdo dos atomos do nosso complexo
Coh-Doc. Ap6s melhorarmos as fases da estrutura obtida com ajuda do programa DM, o programa
BUCCANEER permitiu fazer o rastreio da cadeia da doquerina no mapa de densidade eletrénica
calculado. Em resultado a esta procura obtivemos resultado positivo para dois complexos C4X10B,
com duas cadeias (A — coesina C4; B — doquerina Xyn10B) cada um. No final foi gerado um novo
ficheiro mtz e um novo ficheiro pdb com as fases melhoradas e as novas posi¢fes atémicas,
respetivamente. Estes ficheiros foram visualizados em conjunto no programa COOT. A estrutura foi
refinada pelo programa REFMACS. Este melhora a posi¢do dos atomos na densidade eletronica.
Durante os varios ciclos de refinamento a estrutura continuou a ser visualizada e ajustada com auxilio
do programa COOT. Comparando os valores de factor R obtidos no primeiro refinamento (0,2136) e o
valor do ultimo refinamento (0,1901) verificou-se um decréscimo do factor R. Este valor esta nos
pardmetros ideais (menor que 0,2), sendo indicador de um modelo tridimensional do complexo

C4X10B que melhor se aproxima dos dados experimentais medidos por difracdo de raios-X.

3.3.5.2.3. Resolucéo da estrutura tridimensional do complexo C4X10B

A Figura 3.14-A permite a visualizagdo da estrutura obtida para cada molécula encontrada na
unidade assimétrica. A azul estd destacado 0 mddulo coesina C4 e a cor verde o médulo doquerina,
Xyn10B.
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Figura 3.14 - A - Representacdo das duas moléculas de C4X10B presentes na unidade assimétrica. B -
Representacdo da estrutura tridimensional do mddulo Xyn10B. Este apresenta um enrolamento em trés hélices
o (Ser17B-Val27B — vermelho ; Asp35B-Ala41B - laranja; Ala51B-Leu61B - Azul). As imagens criadas foram
conseguidas através da utilizacéo do programa Chimera.

A semelhanca das duas estruturas do complexo C4X10B encontradas na unidade assimétrica séo
confirmadas pelo valor baixo de RMSD (0,383 A). Estas estdo relacionadas por uma operagdo de
translacdo. Cada modulo coesina C4 estd organizado numa estrutura em barril # de 12 cadeias
dispostas em jellyroll de duas folhas B e de uma hélice a entre as cadeias B 5 e 6. J& 0 mddulo
doquerina XynlOB esta organizado em trés hélices o (Serl7B-Val27B; Asp35B-Ala41B; Ala51B-
Leu61B), estas dispostas segundo uma conformacdo loop-helix-loop, seguida de helix-loop-helix,
conetados por nove residuos (Figura 3.14-B). Estdo presentes dois ides Ca?" coordenados pelos
residuos pertencentes a estrutura EF-hand. Um dos ides calcio esta proximo do N-terminal, sendo
coordenado pelos residuos Asp8B, Asnl0B, Aspl2B, Thr14B e Aspl9B. O segundo ido célcio é
coordenado pelos residuos (Asp42B, Asp44B, Asn46B, Serd8B e Asp53B) pertencentes ao loop
presente entre as hélices 2 (laranja) e 3 (azul).

Os contactos entre 0s mddulos C4 e Xyn10B que promovem a formacdo do complexo Coh-Doc
estdo localizados na face correspondente as folhas B4, 6, 7 e p10 do médulo coesina. A presenca de
residuos hidrofébicos também promove a interacdo Coh-Doc (Leu79A da coesina C4 e Leu62B).
Estes dois mddulos interagem também por uma série de ligagfes por pontes de hidrogénio (Tabela

3.9), mas também por pontes salinas, determinados pela ferramenta PDBePisa, da EMBL-EBI.
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Figura 3.15 - Superficie de potencial eletroestatico do moédulo coesina C4 do complexo C4X10B. O médulo
Xyn10B esta representado pela sua cadeia principal.

A Figura 3.15 representa o potencial electroestatico calculado para 0 mddulo coesina C4, revelando
que a face que interage com o0 médulo Xynl10B possui, predominantemente, um potencial carregado

negativamente.

3.3.5.3. Mddulo coesina C9
3.3.5.3.1. Ensaios de cristalizagéo e experiéncia de difragdo de raios-X

Os ensaios de cristalizagdo para esta amostra foram efetuados utilizando-se o screen de 80
condi¢bes com a proteina na concentracdo de 11,14 mg/mL. A formacgdo de cristais foi testada as
temperaturas de 4 e 20°C, utilizando o robot Oryx8 da Douglas Instruments (técnica da gota assente) e
as placas de cristalizacdo de 24 reservatorios (técnica da gota suspensa). Durante o0s varios protocolos
de otimizacdo variou-se a propor¢do de proteina-precipitante e as percentagens de agente precipitante.
Recordamos que as experiéncias de cristalizagdo visavam a cristalizacdo do complexo C9X10B, mas,
apos a resolucdo da estrutura tridimensional, verificou-se que apenas 0 médulo coesina C9 integrou o0s

cristais obtidos.

Durante a primeira semana desde da preparacdo das gotas, foi observada a formacédo de precipitado
em algumas condicGes, em ambas as temperaturas, indicando que, mais uma vez, nestes casos, 0
equilibrio proteina-precipitante se encontra na zona de sobressaturacdo. Foram também visualizadas

varias condi¢es com a presenca de cristais (Figura 3.16 e 3.17).
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- 30% PEG 4K

: ‘, ,v : '
2M (NH,),S0, 30% PEG 4K
(A8) (B3)
Figura 3.16 - Resultados obtidos para os
ensaios de cristalizagdo da coesina C9

utilizando o screen de 80!, a 20°C. O ;
agente precipitante utilizado para a 7% n

cristalizagdo e os tamanhos dos cristais,
compreendidos entre 0,1 e 04 mm,
encontram-se na figura.

o 9
(¥ 3
4
20% PEG 8K 30% PEG 8K
E8) (F4)

2m (NH,),SO, 0,7M FormMg

Figura 3.17 - Resultados obtidos para os ensaios de cristaliza¢do utilizando o screen de 80!, a 4°C.
O agente precipitante utilizado para a cristalizacdo e os tamanhos dos cristais (0,4 mm) encontram-
se na figura.

Face a estes resultados foram escolhidas trés condigdes (B3, E4 e F4) para otimiza¢do em que se
obtiveram cristais com morfologia semelhante aos cristais do complexo C4X10B. Os cristais das
condicbes A8, B9 e E8 foram utilizados em posteriores testes de difracdo in house. A observacao das
fotografias dos cristais obtidos para as condi¢Ges B3 e E4 revela uma elevada taxa de nucleacdo e a
presenca de cristais em forma de agulhas muito finas e de pequenas dimensdes. Na condicdo F4
estamos perante cristais de maiores dimens@es mas dificeis de serem manipulados devido a morfologia
do conjunto de cristais presentes. A otimizacao teve por objetivo a diminuicdo da taxa de nucleaco tal
como a tentativa de obter cristais com maiores dimensdes. Para isso testamos, para todas estas
condicOes, diferentes proporcGes proteina:precipitante (1:1; 0,5:1,5) e diferentes concentracdes do
agente precipitante PEG (10, 15, 20, 25 e 30%). Para cada uma das trés condi¢des fizemos a repeticao
da proporcéo, 1:1, da condigdo inicial com o objetivo de ver a reprodutibilidade da condicfo. E de
referir que esta otimizacdo foi realizada com a concentracdo de 11,14mg/mL e foi realizada em robot e

manualmente, novamente de modo a verificarmos a reprodutibilidade das condigdes.
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Semana 1

-~

25% PEG 8K
1:1 (F4)

30% PEG 4K
s (=)

Figura 3.18 - Resultados obtidos para a otimizacdo das condicdes E4 e F4 realizadas manualmente, para a
temperatura de 20°C. As propor¢des de proteina:precipitante e as percentagens de agente precipitante estdo
esquematizadas na figura. Os tamanhos dos cristais estdo compreendidos entre os 0,1 e 0,4 mm. A
concentragdo de proteina utilizada tem o valor de 11,14mg/mL

A observacdo da placa de optimizacdo feita no robot levou-nos a concluir que ndo houve
reprodutibilidade nas diferentes condi¢des pois, até a data ndo houve aparecimento de cristais. Por
outro lado, nas placas realizadas manualmente, conseguimos reproduzir a condicdo E4 inicial (30%
PEG 4K, 1:1) e ainda obter novos cristais para a condicdo F4 (25% PEG 8K, 1:1) (Figura 3.18). Os
cristais obtidos para a condicdo E4 continuaram morfologicamente semelhantes aos obtidos no screen
inicial de 80! para a temperatura de 20°C. Os novos cristais obtidos para a condi¢do F4 revelam que

diminuimos a nucleagdo conseguindo assim uma otimizacdo positiva.

A proxima etapa passou pelo teste e medicdo, quer in house (D8 Venture, Bruker), quer na linha
ID23-1 do sincrotrdo ESRF, dos cristais escolhidos para a experiéncia de difracdo. Esta etapa teve por
objetivo, além da recolha de dados, a comparacéo da qualidade dos dados usando fontes diferentes de
raios-X para 0S mesmos cristais. Para isso, os mesmos foram previamente crio-preservados na

presenca de diferentes concentragdes de agente precipitante e percentagens de glicerol (Tabela 3.7).

Tabela 3.7 -Condic¢des escolhidas para a experiéncia de difragdo e respectivos concentragdes de agente
precipitante e percentagens de glicerol utilizadas para a realizacdo da crio-preservacdo dos cristais.

3 [0)
Condicdes Concentragqo de % _(V/V)
agente precipitante Glicerol
A8 (0,2M Citrato de sddio) com 2M (NH4)2S04 (1:1) 2,2M (NHa4)2S04 30
B9 (0,2M CacClz; 0,1M Hepes pH 7,5) com 30% PEG 4K 35% PEG 4K 15
(2:1)
E8 (0,2M Acetato de magnésio; 0,1M Cacodilato pH 6,5) com 25% PEG 8K 15
20% PEG 8K (1:1)
F4 (0,2M (NHz)2504) com 25% PEG 4K (1:1) 30% PEG 4K 10

A recolha in house permitiu verificarmos a qualidade dos cristais escolhidos e confirmar se seriam
constituidos por proteina. Foi recolhida uma imagem para cada cristal das condigdes A8, B9 e E8. Foi
possivel assim verificar que os cristais da condicdo B9 ndo eram de proteina, mas sim do respetivo
composto ionico. Para a experiéncia de difracdo na linha ID23-1 no sincrotrdo ESRF foram levados 1

cristal da condicdo A8, 1 cristal da condicdo F4 e 4 cristais para a condi¢cdo E8 para serem testados. O
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cristal crio-preservado para a condicdo F4 néo foi encontrado no
loop aquando da recolha de dados. No ESRF foram recolhidos
cinco conjuntos de dados, um para a condigdo A8 e 0s outros
quatro para a condi¢cdo E8. A andlise dos conjuntos de dados
realizou-se aplicando os programas descriminados na seccdo
3.2.5.

O programa IMOSFLM permitiu uma primeira avaliacdo dos
conjuntos recolhidos, determinando 0s grupos espaciais cOmo  Figura 3.19-Padro de difracio
sendo P2:2:2; E de referir que um dos conjuntos de dados (x2) g0 cristal do modulo C9.
foi avaliado pelo XDS, pois ndo foi possivel realizar a integracdo das imagens no iMOSFLM,
conseguindo-se confirmar o mesmo grupo espacial. Os programas utilizados ap6s esta primeira
avaliagdo originaram diferentes conclusdes. A Tabela 3.8 resume todos o0s passos realizados para cada

conjunto de dados.

A anélise da tabela permitiu-nos verificar que, dos cinco conjuntos de dados, apenas trés sdo
destacados pela sua possibilidade de progressdo de estudo, sdo eles: x2, x3 e x5. De forma a
escolhermos o melhor conjunto para dar continuidade a determinagdo da estrutura da proteina em
questdo, decidimos comparar a qualidade dos mesmos. O AIMLESS permitiu a confirmagdo do grupo
espacial para os trés conjuntos de dados e a indicacdo dos parametros da célula unitaria, podendo
assim afirmar-se que o0s cristais pertencem ao sistema cristalino ortorrémbico. Foi também comparado
0 grupo espacial destes conjuntos com o dos dados obtidos para o complexo C4X10B (a= 49,97,
b=62,15, ¢=131,99 e o=F=y=90°), no intuito de percebermos qual poderia ser a melhor opg¢do de
estudo. Para o cristal x6 ndo foi possivel indexar os dados pois as constantes da célula mudavam
consoante cada imagem, podendo assim tratar-se de um cristal multiplo. Observando a tabela
verificamos que o conjunto de dados x2 é o que tem as constantes da célula unitaria mais semelhantes
ao complexo C4X10B. Por outro lado, o conjunto de dados x3 e x5 possuem uma elevada semelhanca.

No entanto é o conjunto de dados x5 que melhor resolugdo apresenta.
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Tabela 3.8 - Tabela resumo dos programas e respetivos resultados obtidos na andlise de cada conjunto de

dados.
njunt
co (;: dog 4 | \MosFLM | xDs AIMLESS MATTHEWS PHASER
a=50,97; . .
2 moléculas na Pesquisa do
b= 63,99 ]
unidade complexo modelo
X2 - P2:2:2 | ¢=126,08; o=p=y L.
3 assimétrica (2CCL) e da
Resolucéo .
. 40% solvente coesina (2CCL)
méaxima=2,04A
a= 40,67, )
1 molécula na
b= 75,51 ]
unidade
x3 P21212, - €=93,43; o=Pp=y L. -
y assimétrica
Resolucdo
o 55% de solvente
méxima=2,05A
x4 P21212¢ - Cristais multiplos - -
a=41,14; i .
1 molécula na Pesquisa do
b=78,22 ]
unidade complexo modelo
x5 P212:12, - €=95,13; o=Pp=y .
B assimétrica (2CCL) e da
Resolucdo )
o 62% solvente coesina (2CCL)
méaxima=1,84A
x6 N4o foi possivel indexar os dados

3.3.5.3.2. Resolucédo da estrutura tridimensional do médulo coesina C9

Até percebermos qual o melhor conjunto de dados, se 0 X2 ou 0 x5, foi decidido continuar a analise
dos dois. A partir do ficheiro mtz proveniente do AIMLESS e do programa PHASER, tentou-se
determinar as fases, utilizando novamente o modelo 2CCL do PDB (Protein Data Bank), para a
resolucdo por Substituicdo Molecular. O programa tentou orientar e posicionar o complexo do modelo
2CCL na densidade eletronica calculada através de operagdes de translacéo e de rotacdo, sem qualquer
sucesso. Ao efetuar o mesmo com o médulo coesina C2 do modelo 2CCL obtivemos um resultado
positivo para o conjunto de dados x5. Voltou-se a correr o PHASER, desta vez utilizando a doquerina
Xyn10B do modelo 2CCL. Esta procura ndo teve sucesso. O PHASER encontrou assim apenas uma
solugdo que englobava duas cOpias de coesina C9 por cada célula unitaria. Chegou-se assim a
conclusdo que poderiamos estar na presenca de duas moléculas de C9 na unidade assimétrica e nao
perante 0 complexo C9X10B. No final foi gerado um novo ficheiro mtz, contendo as fases
determinadas e os fatores de estrutura, assim como um ficheiro pdb, que contém a informacéo sobre a

possivel posicdo dos atomos das duas coesinas C9. Apds melhorarmos as fases com ajuda do
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programa DM, ainda se efetuou um rastreio da cadeia da doquerina, pelo programa BUCCANEER, no
mapa de densidade eletronico obtido, mas mais uma vez a doquerina ndo foi encontrada. O ficheiro
mtz e o ficheiro pdb com as fases melhoradas, provenientes do programa DM e do PHASER foram
visualizados em conjunto no programa COOT. A estrutura foi refinada pelo programa REFMACS.
Durante os varios ciclos de refinamento a estrutura continuou a ser visualizada e ajustada com auxilio
do programa COOT. Comparando os valores de fator R obtidos no primeiro refinamento (0,2907) e o
valor do ultimo refinamento (0,2529) verificou-se um decréscimo do fator R, Este valor ndo esta nos
pardmetros ideais (menor que 0,2), mas o seu decréscimo é indicador de uma correta construcdo da

estrutura tridimensional das duas moléculas de C9 na unidade assimétrica.

3.3.5.3.3. Caracterizagao da estrutura tridimensional do médulo C9

A Figura 3.20 permite a visualiza¢do da estrutura obtida para cada molécula encontrada na unidade
assimétrica. A ferramenta PDBePisa permitiu verificar que as duas moléculas ndo formem um dimero
fisioldgico, confirmando que ndo se esta perante um complexo formado entre dois mddulos coesina
Co.

Cadeia A

Cadeia B

N-terminal

C-terminal
C-terminal

A C-terminal

Figura 3.20 - Representacdo das duas moléculas de C9 presentes na unidade assimétrica; B - Representacao
da estrutura tridimensional do médulo C9; C - Superficie de potencial electroestatico do médulo coesina C9.
As imagens foram conseguidas através da utilizagdo do programa Chimera.

Conforme descricdo realizada para o complexo C4X10B, verificamos a semelhanca das duas
estruturas presentes na unidade assimétrica pelo valor baixo de RMSD (0,414 A). Cada mddulo
coesina C9 esté organizado numa estrutura em barril § de 12 cadeias B, dispostas em jellyroll e de uma
hélice o entre as folhas f5 e P6, tal como visto anteriormente para o complexo caracterizado
anteriormente. Estes dois mddulos estdo relacionados por um eixo de rotacdo, estando viradas para a

mesma interface (formada pelas cadeias f4, g6, 7, e p10). O célculo do potencial eletroestatico de
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superficie (Figura 3.20-C) revela que a interface de interacdo com o segundo médulo coesina estd,
predominantemente, carregada negativamente. Acredita-se que 0 excesso de coesina C9 ainda
presente, nas fragBes utilizadas nos ensaios de cristalizagdo, tenha diminuido a probabilidade de haver
formacéo e cristalizacdo do complexo C9X10B. Por outras palavras, a formagéo deste dimero néo
cristalogréafico impediu a ligacdo do doguerina Xyn10B.

3.3.6.Comparacéo das estruturas C2-Xyn10B, C4X10B e C9

A resolucdo das estruturas descritas anteriormente, C4X10B e C9, foram realizadas considerando-
se 0 complexo C2-Xyn10B (PDB:2CCL) como modelo. Nesta secgdo é feita a comparagdo entre as
trés estruturas - C2-Xyn10B, C4X10B e C9 — de modo a identificarmos possiveis semelhangas e

diferencas que poder&o estar implicitas na montagem/organizagédo do celulosoma em estudo.

Numa primeira etapa comparou-se as trés estruturas. O alinhamento das respetivas sequéncias
(Figura 3.21) na ferramenta bioinforméatica MUSCLE (EMBL-EBI) permite-nos confirmar a coeréncia
das percentagens de identidade que a Figura 6 da seccdo 1.3.1.2, verificando que a maioria do

alinhamento reflete 0 mesmo contetido em residuos.

9|  ----m1tLKIGraeGRPGDTVEIPVn1yGVPGKGIASgDFVVSYDPNVLEIIEIEPGe11
C2]  masdgWvWeIGkVtGsvGtTVEIPVy FrGVPSKGIANCDFVFrYDPNVLEIIgIGPGDII
C4|  ----mVrIKvdtVnaKPGDTVrIPVrFsGiPSKGIANCDFVYSYDPNVLEITEIEPGDII

C9]  VDPNPTKSFDTAVYPDRKmIVFLFAEDSGTGAYAITeDGVFATIVAKVKeGAPeGFSale
C2|  VDPNPTKSFDTAiYPDRKIIVFLFAEDSGTGAYAITKDGVFAKIrAtVKSSAP-GY--It
C4|  VDPNPGKSFDTAVYPDRKIIVFLFAEDSGTGAYAITKDGVFATIVAKVKSGAPNG1SvIk

C9]  isEfGaFADNDLVEveTd1InGGVIVt----------- 1gH
C2| FdEVGGFADNDLVEQKvsFIDGGVnVgnatptklehhhhhH

ca| FvEVGGFANNDLVEQKT qF fDGGVNV1-------------- (@]
Cc4l

Figura 3.21 - Alinhamento multiplo das sequéncias dos médulos coesina C2, C4 e C9 pela ferramenta
bioinforméatica MUSCLE, e respetiva arvore filogenética

A sobreposicdo das estruturas obtidas (Figura 3.22-A) mostra-nos que sao estruturalmente
semelhantes, tendo-se obtido um valor de RMSD = 0,677A. Por outro lado, o célculo do potencial
eletroestatico (Figura 3.22-B) permitiu verificar que todos eles possuem, predominantemente, um

potencial carregado negativamente.
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N-terminal

C-terminal

C2-Xyn10B C4X10B C9-C9

Figura 3.22 - A- Sobreposigao das estruturas C2-Xyn10B (Laranja), C4X10B (Azul) e C9 (verde); B-Superficie
de potencial electroestatico dos mddulos coesina C2, C4 e C9. Nas figuras representantes dos complexos C2-
Xyn10B e C4X10B, o mddulo Xyn10B esta representado pela sua cadeia principal.

Numa segunda etapa, comparou-se, no caso dos dois complexos C2-xynl0B e C4X10B, a
participacdo dos residuos de cada sequéncia na formagdo do complexo Coh-Doc. A Tabela 3.9
apresenta os residuos do médulo doguerina Xyn10B envolvidos nas ligagdes por pontes de hidrogénio
e 0s respetivos residuos do médulo coesina, de cada complexo, a que esta associada essa ligacdo. O

PDBePisa (EMBL-EBI) foi a ferramenta utilizada para a construgéo da tabela.

Tabela 3.9 - LigacGes por pontes de hidrogénio entre 0 modulo Xyn10B e os médulos C2 e C4

C2 Xyn10B C4
A:GLU 131[ OE2] B:ASN 10[ ND2]
A:ASP 39[ OD1] B:SER 17[N ] A:ASP 35[ OD1]

A:ASP 39[ OD1]

B:SER 17[ OG ]

A:ASP 35[ OD1]

A:GLY 123[ 0 ]

B:SER 17[ OG]

AGLY 122[ O ]

A:ASN 37[ OD1]

B:SER 17[ OG ]

A:ASN 33[ OD1]

AASP 39[N ]

B:SER 17[ OG]

A:ASP 35[N ]

A:GLU 131[ OE2]

B:THR 18[ OG1]

A:GLU 130[ OE1]

A:ASN 37[ OD1]

B:THR 18[ OG1]

A:ASN 33[ OD1]

B:THR 21[ OG1]

AALA 32[0 ]

A:ASN 37[ ND2]

B:THR 21[ OG1]

A:ASN 33[ ND2]

ALYS 63[0 ]

B:LYS 24[NZ]

AALA 85[0 ]

B:LYS 24[NZ]

AALA 81[0 ]

AASN 127[ O ]

B:ARG 25[ NH1]

A:ASN 126[ O ]

A:GLU 86[ OE2]

B:ARG 25[ NH2]

A:GLU 82[ OE2]

A:ASN 127[ OD1]

B:ARG 25[ NH2]

A:ASN 126[ OD1]

A:GLU 120[ OE1]

B:ARG 57[ NH2]

ATYR 74[ OH]

B:VAL 58[ N ]

ATYR 74[ OH ]

B:LEU 62[O ]

ATYR 70[ OH ]

AARG 77[ NH1]

B:ARG 63[ O ]

AARG 73[ NH1]

A:ARG 77[ NH2]

B:ARG 63[ O ]

A:ARG 77[ NH2]
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A visualizagdo da tabela permite-nos verificar que o complexo C4X10B consegue assegurar 15 dos
18 contactos efetuados pelo complexo C2-Xyn10B. No caso da estrutura obtida para o médulo C9,
tentou-se perceber que residuos poderiam estar envolvidos na formagdo deste dimero n&o-
cristalogréfico. Numa primeira analise verificamos a existéncia de um contacto hidrofébico entre os
residuos Leu79A da coesina C9 e Leu79B da segunda coesina. Este contacto parece substituir o
contacto entre os residuos Leu79A da coesina C4 e Leu62B da doquerina Xynl0B. Construiu-se
também uma tabela que ilustra as ligacGes por pontes de hidrogénio que podem ser formadas entre 0s
dois modulos C9 (Tabela 3.10.)

Tabela 3.10 - Ligacgdes por pontes de hidrogénio entre os mddulos C9.

C9 - cadeia A C9 - cadeia B
A:TYR 70[OH] B:PHE 36[ N ]
A:ASP 35[ OD2] B:TYR 70[ OH]
A:GLU 119[ OE1] B:PRO 71[N ]
A:GLU 119[ OE1] B:ARG 73[N ]

A:PHE 36[N ] B:TYR 70[ OH]
A:LYS 63[NZ] B:ASP 83[ OD1]
ALYS 63[NZ] B:ASP 83[ 0O ]
A:TYR 70[OH] B:ASP 35[ OD2]

A:ASP 72[N ] B:GLU 119[ OE1]

A:ASP 72[N ] B:GLU 119[ OE2]
A:ARG 73[N ] B:GLU 119[ OE1]
A:ARG 73[ NH1] B:ARG 73[ 0 ]
A:ARG T73[ NH2 B:SER 118[ OG ]

Comparando assim as ligacGes por pontes de hidrogénio encontradas nos complexos Coh-Doc e no
dimero C9-C9, podemos verificar que: a ponte de hidrogénio encontrada entre os residuos Asp35A da
coesina C4 e Serl7 da doquerina Xynl10B é coincidente com a que é encontrada entre os residuos
Asp35A da coesina C9 e Tyr70B da segunda coesina C9; a encontrada entre os residuos Tyr70A da
coesina C4 e Leu62 da doquerina Xynl0B é coincidente com a que encontramos entre 0s residuos
Tyr70A da coesina C9 e Asp35B da segunda coesina C9; e ainda que a ponte de hidrogénio entre 0s
residuos Arg73A da coesina C4 e Arg63 da doquerina Xyn10B é coincidente com as encontradas entre

o residuo Arg73A da coesina C9 e os residuos Arg73, Ser118 e Glu119 da segunda coesina C9.

Em suma, a ligacdo da segunda coesina C9, a mesma interface onde o médulo doquerina deveria
estar ligado, parece compensar as ligacdes encontradas no complexo C4X10B, levando assim a crer
que a formacéo do complexo C9-Xyn10B ndo foi conseguido devido ao excesso de coesina presente
na amostra. Podemos, no entanto, inferir que esta interface coesina-coesina nao-cristalogréfica

coincide com a interface que reconhecera a respetiva doguerina na organizacédo celulossomal.
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3.4. Concluséo

Nos ultimos anos, o estudo dos mecanismos de associacdo entre os varios modulos coesina e
doquerina tem sido realizado por Cristalografia de Raios-X em combinacdo com estudos de
mutagénese. E neste contexto que o trabalho desenvolvido no ambito da presente dissertagio procurou
a caracterizacdo estrutural dos varios modulos coesina da proteina de agregacdo CipA em complexo
com 0 mddulo doquerina Xyn10B. Estudos prévios usando géis nativos tinham revelando diferencas

na especificidade e pretendia-se determinar a razdo estrutural para essas diferencas.

O primeiro passo consistiu na expressao e purificacdo dos complexos formados pelos mddulos
coesina e doquerina escolhidos para o estudo. Prosseguiu-se com ensaios de cristaliza¢cdo de modo a
obter cristais de qualidade para a experiéncia de difracdo. De entre as varias condigdes testadas
obtiveram-se apenas cristais nas condi¢cdes 0.2M Acetato de amonio + 0.1M Citrato pH 5.5 + 25%
PEG 4K para o complexo C4-Xyn10B e condi¢Bes 0.2M Acetato de magnésio + 0.1M Cacodilato pH
6.5 + 20% PEG 8K para a coesina C9. A recolha de dados em sincrotrdo dos cristais obtidos permitiu
a determinagdo de duas estruturas tridimensionais, uma para o complexo C4-Xyn10B (1,83 A) e uma
para 0 modulo coesina C9 (1,84 A). A determinacdo das fases foi realizada pelo método de
Substituicdo Molecular, tendo sido possivel localizar os respetivos modulos.

A analise da estrutura tridimensional obtida para o complexo C4-Xyn10B permitiu confirmarmos a
ligacdo a uma das faces da doquerina (hélice 1) a face da coesina C4 composta pelas folhas 4, p6, 7
e B10. Ja a analise tridimensional da estrutura obtida para o dimero ndo-fisiolégico C9-C9, revelou que
a formacdo deste dimero levou a ndo-formacdo do complexo C9-XynlOB. Foi possivel assim
identificar a interface da coesina C9 (composta pelas mesmas folhas p4, p6, B7 e p10), semelhante a
face dos modulos coesina C4 e C2 e que poderd estar envolvida na formagdo do complexo. A
comparagdo do mddulo coesina nestas duas estruturas (complexo C4-Xyn10B e dimero C9-C9) com o
modulo coesina no modelo do complexo C2-Xyn10B (PDB 2CCL) possibilitou, numa primeira
abordagem, verificar as semelhangas entre os médulos coesina C2, C4 e C9 na distribuicdo das
estruturas secundarias presentes na estrutura tridimensional. De seguida, fez-se a comparagdo das
estruturas tridimensionais referentes aos complexos C4X10B e C2-Xyn10B, o que permitiu confirmar
que a ligacdo Coh-Doc é realizada pela mesma hélice da doquerina, ou seja, que esta apresenta a

mesma face de ligacdo.

Em conclusdo, o trabalho apresentado nesta primeira parte da dissertagdo forneceu informacées
estruturais sobre dois modulos coesina, C4 e C9, da CipA, até entdo desconhecidas, permitindo a
futura caracterizacdo da montagem/organizacdo do celulossoma em estudo. Por outro lado, facultou-

nos informacges sobre a formagdo do complexo com o0 médulo Xyn10B.
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Capitulo

Analise das interacoes coesina-doquerina no C.
thermocellum e R. flavefaciens usando a
tecnologia de Microarrays

59



60



4.1. Introducao

Neste capitulo, os mddulos coesina e doquerina em estudo foram anteriormente clonados, pelo
Professor Carlos Fontes e pela Doutora Joana Armada Bras (Faculdade de Medicina Veterinaria),
utilizando dois vetores, pET28a(+) e pET32, permitindo a inser¢do de uma cauda de 6 histidinas (His-
Tag) no terminal N. Além da cauda, as doquerinas foram clonadas com um mddulo tiorredoxina
(TRX) e as coesinas com a sequéncia muito especifica de reconhecimento para a protéase do virus do
tabaco (Tobacco Etch Virus — TEV) (Figura 4.1). O mddulo TRX esta presente nos constructos das
doquerinas pois confere-lhes estabilidade e permite a sua detecdo por anticorpos monoclonais anti-
TRX durante 0 ensaio nos microarrays. Ja a sequéncia TEV, presente no constructo das coesinas,
permite a remocdo especifica da cauda de histidinas da restante proteina. A utilizagdo do vetor
pPET28a(+) é condicionado pelo uso do antibidtico canamicina (KAN), enquanto a utilizagdo do vetor
pET32 é condicionado pelo antibiético ampicilina (AMP).

T7P

(1 TRX| Histag - Doc — PpET32

3

T7P
(2) —* TRX | Histag = Doc — PpET28a(+)

(2) —Ep-Histeg | TEV. ESEE PET282(+)

Figura 4.1 - Constructos utilizados para expressdao dos médulos coesina-doquerina. Os termos Doc e Coh
correspondem aos médulos doquerina e coesina, respetivamente. As coesinas apresentam no seu N-terminal
um modulo TEV e uma His-tag. As doquerinas possuem um moédulo TRX e uma His-tag no seu N-terminal.

Durante este trabalho tentou-se caracterizar as diferentes afinidades e especificidades entre
coesinas e doquerinas de duas espécies, Clostridium thermocellum (C. thermocellum) e Ruminococcus
flavefaciens (R. flavefaciens). Para isso escolheram-se 26 coesinas (14 do C. thermocellum e 7 do R.
flavefaciens) e 46 doquerinas (40 do C. thermocellum e 6 do R. flavefaciens). A lista de todos os
modulos coesinas e doquerinas envolvidas neste estudo encontram-se no Anexo 7B.l. Estudos
anteriores por eletroforese de poliacrilamida em condigdes nativas entre coesinas e doquerinas, usados
para observar a formacgdo de complexos coesina-doquerina em solugdo, mostraram diferencas de
especificidade entre alguns destes modulos.*®! A técnica de microarrays, acoplada a eletroforese de
poliacrilamida em condi¢des nativas, poderd permitir uma primeira determinagdo de interacdes

coesina-doquerina mais rapida.

4.2. Materiais e Métodos
4.2.1. Transformacéo de células competentes

A transformacdo de células competentes foi realizada tendo em conta o método descrito na seccao
3.2.1. Neste capitulo, os transformantes foram selecionados através da adi¢do do antibiético KAN ou

AMP ao meio LB, nas concentracGes de 50 e 100ug/mL, respetivamente, consoante vetor empregue.
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4.2.2. Expressao dos modulos coesina e doquerina de tipo | e 11
Os modulos coesina e doquerina foram sobre-expressos em células de E.coli BL21 (DE3) em meio
de cultura LB. Alguns modulos coesina e doguerina foram expressos num meio LB onde se substituiu

a triptona por peptona.

Cada clone proveniente da transformacéo foi inoculado em meio de cultura LB, condicionado com
0 respetivo antibi6tico, 50pg/mL KAN ou 100pug/mL AMP. O pré-indculo foi incubado a 37°C, a uma
rotacdo de 210 rpm durante a noite (Orbital Shaker-Incubator ES-20, da Grant.bio). No dia seguinte
adicionou-se 2,5mL de cada pré-indculo a um volume final de meio LB condicionado com KAN ou
AMP, respeitando-se a proporcdo 1:200 e 1:100 para expressdo dos médulos coesina e doquerina,
respetivamente. Cada cultura foi incubada a 37°C, a uma rotac¢do de 210 rpm, (Shaker 1S-971R da Lab
Companion), até se alcangar uma D.O.s00nm de 0,6-0,8. Uma vez atingido este valor, cada cultura foi
induzida com IPTG a uma concentracdo final de 1mM e incubada a 19°C, com uma agitagdo de 150
rpm durante a noite (Shaker 1S-971R da Lab Companion). No terceiro dia, as culturas foram
centrifugadas durante 15 minutos a uma temperatura de 4 ou 8°C, consoante rotor usado — velocidades
de 8000 rpm (Rotor JA-14, Avanti J-26 XPI da Beckman Coulter) e 7000 rpm (Rotor GSA, RC 5C
plus da Sorvall®) — respetivamente. O sobrenadante foi descartado e o pellet guardado a -20°C para

posterior purificacdo e de dessalinizacéo.

4.2.3. Purificacdo dos mddulos coesina e doquerina de tipo 1 e 11
Os modulos coesina e doquerina do tipo | e Il foram purificados por uma cromatografia de

afinidade por ides metélicos imobilizados (IMAC) e posteriormente dessalinizados.

Apos recolha das células por centrifugacdo estas foram ressuspendidas em tampao 50mM Hepes a
pH 7,5, 1M NaCl, 5mM CaCl, e 10mM de imidazol (1g/10mL) juntamente com 1ug/uL de DNase |
(Sigma-Aldrich), 300pg/puL de lisozima (Sigma-Aldrich), 10mM MgCl. e uma pastilha de inibidores
de protéases (SIGMAFAST™ Protease Inhibitor Tablets). Posteriormente as células contendo os
modulos coesina foram lisadas por ultrassons em 3 ciclos de 1 minutos (UP50H da Lab Device),
recolhendo-se a fragdo sollvel apos centrifugacdo (Rotor F-34-6-38, Centrifuga 5810R) a 10000 rpm,
durante 30 minutos a 4°C. J4 as células com os mddulos doquerina foram submetidas a 2 ciclos de 1
minuto, recolhendo-se a fracdo sollvel por centrifugacdo (Rotor F-45-30-11, Centrifuga 5810R) a
12000 rpm, durante 30 minutos a 4°C.

4.2.3.1. Cromatografia de afinidade por ides metélicos imobilizados

A cromatografia de afinidade por ides metélicos imobilizados, tal como referido na seccéo
3.2.3.1. é conhecida pela sua elevada eficacia na separacéo de proteinas recombinantes as quais foram
adicionadas uma cauda de histidinas. Cada modulo coesina e doquerina foi purificado por IMAC em

colunas com matriz de Sepharose™ carregada de niquel, His GraviTrap™ de 1 mL, da GE-Healthcare.
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Durante este protocolo foram realizados varios patamares de concentragdes diferentes de
imidazol (10, 60 e 250mM) em que se incluem os passos de equilibrio da coluna, lavagem e de eluicéo
das proteinas em estudo. Para todos os passos utilizou-se a mesma solucéo tampéo base, 50mM Hepes
apH 7,5, 1M NaCl, 5mM CaCl,. As colunas His GraviTrap™ foram primeiramente lavadas com cerca
de 10mL de &gua Mili-Q e posteriormente equilibradas com 10mL de tamp&o com 10mM de imidazol.
Cada extrato foi carregado na sua respetiva coluna. Procedeu-se a uma lavagem inicial com 10mL do
tampdo com 60mM de imidazol. Eluiu-se os modulos coesina e doquerina com um volume de 5 e
2,5mL de tampdo com 300mM de imidazol, respetivamente. Foi realizado o teste de Bradford para

confirmar a presenca das proteinas no produto eluido.

4.2.4. Ensaios de ligacdo e de competicéo entre modulos coesina e doquerina
A capacidade de coesinas e doquerinas interagirem entre si foi determinada por microarray de

proteinas e eletroforese em gel de poliacrilamida, em condi¢des nativas.

4.2.4.1. Ensaios de ligagcdo e de competicdo através da técnica de microarray

A técnica de microarrays, tal como referido na introducdo (seccéo 1.4.1), pode ser dividida, apos
expressdo e purificagdo das proteinas alvo, em 3 etapas: 1) Desenho do padrdo da disposi¢do das
proteinas e a impressao destas mesmas proteinas num suporte sélido seguindo o padrdo estabelecido;

2) Realizacdo do ensaio de ligacdo; 3) Quantificacdo e analise dos resultados.

1) Desenho do padréo da disposi¢do das proteinas e a impressdo destas mesmas proteinas num suporte

sélido sequindo o padrdo estabelecido

Na primeira etapa foram imobilizados os mddulos coesina em estudo, segundo o padrdo
apresentado em anexo (Anexos 7B.Il e 7B.111), a diferentes concentragdes (7,5, 30, 75 e 300pg/mL)
em slides com uma matriz solida de nitrocelulose. Nos varios ensaios foram utilizados slides com
diferentes nimeros (1, 2 e 16) de blocos de nitrocelulose onde sdo feitas as experiéncias de ligacéo.
Nos slides com mais de um bloco é possivel fazer mais do que uma experiéncia, pois cada bloco
corresponde a uma experiéncia. A etapa de impressao, para os slides de 1 e 2 blocos foi realizada
manualmente  utilizando um arrayer manual (MicroCaster™ System da Whatman®,
Schleider&Schuell). A impressdo dos slides com 16 blocos foi realizada por um arrayer robotizado no
laboratério da Professora Ten Feizi no Imperial College em Londres. Os modulos coesina
imobilizados possuem 5pg/mL de Cy3 (Aexcitagio=532nm) na sua composi¢do, um fluoréforo que nos
permite verificar a localizacdo e qualidade dos spots impressos antes de iniciarmos o0 ensaio, através
da sua digitalizagdo. Para um bom resultado de impresséo é necessario que haja equidistancia entre os
Vvarios spots e que estes tenham sempre 0 mesmo diametro (Figura 4.2). Esta visualizagdo é realizada
através da digitalizacdo do respetivo slide impresso num equipamento especializado chamado de

scanner de fluorescéncia de microarrays.
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E importante referir que num ensaio de microarrays de proteinas a detecdo pode ser feita por
fluorescéncia. Entre os marcadores fluorescentes mais utilizados, também denominados de
fluordforos, encontramos as cianinas Cy3 e Cy5. Estes sdo amplamente utilizados nestes ensaios
devido a sua minima interagdo com outras biomoléculas e a sua alta compatibilidade com os lasers

disponiveis nos equipamentos para microarrays.“H“]
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Figura 4.2- Respresentacéo esquematica da visualizagdo do sinal de fluorescéncia emitido por um bloco apés
impressdo e apds o ensaio.

2) Realizacdo do ensaio de microarrays

O método da biotina-estreptavidina (Figura 4.3) é muito utilizado para a dete¢do de um ensaio de
microarrays. Passa pela incubacdo de um primeiro anticorpo, que ao reconhecer a proteina que
interage com a proteina alvo imobilizada, forma um complexo proteina-anticorpo primario. E
posteriormente adicionado um segundo anticorpo marcado por ligacdo a proteina biotina. A presenca
desta proteina leva a que a interacdo proteina alvo-proteina-anticorpo primario-anticorpo secundario
seja reconhecida por uma outra proteina incubada posteriormente — a estreptavidina. A forte interacdo
biotina-estreptavidina permite a dete¢do da interacdo proteina alvo-proteina, sendo esta visualizada
por nova digitalizacdo do slide apés o ensaio. E ainda importante referir que esta visualizagio e
posterior quantificagdo sdo apenas conseguidas pois a estreptavidina esta, também ela, marcada com

um fluoréforo.
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Figura 4.3 - Representagdo esquematica dos principais passos de um ensaio de microarrays de proteinas.

Cada ensaio deve ser acompanhado de pelo menos uma experiéncia de controlo. Um deles passa
pela detecdo das coesinas imobilizadas através do anticorpo priméario anti-histidinas (a-His),
produzido em ratinho, da Sigma-Aldrich. Neste controlo a-His, 0 anticorpo ligar-se-4 as coesinas
imobilizadas, pois estas possuem uma cauda de histidinas. A consequente ligacdo do anticorpo
secundario e interacdo biotina-estreptavidina permitem também neste caso visualizagdo dos spots e
confirmagdo da correta imobilizagdo dos modulos coesina. O outro controlo passa pela realizacdo de
uma experiéncia em que nado foi adicionado nenhum médulo doquerina. O segundo passo passa pela
adicdo do anti-tiorredoxina (a-TRX). Ao utilizarmos este controlo a-TRX e, ndo havendo adigéo de
qualquer doquerina e consequente formacdo do complexo coesina-doquerina, ndo ocorrera ligacao de

nenhum dos anticorpos, e ndo havera qualquer emissédo de fluorescéncia nesses spots.

Neste trabalho, os complexos coesina-doquerina e 0os modulos doquerinas, utilizados nos ensaios

de competicéo e de ligacdo, respetivamente, foram testados as concentragdes de 0,01 e 0,1pg/mL.

Apo6s impressao e digitalizacdo do(s) slide(s) cada bloco foi humidificado com agua Mili-Q e o
excesso retirado por movimentos suaves ou por inversdo do mesmo. Cada slide foi posteriormente
exposto a solucdo de bloqueio (3% BSA, 1% de caseina) que permite bloquear as ligacdes
inespecificas e promover as ligacdes coesina-doquerina. O passo seguinte passou pela adicdo do
maodulo doquerina a testar na respetiva concentragdo em estudo. A detecdo é conseguida por adigdo de
lug/mL de estreptavidina conjugada com o fluor6foro Alexa FlUor 647 (Aexcitacio=635nm) apos
incubacdo inicial dos anticorpos primario — anticorpo monoclonal anti-tiorredoxina (a-TRX),
produzido em ratinho, da Sigma-Aldrich — e secundario - anticorpo IgG—Biotinilado, da Sigma-
Aldrich. Os modulos doquerinas ao possuirem um modulo tiorredoxina ligado, sdo inicialmente
reconhecidos por um anticorpo primario. A seguir, 0 anticorpo secundario biotinilado € reconhecido
pela estreptavidina. A forte interacdo biotina-estreptavidina permitiu, apds scan final do(s) slide(s),
visualizar os resultados e realizar a posterior analise e quantificacdo. E ainda importante referir que
entre cada passo de adi¢do, o(s) slide(s) devem ser incubados a temperatura ambiente, protegidos da

luz direta. Por outro lado, todas as diluicdes necessarias a preparacdo das solucbes foram realizadas
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em 1% BSA, 0,1% caseina em tampdo HBS (5 mM Hepes pH 7.4; 150 mM NaCl, CaCl, 5 mM). O
protocolo detalhado encontra-se apresentado em anexo (Anexo 7B.1V).

3) Quantificacdo e andlise dos resultados

Tal como mencionado anteriormente, no final de cada ensaio é realizado uma segunda digitalizacdo
- scanner GenePix® 4300A (Molecular Devices) - do sinal de fluorescéncia para a energia do laser
selecionado (635 nm) no intuito de visualizarmos e quantificar os resultados obtidos. Os programas
associados aos equipamentos de scanner de fluorescéncia de microarrays, tais como 0 programa
GenePix Pro da Molecular Devices, permitem a anélise das imagens obtidas. Para a digitalizacdo do
slide é necessario a escolha do comprimento de onda do laser pretendido, tendo em conta 0s
fluordforos utilizados durante o ensaio. ApOs este primeiro passo de aquisicdo de imagem, o
processamento da quantificacdo pode ser dividido em trés etapas: 1) criacdo de uma matriz/grelha que
engloba todos os spots testados; 2) quantificacdo das intensidades de fluorescéncia de cada spot e 3)

apresentacao dos resultados.

Numa primeira fase, é necessaria a criacdo de uma matriz/grelha que engloba todos os spots de
cada bloco. A grelha/matriz € criada usando a primeira digitalizagdo como referéncia (apds impressdo
do slide), e depois ajustada a segunda digitalizacdo para depois ser feita a quantificacdo (no final do

ensaio) — Figura 4.4.
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Figura 4.4 - Representacdo esquematica da construgdo da grelha para cada digitalizacdo do slide, através
do programa GenePix Pro da Molecular Devices.
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Esta mesma matriz/grelha, guardada como ficheiro .gps, vai permitir analisar todas as intensidades
de fluorescéncia presentes em cada bloco. Por outras palavras, 0 programa ira determinar a intensidade
na regido ocupada pelo spot, bem como na regido fora do spot (background). A intensidade final de
cada spot é calculada tendo em conta a regido do mesmo, o background e a &rea do spot, cuja
intensidade de pixéis é maior do que a dos pixéis que se encontram fora do spot, mas dentro da regido
da matriz/grelha. Uma vez realizada esta anélise, o programa fornece-nos um novo ficheiro (.gpr) que
contém toda a informac&o adquirida. A apresentacdo dos resultados pode ser feita por meio de graficos
de barras, tabelas ou ainda matrizes. Quanto menor o nimero de experiéncias realizadas por slide,
menor é a complexidade dos resultados, facilitando a apresentacdo dos mesmos. Nalguns casos, 0
ficheiro .gpr pode ser transposto para programas como o0 GraphPad Prism, a partir do qual
apresentamos 0s resultados por meio de graficos. Noutros casos em gque 0 nimero de experiéncias é
elevado ou que estes estdo no seguimento de outros obtidos anteriormente, podem tornar esta tarefa
mais morosa. Para isso, programas associados a bases de dados de microarrays foram desenvolvidos
no grupo da Prof Ten Feizi (Imperial College, Londres), onde é possivel realizar a analise dos
resultados de uma forma semi-automatizada. Além de facilitarem a representacdo dos resultados,
permitem que todas as experiéncias, com o respetivo método utilizado, sejam guardadas para posterior
consulta.

4.2.4.2. Ensaios de ligagdo e competicdo em gel de poliacrilamida em condicfes nativas

A utilizacdo de géis de poliacrilamida em condi¢des nativas permite de uma forma geral, a
verificacdo da estabilidade de cada um dos modulos coesina e doquerina, mas também permite a
realizacdo de ensaios de ligacdo e de competicdo entre diferentes médulos, validando os ensaios em

microarray. A Figura 4.5 representa o esquema de um ensaio de ligagdo e de competicao.
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Figura 4.5 - Esquema do template de ensaio de ligacdo e de competicdo. Doc: doquerina; Cohl:coesina 1;
Coh2: coesina 2; BSA: albumina sérica bovina.

67



Em todos os ensaios é incluida uma proteina como controlo positivo de corrida com um
padrdo de corrida ja conhecido, a albumina sérica bovina (BSA). Os mddulos coesina e doquerina sdo
misturados em propor¢6es equimolares e depois analisados no gel.

Cada gel correspondente a um ensaio de ligagdo tem como controlos ndo s6 a BSA, mas
também os mddulos coesina (Cohl e Coh2) e doquerina (Doc), corridos cada um separadamente em
pocos diferentes. Os seus perfis de migracdo foram utilizados para comparar e analisar os resultados
obtidos na corrida no gel da mistura composta por uma coesina e uma doquerina (Cohl-Doc e Coh2-
Doc).

Para os ensaios de competicdo e destabilizacdo do complexo foram utilizados 6 controlos
positivos corridos separadamente no gel: a BSA, os dois médulos coesina (Cohl e Coh2) que véo
competir pela ligacdo ao modulo doquerina, 0 modulo doquerina (Doc) e os dois complexos coesina-
doquerina (Cohl-Doc e Coh2-Doc) resultantes que serdo testados. No ensaio de destabilizacdo do
complexo, cada médulo coesina (Cohl e Coh2) é incubado com o modulo doquerina. Depois de 1
hora de incubagdo é adicionada um segundo modulo coesina (Cohl ou Coh2). A revelacdo do gel
permite verificarmos qual o complexo destabilizado e/ou qual a ligagdo coesina-doquerina que é mais

estavel.

4.3. Apresentacao e discussao dos resultados
4.3.1. Expressao e purificacdo dos mddulos coesina e doquerina de tipo 1 e 11

Para estudos de especificidade e de afinidade entre modulos coesina e doquerina do tipo | e Il foi
necessaria a expressao e purificacdo de 30 médulos coesina e de 42 dos 46 mddulos doquerina listados

em anexo.

4.3.1.1. Expressao e purificacdo dos modulos coesina de tipo I e 11

Os 30 modulos coesina foram expressos em meio LB, através da indugdo por IPTG, seguindo-se 0
procedimento experimental apresentado na seccdo 4.2.2. E de referir que os modulos coesinas C1, C3,
C4 e OIpC, foram expressas em meio LB com triptona. Todos os restantes foram expressos em meio
LB com peptona. Apds expressos os 30 modulos coesina, procedeu-se & purificacdo por IMAC,
seguida de um processo de dessalinizagdo. A IMAC foi efetuada em colunas His GraviTrap™ de 1
mL, da GE-Healthcare, tendo as fragdes sido dessalinizadas. O respetivo protocolo experimental de
purificacdo encontra-se na seccdo 4.2.3. A andlise eletroforética de todos os mddulos coesina

expressos foram realizados em condigfes desnaturantes e em condicdes nativas (Figuras 4.6 e 4.7).
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Figura 4.6 - Resultados da analise eletroforética em condicfes desnaturantes, apos dessalinizagdo, dos 30
maédulos coesina expressos e purificados. M corresponde ao marcador de pesos moleculares da NZY Tech.

Figura 4.7 - Resultados da andlise eletroforética, em condigBes nativas, apos protocolo de dessalinizagdo dos 30
madulos coesina expressos. A BSA é apresentada como referéncia de corrida.

69



Pela observacdo das Figuras 4.6. e 4.7. verificamos o0 sucesso da expressdo e purificacdo dos 30
modulos coesina em estudo. Algumas bandas ndo estdo visiveis por possuirem uma baixa
concentracdo. Todas as restantes bandas encontram-se entre os 17 e os 26 kDa, 0 que coincide com 0s
pesos moleculares previstos (Anexo 7B.1). As concentragdes de todos os modulos coesina em estudo
foram determinadas através da lei de Lambert-Beer, utilizando o Nanodrop SpectraMax 190 da

Molecular Devices, acoplado ao software SoftMax® Pro Softwares.

4.3.1.2. Expressdo e purificacdo das doquerinas de tipo | e tipo 11

Tentou-se otimizar o protocolo de expressao e purificagdo utilizado para os médulos coesina, a fim
de obtermos a maior quantidade de doquerina no menor volume de crescimento possivel. Para isso,
escolhemos 9 médulos doquerina e testamos diferentes volumes de expressao (5, 50 e 250mL) sempre
respeitando a proporgéo pré-inoculo:indculo de 1:100; dois tipos de lise (lise lenta e lise rapida); duas
colunas de IMAC (His SpinTrap™ e His GraviTrap™, ambas da GE-Healthcare); diferentes volumes
de eluigdo (200pL, 1, 2,5 e 5mL) e duas colunas de dessalinizacdo distintas (GE-25 e PD-10, ambas
da GE-Healtcare). A Figura 4.8. representa o esquema de todas as condiges testadas. E de referir que
todos os resultados foram analisados eletroforéticamente, em condicGes desnaturantes, tendo sido

escolhidos trés possiveis protocolos:

(1) Expressdo num volume de 50mL de meio LB, seguido de purificacdo em coluna His GraviTrap™
de 1mL, com volume de eluicdo de 2,5mL e dessalinizacdo em colunas PD-10;

(2) Expressdo num volume de 50mL de meio LB, seguido de purificacdo em coluna His GraviTrap™
de 600uL, com volume de eluicdo de 1mL e dessalinizacdo em colunas PD-10;

(3) Expressdo num volume de 250mL de meio LB, seguido de purificacdo em coluna His

GraviTrap™ de 1mL, com volume de eluicéo de 2,5mL e dessalinizagdo em colunas PD-10;

Apobs observacdo da analise eletroforética que permitiu a escolha destes trés protocolos, procedeu-
se ao calculo da concentracdo de um moédulo doquerina expresso e purificado segundo estes trés
protocolos acima mencionados, de forma a escolhermos o que seria empregue para o0s restantes 41

maodulos doquerina. A Tabela 4.1, que apresenta estes resultados.

Tabela 4.1 -Concentragdes calculadas ap6s realizagdo dos protocolos (1), (2) e (3).

Protocolo (1) Protocolo (2) Protocolo (3)
4,51 7,26 14,54

O mobdulo CelA proveniente do protocolo (1) foi ainda testado nos microarrays, com o objetivo de
determinarmos se a quantidade de proteina obtida nesse volume (50mL) era suficiente, e se com 0
processo de armazenamento ocorreria uma alteracdo na sua capacidade de interagdo com as coesinas

imobilizadas nos microarrays. Como decorria ainda a implementacdo dos microarrays de coesina no
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nosso laboratério, decidiu-se inicialmente testar a estabilidade das doquerinas expressas e purificadas

aquando do seu armazenamento as temperaturas de -80 e 4°C.

As condicGes de armazenamento testadas, a -80 e 4°C, foram: em tampdo; em tampdo com
1mg/mL BSA e em tampéao com 5% glicerol. Os resultados deste ensaio permitiram verificarmos que
ndo existem alteragdes da estabilidade destes médulos nestas diferentes condigdes. Decidiu-se assim
que estas seriam apenas armazenadas em tampdo a -80°C, sabendo que o0 seu armazenamento a 4°C

também é possivel por pequenos periodos de tempo.
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Figura 4.8 - Esquema da otimizacdo dos protocolos de expressdo, purificacdo e de dessalinizagdo das 46 doquerinas em estudo. A figura descreve para cada volume de
expressdo utilizado, os varios protocolos testados, isto é, que colunas de purificagdo utilizadas (His GraviTrap™ e His SpinTRap™) e os respetivos volumes de coluna
(600uL e 1mL); os volumes de eluicdo (200uL, 1, 2,5 e 5mL); e as colunas de dessalinizagdo utilizadas (PD-10 e GE-25). Os resultados dos varios protocolos estéo
assinalados com um certo (a verde) aquando da obtencéo de um resultado favoravel; com um ponto de interrogracéo (a laranja) na presenga de resultados inconclusivos; e
com uma cruz (a vermelho) aquando da obtencdo de um resultado ndo favoravel a otimizagdo do protocolo.
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Em suma, e tendo em conta todos os resultados anteriormente referidos, escolhemos
expressar e purificar todos os mddulos doquerina seguindo o protocolo (3): Expressdao num
volume de 250mL de meio LB, seguido de purificacdo em coluna His GraviTrap™ de 1mL,
com volume de elui¢do de 2,5mL e dessalinizacdo em colunas PD-10. A anélise eletroforética
em condicdes desnaturantes é apresentada na Figura 4.9.
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Figura 4.9 - Resultados da andlise eletroforética, em condi¢des desnaturantes, ap6s protocolo de
dessalinizacdo das 42 doquerinas expressas. M corresponde ao marcador de pesos moleculares da
NZYTech

4.3.2. Ensaios de ligacao e de competicéo entre os modulos coesina e doquerina
O estudo das interacBes entre modulos coesina e doquerina (Coh-Doc) do tipo | e 1l foi

realizado com o intuito de se determinar as interagdes entre os diferentes médulos Coh-Doc, na
tentativa de se decifrar a organizagdo/montagem do celulossoma do organismo C.
thermocellum. Para isso, realizou-se estudos de afinidade e especificidade utilizando 24
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modulos coesina (17 do organismo C. thermocellum e 7 do organismo R. flavefaciens) e 46
mobdulos doquerina distintas (39 do organismo C. thermocellum e 7 do organismo R.
flavefaciens). Tal como descrito na seccao 4.2.4.1, os médulos coesina foram imobilizados, quer
manualmente, quer rob6ticamente, em quatro concentragdes distintas, 7,5, 30, 75 e 300ug/mL.
E ainda de referir que foram realizados triplicados nos slides de 1 bloco e duplicados nos slides
de 2 e 16 blocos, para cada uma destas concentragdes. Os modulos doquerina foram testados em
duas concentragdes distintas (0,01 ou 0,1uM).

Ensaios de ligacdo em microarrays e validacdo

Os primeiros ensaios foram realizados utilizando slides de 1 bloco, recorrendo a
imobilizacdo manual, onde testamos a ligagcdo dos modulos CelA e XDoc2, doquerinas do tipo |
e |1, respetivamente, a oito médulos coesina, quatro do tipo | (C1, C2, OlpA, COH 2 e OIpC) e
trés do tipo Il (SdbA, Orf2-1, EAM45267-1). Neste estudo, a concentragdo final de doquerina
testada foi de 0,1uM. As Figuras 4.10 e 4.11 descrevem os resultados da andlise quantitativa,

sob a forma de gréaficos de barras.
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Figura 4.10 - Gréficos obtidos para a quantificacdo dos ensaios de ligacdo pela técnica de microarray
para as quatro concentraces dos moédulos coesina (C1, C2, OlpA, OIpC, ShdA, Orf2-1, EAM45267-1 e
COH2) e para a concentracdo de 0,1uM de doquerina (CelA e XDoc?2).
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Figura 4.11 - Gréficos obtidos para a quantificacdo dos ensaios de ligagéo pela técnica de microarray
para as concentracdes de 30 e 75ug/mL dos mddulos coesina (C1, C2, OlpA, OIpC, SbdA, Orf2-1 e
EAM45267-1) e para a concentragdo de 0,1uM de doquerina (CelA e XDoc?2).

Face aos resultados gerais obtidos neste ensaio e visualizando a Figura 4.10., conseguimos
verificar a especificidade entre 0os médulos coesina e doquerina do mesmo tipo. Isto €, a
doquerina do tipo | (CelA) apenas interagiu com as coesinas do tipo I. O mesmo aconteceu para
a doquerina do tipo Il (Xdco2), que apenas interagiu com as coesinas do tipo Il. Verificamos
ainda que esta especificidade apenas ocorre entre médulos Coh-Doc do mesmo organismo, isto
porgue o médulo coesina COH2 (R. flavefaciens) ndo interagiu com nenhum dos mdédulos
doquerina testados. A Figura 4.11. apenas possui 0s resultados obtidos para as concentracdes de
30 e 75ug/mL para uma mais facil interpretagdo dos mesmos. Estes novos graficos permitem-
nos inferir que as interagbes Coh-Doc, quer do tipo I, quer do tipo Il, possuem forcas de
interacdo equivalentes com pequenas diferencas. Os restantes ensaios de ligacdo foram
realizados utilizando slides de 16 bloco, nos quais testamos os 46 modulos doquerinas com 24
dos 30 mobdulos coesina selecionados inicialmente cuja imobilizacdo foi realizada
roboticamente. O resumo da analise dos dados encontra-se apresentado na Figura 4.12. sob a
forma de uma de matriz, na qual apresentamos os diferentes valores de fluorescéncia obtidos
convertidos em valores de percentagem (0-100%). E ainda de referir que apenas sdo
apresentadas na matriz as doquerinas que obtiveram resultados positivos nos ensaios realizados

(18 médulos doquerinas num total de 46).
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Figura 4.12-Resultados da andlise quantitativa, sob a forma de matriz, dos ensaios de ligacdo pela técnica de microarrays para os médulos
doquerina e coesina do tipo | e Il. * - Sinais de ligagdo correspondem as concentra¢des de coesina de 75ug/mL ou 300 pg/mL.
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Esta analise permitiu a verificacdo da alta especificidade das interacbes Coh-Doc: que
doquerinas de um organismo usualmente s6 se ligam a coesinas desse mesmo organismo.
Contudo mesmo dentro da mesma espécie, doquerinas de um tipo sé se ligam a coesinas desse
mesmo tipo, isto é, doquerinas do tipo | s6 se ligam a coesinas do tipo I. No entanto,
conseguimos visualizar algumas excegdes, sendo 0 caso das doquerinas Doc_2195, Doc_2360,
Doc_0405, Doc_0191 e Doc_0578 (tipo 1) que interagem com a coesina Novel2 (tipo Il); da
doquerina CelH (tipo | do C. thermocellum) que interage com a coesina COH 7 (R.
flavefaciens). Verificou-se também perfis de ligacdo diferentes das doquerinas testadas para as
varias coesinas pertencentes a um mesmo tipo. Alguns destes ensaios terdo de ser novamente
realizados, quer em microarrays, quer em géis de poliacrilamida em condicdes nativas, para
posterior validag&o e esclarecimento dos perfis.

Os géis de poliacrilamida em condi¢des nativas foram utilizados para avaliar e validar alguns
dos resultados obtidos e apresentados na matriz, nomeadamente confirmar se 0S novos
constructos (pET28a) dos modulos coesina e doquerina mantém especificidades e afinidades
semelhantes a constructos (pET21a e pET32a) utilizados anteriormente na clonagem destes
mesmos maédulos. Para isso utilizaram-se mddulos coesina e doquerina que tinham sido
previamente estudados e cujas especificidades/afinidades eram ja conhecidas. Para isso, em
cada ensaio foi testada a competi¢do entre dois médulos coesina do tipo | pela ligagdo a um
maédulo doquerina do tipo |, de maneira a percebermos qual dos médulos coesina tem maior
afinidade por um moédulo doquerina especifico. Os ensaios de ligacdo e de competicdo
decorreram consoante 0 método apresentado na sec¢do 4.2.4.2, testando-se 0s seguintes pares
Coh-Doc:

(1) Modulo doquerina CelS, com os mddulos coesina C1, C2, C3 da proteina estrutural

CipA, e OlpA (um modulo coesina presente na parede celular do C. thermocellum);
(2) Mddulo doquerina Xylz, com os modulos coesina C2 e C9 da proteina estrutural CipA;

(3) Mddulo doquerina Xyn10B, com os mddulos coesina C2, C3, C4 e C9 da proteina
estrutural CipA.

Os resultados destes ensaios encontram-se apresentados nas figuras 4.13 a 4.15.
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Figura 4.13 - Resultados dos ensaios de ligacdo e de competi¢do realizados por microarrays e eletroforese
em condigdes nativas (entre os mddulos coesina C2 e C9, e 0 modulo doquerina Xylz). A BSA é
apresentada como referéncia de corrida.
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Figura 4.14 - Resultados dos ensaios de ligacdo e de competicdo realizados por microarrays e por
eletroforese em condices nativas, para a doquerina CelS (entre os modulos coesinas C2 e C9, C2 e OIpA, e
C1e OlpA). A BSA é apresentada como referéncia de corrida.
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Figura 4.15 - Resultados dos ensaios de ligacdo e de competicao realizados por eletroforese em condicdes
nativas, para a doquerina Xyn10B (entre os médulos coesina C2 e C3, C2 e C4, C4e C9, e C2 e C9). ABSA
¢ apresentada como referéncia de corrida.

A observacéo dos geis acima apresentados permitiu verificar a existéncia de diferentes afinidades
entre diferentes pares de Coh-Doc da espécie C. thermocellum. No caso do estudo (3) — Figura 4.15.
— os resultados apenas foram conclusivos para o ensaio onde foram testados simultaneamente os
modulos C2 e C3. Nos restantes, foi dificil observar diferengas de afinidade do modulo doquerina
Xyn10B para os diferentes modulos coesina C2, C4 e C9. No conjunto das 9 experiéncias em que se
testou combinatoriamente estes 3 modulos coesina, nunca houve a formagdo prevalente de um
complexo. A diferenga de resultados pode dever-se a uma diferenga nos constructos utilizados, visto
ndo termos obtido qualquer ligagdo para esta proteina nos microarrays, revelando que esta podera
n&o estar funcional.

Realizou-se uma tabela resumo de modo a concentrar a informagéo recolhida pela visualizacéo
dos resultados dos ensaios realizados por eletroforese em condicdes nativas.

79



Tabela 4.2 - Resumo dos resultados obtidos nos ensaios de ligacdo e de competicdo entre pares Coh-Doc
realizados por eletroforese em, condic¢des nativas.

C1 > OlpA
C2 C9 C2>C9
Cc2 OlpA C2 > OlpA
C2 C9 Cc2>C9
C2 C3 C3>C2

Comparando os resultados obtidos utilizando géis nativos e microarrays, verificamos que a
imobilizacdo parece influenciar a forca de ligacdo dos mddulos doquerina, pois encontramos
diferencas no comportamento do médulo coesina quando se encontra em solucdo ou imobilizado.
Por exemplo, o mddulo CelS parece possuir uma maior forga de ligacdo para 0 médulo C9, quando
este se encontra imobilizado, mas uma maior afinidade para 0 modulo C2 quando em solucdo. A

mesma observagcdo foi feita para 0 modulo doquerina XylZ.

Ensaios de competicdo em microarrays e validacdo

Numa tentativa de tentarmos perceber se esta diferenca de afinidade podera ser influenciada pela
imobilizacdo, decidiu-se realizar um ensaio de competi¢do entre os mddulos coesina C2 e C9, para a
doquerina CelS.

O ensaio de competi¢do entre estes modulos C2 e C9 foi realizado, nos nossos microarrays,
recorrendo a trés slides de 2 blocos. A impressdo das coesinas foi realizada manualmente e em
triplicados nas concentracBes de 7,5, 30, 75 e 300ug/mL. Este ensaio contempla 3 experiéncias
distintas. A primeira experiéncia serviu de controlo, tendo-se testado a doquerina CelS a uma
concentragdo de 0,1 uM para os dois modulos coesina imobilizados. Nas experiéncias 2 e 3 testou-se
0 médulo CelS em complexo com uma das coesinas (C2 ou C9), que far4 uma inibigdo/competicéo
para 0os modulos coesina imobilizados. Nestes ensaios a coesina foi incubada previamente com a
doquerina CelS e numa concentracdo duas vezes maior (0,2M), fazendo com a doquerina esteja
sempre em concentracdo limitante. As Figura 4.16 e 4.17 esquematizam as trés experiéncias

realizadas, bem como os resultados do ensaio, respetivamente.
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Figura 4.17 - Resultados relativos aos ensaios de competicdo pela técnica de microarrays de proteinas para
as concentragdes de 7,5, 30, 75 e 300 pg/mL de coesina imobilizada: A — Graficos referentes aos resultados
para os modulos C2 e C9 imobilizados; B — Gréficos referentes a menor concentragdo onde se verificou a
capacidade de competicdo entre os mddulos em estudo.
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Os resultados acima apresentados levam-nos a concluir que para a concentragdo mais elevada de
coesina imobilizada — 300 pg/mL — ndo existe sensibilidade suficiente para verificarmos a
capacidade de competicdo dos mddulos em estudo. A visualizacdo destes resultados permitem
ainda concluir que o fendbmeno de competicao/inibicdo existe nas concentragfes de 75 pg/mL para
a coesina C2 imobilizada e de 30 e 75 pg/mL para a coesina C9 imobilizada, tendo sido obtido uma
maior competicdo/inibi¢do por parte do modulo C9, quando em complexo com o modulo CelS e
em solucdo. Ou seja, 0 modulo C9 inibe a ligacdo do médulo doquerina Cels aos moédulos coesina

imobilizados. Os resultados obtidos nas restantes concentraces ndo permitem aferir conclusdes.

A Figura 4.17-B mostra-nos os resultados da capacidade de competicdo para a menor
concentragdo de coesina imobilizada. Para o0 mddulo C2 imobilizado, a 75 pg/mL, o médulo C2 em
solucdo inibe a ligacdo em 11% enquanto que o mddulo C9 tem uma inibi¢cdo maior, de 65%. No
caso da imobilizagdo do médulo C9, a 30 pg/mL, verificamos que existe uma inibigdo de ligacéo de
24% por parte do mddulo C2, em complexo com o mddulo doquerina Cels e em solucdo, e uma
inibicdo da ligacéo de 50% do mddulo C9, também em complexo com a CelS e também em solugéo.
Estes resultados revelam uma maior capacidade de competicao/inibicdo por parte da coesina C9 em
relacdo a coesina C2 em solugdo. Verificou-se também que a diferenca de inibi¢do entre as duas
coesinas em solugdo foi maior para a C2 imobilizada (6x) do que para a C9 (2x). Para a melhor

compreensdo destes resultados, mais ensaio terdo de ser realizados.

4.4. Concluséo

A utilizacdo da técnica de microarrays de proteinas permite obter informagdes acerca de forgas
de ligacgdo, afinidades e especificidades das interacBes proteina-proteina. E neste contexto que a
segunda parte deste trabalho procurou estudar estes parametros entre os inimeros médulos coesina e
doquerina existentes nos celulossomas dos organismos C. thermocellum e R. flavefaciens recorrendo

aos microarrays de proteina desenvolvidos no nosso laboratério.

O primeiro passo consistiu na expressao e purificacdo de todos os modulos a serem testados.
Prosseguiu-se com ensaios de ligacdo e de competicdo entre 0s mesmos, conseguindo determinar
diferentes especificidades e percentagens de afinidade. Verificou-se que a interacdo coesina-
doquerina é especifica para cada espécie, possuindo diferentes forcas de ligacdo e afinidades para os
diferentes pares coesina-doquerina. A validacdo realizada para alguns pares Coh-Doc revelou que a
imobilizacdo dos médulos coesina podera influenciar a sua funcéo, tendo sido observadas diferengas

na afinidades e forca de ligacdo para 0 médulo quando em solucéo ou quando imobilizado.
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5. Concluséo geral e perspetivas futuras

A celulose, juntamente com outros polissacaridos da parede celular, sdo 0s compostos organicos
mais abundantes na biosfera. Constituem além de uma fonte de energia renovavel, um material que
pode ser empregue em inimeras aplicacGes biotecnoldgicas. Por esta razdo, a sua hidrélise em
acucares mais simples pela acdo de diferentes enzimas provenientes de diferentes organismos tem
vindo a ser alvo de grande interesse. O conhecimento destes sistemas biolégicos permitird um
melhor aproveitamento destas matérias-primas. Neste trabalho pretendeu-se estudar o celulossoma,
em especial o do microrganismo anaerdbio C. thermocellum através da caracterizagdo e avaliagéo
das interacbes coesina-doquerina, cruciais para a organizacdo/montagem deste complexo
multienzimatico. Para isso utilizaram-se duas técnicas distintas: a cristalografia de raios-X e o0s

microarrays de proteina.

No capitulo 3 foram apresentados os resultados relativos a caracterizacdo das estruturas do
complexo C4-Xyn10B e do modulo C9, na qual comparamos a interacdo dos modulos coesina a
mesma interface do mddulo doquerina Xyn10B. A comparagdo destes modulos e da interacdo C4-
Xyn10B com o modelo C2-Xyn10B permitiu verificar que a localizagdo destes modulos na CipA
podera ndo influenciar diretamente a interacdo com o modulo Xyn10B, ndo conseguindo determinar
a razdo estrutural para as diferencas de afinidade encontradas aquando da realizagdo dos estudos
prévios usando os geis nativos. Com isto, e de modo a perceber se estas semelhangas na interagdo
Coh-Doc se mantém, pretende-se futuramente continuar os estudos estruturais de outros mddulos

coesina da CipA, quer complexados a este mddulo Xyn10B, quer a outros modulos doguerina.

No capitulo 4, apresentamos 0s resultados relativos ao estudo de diversas interacfes Coh-
Doc, a nivel da especificidade, afinidade e forca de ligacdo. Pretendeu-se assim complementar o
estudo realizado no capitulo 3 utilizando uma técnica que permite avaliar um elevado nimero de
proteinas num Gnico ensaio. Nestes resultados confirmamos que a maioria da interacdes Coh-Doc é
realizada entre médulos pertencentes a0 mesmo tipo e a mesma espécie, salvo algumas excecles que
precisam ainda de confirmacdo. Por outro lado, ndo se conseguiu ver interacdo aos modulos coesina
nos microarrays por parte do modulo doquerina XynlOB. Esta incongruéncia precisa de ser
verificada de modo a completar o estudo dos complexos C4-Xynl0B e do mddulo C9 por
Cristalografia de raios-X.

Deste modo pretende-se validar os resultados obtidos nos microarrays, confirmando e
verificando-os por eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢des nativas e também através da
realizacdo dos ensaios de competi¢do/inibicdo, ainda em processo de otimizagdo. Para algumas
doquerinas do C. thermocelum e todas do R. flavefaciens testadas até agora, as condigdes do ensaio

terdo de ser optimizadas, como por exemplo, através do aumento da concentragdo da doquerina
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utilizada. Pretende-se no futuro utilizar esta técnica robusta para o estudo de interacfes coesina-

doquerina em outros organismos celuloliticos.
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76A — Anexos referentes ao estudo estruturais da proteina CipA por Cristalografia de
Raios-X

7A.1 — Composic¢éo dos meios de cultura

Tabela 6A.1- Composicdo dos meios de expressdo utilizados nos testes de expressdao em E. coli. Os meios
foram preparados com agua destilada. Foram de seguida autoclavados a 120°C durante 20 minutos.

Composicao/Reagente
LB B 2xXYP Marca
Peptona - 12 g/L 16 g/L Fluka
Triptona 10 g/L - - Bacto ™ Tryptone BD
Extracto de levedura 5¢g/L 24 g/L 10 g/L Fluka
Cloreto de sédio 10 g/L - 5g/L Scahrlau
7A.11 - Protocolo de purificacdo por cromatografia de afinidade por ides metélicos

imobilizados

1) Lavagem da coluna His-Trap™ com cerca de 50 mL agua Milli-Q a um fluxo de 5 mL/min;

2) Equilibrar a coluna His-Trap™ com solugdo tampdo 50mM Hepes a pH 7.5, 1M NacL a 10mM
imidazol por cerca de 20 mL continuando com um fluxo de 5 mL/min;

3) Injectar extracto proteico alterando o fluxo para 2,5mL/min;

4) Lavagem da coluna His-Trap™ com a solugdo tampdo 50mM Hepes a pH 7.5, 1M NacL a 10mM
imidazol a 2,5 mL/min até valores de absorvancia estabilizarem;

5) Realizar primeiro patamar de lavagem da coluna com 10% da solucéo tampdo 50mM Hepes a pH
7.5, 1M NacL a 250mM imidazol (2,5mL/min);

6) Realizar gradiente de lavagem da coluna até a concentracdo de 250mM imidazol a 2,5mL/min;

7) Lavagem da coluna His-Trap™ com solugéo tampao 50mM Hepes a pH 7.5, 1M NacL a 250mM
imidazol por cerca de 50 mL continuando com um fluxo de 2,5 mL/min;

8) Lavagem da coluna His-Trap™ com agua Milli-Q por cerca de 50 mL com um fluxo de 5
mL/min.

9) Guardar a coluna a 4°C em etanol 20%.

7A.111 -Protocolo de purificacdo por cromatografia de exclusdo molecular

1) Lavagem da coluna Superdex 75™ 10/300 GL com &gua Milli-Q por cerca de 50 mL com um
fluxo de 0,5 mL/min;

2) Equilibrar a coluna Superdex 75™ 10/300 GL com solugédo tampdo 50mM Hepes a pH 7,5,
150mM NaCL e 2mM CaCl; por cerca de 50 mL continuando com um fluxo de 0,5 mL/min;

3) Injectar a mistura de proteinas em frac¢Ges de 500uL com a ajuda de uma seringa;
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4) Lavagem da coluna Superdex 75™ 10/300 GL com solucdo tampdo 50mM Hepes a pH 7,5,
150mM NaCL e 2mM CaCl; por cerca de 5 mL a um fluxo de 0,8 mL/min e continuando os restantes
20mL a um fluxo de 0,5 mL/min;

5) Lavagem da coluna Superdex 75™ 10/300 GL com 50 mL de agua Milli-Q a um fluxo de 5
mL/min.

6) Guardar a coluna a 4°C em etanol 20%.

7A.1V - Protocolo de purificacdo por cromatografia de permuta idnica

1) Lavagem da coluna MonoQ™ 5/50 GL com cerca de 5 mL agua Milli-Q a um fluxo de 2mL/min;
2) Equilibrar a coluna MonoQ™ 5/50 GL com solugéo tampdo 20mM Tris a pH 7,5, 2mM CaCl, e
150mM NaCl por cerca de 5 mL continuando com um fluxo de 2 mL/min;

3) Equilibrar a coluna MonoQ™ 5/50 GL com solugéo tampéo 20mM Tris a pH 7,5, 2mM CaCl, e
1M NaCl por cerca de 5 mL continuando com um fluxo de 2 mL/min;

4) Voltar a equilibrar a coluna MonoQ™ 5/50 GL com solugdo tampdo 20mM Tris a pH 7,5, 2mM
CaCl; e 150mM NacCl por cerca de 5 mL continuando com um fluxo de 2 mL/min;

5) Injectar a mistura de proteinas em frac¢des de 1,8mL com a ajuda de uma seringa;

4) Lavagem da coluna MonoQ™ 5/50 GL com solugéo tampao 20mM Tris a pH 7,5, 2mM CaCl; e
150mM NaCl por cerca de 10 mL continuando com um fluxo de 2 mL/min, até os valores de
absorvancia estabilizarem;

5) Realizar primeiro patamar de lavagem da coluna, por cerca de 10mL, com 10% da solugédo tampéo
20mM Tris a pH 7,5, 2mM CaCl; e 1M NaCl (2mL/min);

5) Realizar gradiente de lavagem da coluna até se atingir a concentracdo maxima de 1M de NaCl a
2mL/min;

6) Lavagem da coluna MonoQ™ 5/50 GL com solucédo 1M NaOH por cerca de 5 mL;

7) Lavagem da coluna MonoQ™ 5/50 GL com agua Milli-Q por cerca de 20 mL com um fluxo de
0,5 mL/min;

6) Guardar a coluna a 4°C em etanol 20%.

7A.V - Screen de cristalizacdo PEG/ION 1K

PEG/lon 1K (1) — 20% PEG 3350; 0.2M Fluoreto de sodio
PEG/lon 1K (2) — 20% PEG 3350; 0.2M Fluoreto de potassio
PEG/lon 1K (3) — 20% PEG 3350; 0.2M Fluoreto de aménio
PEG/lon 1K (4) — 20% PEG 3350; 0.2M Cloreto de litio
PEG/lon 1K (5) — 20% PEG 3350; 0.2M Cloreto de magnésio
PEG/lon 1K (6) — 20% PEG 3350; 0,2M Cloreto de sodio
PEG/lon 1K (7) — 20% PEG 3350; 0,2M Cloreto de célcio
PEG/lon 1K (8) — 20% PEG 3350; 0.2M Cloreto de potassio
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PEG/lon 1K (9) — 20% PEG 3350; 0.2M Cloreto de amdnio
PEG/lon 1K (10) — 20% PEG 3350; 0.2M lodeto de sodio
PEG/lon 1K (11) — 20% PEG 3350; 0.2M lodeto de potassio
PEG/lon 1K (12) — 20% PEG 3350; 0.2M lodeto de amoénio
PEG/lon 1K (13) — 20% PEG 3350; 0.2M Tiocianato de sodio
PEG/lon 1K (14) — 20% PEG 3350; 0.2M Tiocianato de potéssio
PEG/lon 1K (15) — 20% PEG 3350; 0.2M Nitrato de litio
PEG/lon 1K (16) — 20% PEG 3350; 0.2M Nitrato de magnésio
PEG/lon 1K (17) — 20% PEG 3350; 0.2M Nitrato de sodio
PEG/lon 1K (18) — 20% PEG 3350; 0.2M Nitrato de potassio
PEG/lon 1K (19) — 20% PEG 3350; 0.2M Nitrato de amonio
PEG/lon 1K (20) — 20% PEG 3350; 0.2M Formato de magnésio
PEG/lon 1K (21) — 20% PEG 3350; 0.2M Formato de sddio
PEG/lon 1K (22) — 20% PEG 3350; 0.2M Formato de potéassio
PEG/lon 1K (23) — 20% PEG 3350; 0.2M Formato de aménio
PEG/lon 1K (24) — 20% PEG 3350; 0.2M Acetato de litio
PEG/lon 1K (25) — 20% PEG 3350; 0.2M Acetato de magnésio
PEG/lon 1K (26) — 20% PEG 3350; 0.2M Acetato de zinco
PEG/lon 1K (27) — 20% PEG 3350; 0.2M Acetato de sodio
PEG/lon 1K (28) — 20% PEG 3350; 0.2M Acetato de calcio
PEG/lon 1K (29) — 20% PEG 3350; 0.2M Acetato de potéssio
PEG/lon 1K (30) — 20% PEG 3350; 0.2M Acetato de aménio
PEG/Ion 1K (31) — 20% PEG 3350; 0.2M Sulfato de litio
PEG/lon 1K (32) — 20% PEG 3350; 0.2M Sulfato de magnésio
PEG/lon 1K (33) — 20% PEG 3350; 0.2M Sulfato de sédio
PEG/lon 1K (34) — 20% PEG 3350; 0.2M Sulfato potassio
PEG/lon 1K (35) — 20% PEG 3350; 0.2M Sulfato aménio
PEG/lon 1K (36) — 20% PEG 3350; 0.2M Tartarato dissodico
PEG/lon 1K (37) — 20% PEG 3350; 0.2M Tartarato de sodio e potassio
PEG/lon 1K (38) — 20% PEG 3350; 0.2M Tartarato diaménico
PEG/lon 1K (39) — 20% PEG 3350; 0.2M Fosfato monossodico
PEG/lon 1K (40) — 20% PEG 3350; 0.2M Fosfato dissodico
PEG/lon 1K (41) — 20% PEG 3350; 0.2M Fosfato monopotéssico
PEG/lon 1K (42) — 20% PEG 3350; 0.2M Fosfato dipotassico
PEG/lon 1K (43) — 20% PEG 3350; 0.2M Fosfato de aménio
PEG/lon 1K (44) — 20% PEG 3350; 0.2M Fosfato diamonico
PEG/lon 1K (45) — 20% PEG 3350; 0.2M Citrato de litio
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PEG/lon 1K (46) — 20% PEG 3350; 0.2M Citrato de sédio
PEG/lon 1K (47) — 20% PEG 3350; 0.2M Citrato de potassio
PEG/lon 1K (48) — 20% PEG 3350; 0.2M Citrato diamdnico

7A.VI - Screen de cristalizagdo PEG/ION 8K

PEG/lon 8K (1) — 20% PEG 8K; 0.2 M Fluoreto de sodio; pH 7.1

PEG/lon 8K (2) — 20% PEG 8K; 0.2 M Fluoreto de potassio; pH 7.2

PEG/lon 8K (3) — 20% PEG 8K; 0.2 M Fluoreto de amoénio; pH 6.2

PEG/lon 8K (4) — 20% PEG 8K; 0.2 M Cloreto de litio anidro; pH 6.7

PEG/lon 8K (5) — 20% PEG 8K; 0.2 M Cloreto de magnésio hexahidratado; pH 5.8
PEG/lon 8K (6) — 20% PEG 8K; 0.2 M Cloreto de sédio; pH 6.9

PEG/lon 8K (7) — 20% PEG 8K; 0.2 M Cloreto de célcio dihidratado; pH 5.1
PEG/lon 8K (8) — 20% PEG 8K; 0.2 M Cloreto de potéssio; pH 6.9

PEG/lon 8K (9) — 20% PEG 8K; 0.2 M Cloreto de amoénio; pH 6.3

PEG/lon 8K (10) — 20% PEG 8K; 0.2 M lodeto de sadio; pH 6.9

PEG/lon 8K (11) — 20% PEG 8K; 0.2 M lodeto de potéassio; pH 6.8

PEG/lon 8K (12) — 20% PEG 8K; 0.2 M lodeto de aménio; pH 6.2

PEG/Ion 8K (13) — 20% PEG 8K; 0.2 M Tiocianato de sédio; pH 6.9

PEG/lon 8K (14) — 20% PEG 8K; 0.2 M Tiocianato de potassio; pH 7

PEG/lon 8K (15) — 20% PEG 8K; 0.2 M Nitrato de litio; pH 7.1

PEG/lon 8K (16) — 20% PEG 8K; 0.2 M Nitrato de magnésio hexahidratado; pH 5.8
PEG/lon 8K (17) — 20% PEG 8K; 0.2 M Nitrato de sédio; pH 6.8

PEG/lon 8K (18) — 20% PEG 8K; 0.2 M Nitrato de potassio; pH 6.9

PEG/lon 8K (19) — 20% PEG 8K; 0.2 M Nitrato de amonio; pH 6.3

PEG/lon 8K (20) — 20% PEG 8K; 0.2M Formato de magnésio; pH 5.9

PEG/lon 8K (21) — 20% PEG 8K; 0.2 M Formato de sédio; pH 7.2

PEG/lon 8K (22) — 20% PEG 8K; 0.2 M Formato de potéssio; pH 7.3

PEG/lon 8K (23) — 20% PEG 8K; 0.2 M Formato de aménio; pH 6.6

PEG/lon 8K (24) — 20% PEG 8K; 0.2M Acetato de litio dihidratado; pH 7.8

PEG/lon 8K (25) — 20% PEG 8K; 0.2M Acetato de magnésio tetrahidratado; pH 7.7
PEG/lon 8K (26) — 20% PEG 8K; 0.2M Acetato de zinco dihidratado; pH 6.3
PEG/lon 8K (27) — 20% PEG 8K; 0.2M Acetato de sodio trihidratado; pH 7.9
PEG/lon 8K (28) — 20% PEG 8K; 0.2M Acetato de célcio hidratado; pH 7.3
PEG/lon 8K (29) — 20% PEG 8K; 0.2M Acetato de potéassio; pH 7.8

PEG/lon 8K (30) — 20% PEG 8K; 0.2M Acetato de amoénio; pH 7.1

PEG/lon 8K (31) — 20% PEG 8K; 0.2M Sulfato de litio monohidratado; pH 6.4
PEG/lon 8K (32) — 20% PEG 8K; 0.2M Sulfato de magnésio heptahidratado; pH 5.9
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PEG/lon 8K (33) — 20% PEG 8K; 0.2M Sulfato de sédio decahidratado; pH 6.6

PEG/lon 8K (34) — 20% PEG 8K; 0.2M Sulfato de potéssio; pH 6.7

PEG/lon 8K (35) — 20% PEG 8K; 0.2M Sulfato de amonio; pH 6

PEG/lon 8K (36) — 20% PEG 8K; 0.2M Tartarato di-sodio dihidratado; pH 7.2

PEG/lon 8K (37) — 20% PEG 8K; 0.2M Tartarato de potassio/sddio tetrahidratado; pH 7.2
PEG/lon 8K (38) — 20% PEG 8K; 0.2M Tartarato di-amonio; pH 6.6

PEG/lon 8K (39) — 20% PEG 8K; 0.2M Fosfato dihidrogénio de sédio monohidratado; pH 4.5
PEG/lon 8K (40) — 20% PEG 8K; 0.2M Fosfato hidrogénio de disddio dihidratado; pH 9.1
PEG/lon 8K (41) — 20% PEG 8K; 0.2M Fosfato de potassio dihidrogénio; pH 4.7
PEG/lon 8K (42) — 20% PEG 8K; 0.2M Fosfato hidrogénio di-potassio; pH 9.2

PEG/lon 8K (43) — 20% PEG 8K; 0.2M Fosfato dihidrogénio de amonio; pH 4.6
PEG/lon 8K (44) — 20% PEG 8K; 0.2M Fosfato hidrogénio di-amonio; pH 7.9

PEG/lon 8K (45) — 20% PEG 8K; 0.2M Citrato tri-litio tetrahidratado; pH 8.1

PEG/lon 8K (46) — 20% PEG 8K; 0.2M Citrato tri-sddio dihidratado; pH 8.2

PEG/lon 8K (47) — 20% PEG 8K; 0.2M Citrato tri-potassio monohidratado; pH 8.3
PEG/lon 8K (48) — 20% PEG 8K; 0.2M Citrato hidrogénio di-amonio; pH 5

7A.VII - Screen de cristalizacdo JBS 5

JBS5 (1) — 12% PEG 8K; 5%Glicerol; 0.1M Cloreto de potéssio

JBS5 (2) — 12% PEG 8K; 10%Glicerol; 0.1M Cloreto de potassio

JBS5 (3) — 15% PEG 8K; 0.2M Sulfato de aménio

JBS5 (4) — 15% PEG 8K; 0.5M Sulfato de litio

JBS5 (5) — 15% PEG 8K; 0.1M Mes pH6.5; 0.2M Acetato de sddio

JBS5 (6) — 15% PEG 8K; 0.05M Sulfato de amdnio; 0.1M Citrato de sodio
JBS5 (7) — 18% PEG 8K; 0.1M Hepes pH 7.5; 0.2M Acetato de célcio
JBS5 (8) — 18% PEG 8K; 0.1M Hepes pH 7.5; 2% isopropanol; 0.1M Acetato do sddio
JBS5 (9) — 18% PEG 8K; 0.1M Tris pH 8.5; 0.2M Sulfato de litio

JBS5 (10) — 20% PEG 8K; 0.1M Hepes pH 7.5

JBS5 (11) — 20% PEG 8K; 0.1M Hepes pH 6.5; 0.2M Acetato de magnésio
JBS5 (12) — 20% PEG 8K; 0.1M Tris pH 9.5

JBS5 (13) — 22% PEG 8K; 0.1M Mes pH 6.5; 0.2M Sulfato de amonio
JBS5 (14) — 25% PEG 8K; 0.2M Cloreto de litio

JBS5 (15) — 30% PEG 8K; 0.2M Sulfato de amonio

JBS5 (16) — 8% PEG 10K; 0.1M Acetato pH 4.5

JBS5 (17) — 14% PEG 10K; 0.1M Imidazol pH 8

JBS5 (18) — 16% PEG 10K; 0.1M Tris pH 8.5

JBS5 (19) — 18% PEG 10K; 0.1M Tris pH 8.5

99



JBS5 (20) — 20% PEG 10K; 0.1M Hepes pH 8.5; 20% Glicerol; 0.1M Cloreto de sddio
JBS5 (21) — 30% PEG 10K; 0.1M Hepes pH 7.5

JBS5 (22) — 30% PEG 10K; 0.1M Tris pH 8.5

JBS5 (23) — 10% PEG 20K; 0.1M Mes pH 6.5

JBS5 (24) — 17% PEG 20K; 0.1M Tris pH 8.5; 0.1M Cloreto de magnésio

7AVIII — Screen de cristalizacdo JBS 6

JBS6 (1) — 0.5M Sulfato de amonio; 1M Sulfato de litio; 0.1M Citrato de sodio
JBS6 (2) — 1M Sulfato de aménio

JBS6 (3) — 1M Sulfato de aménio; 0.1M Acetato pH 4.5

JBS6 (4) — 1M Sulfato de aménio; 0.1M Hepes pH 7.5; 2% PEG 400

JBS6 (5) — 1M Sulfato de aménio; 0.1M Tris pH 8.5

JBS6 (6) — 1.2M Sulfato de amoénio; 3% Isopropanol; 0.05M Citrato de s6dio
JBS6 (7) — 1.5M Sulfato de amonio; 0.1M Tris pH 8.5; 15% Glicerol

JBS6 (8) — 1.6M Sulfato de amonio; 0.1M Cloreto de litio

JBS6 (9) — 1.6M Sulfato de amoénio; 1M Sulfato de litio

JBS6 (10) — 1.6M Sulfato de aménio; 0.1M Hepes pH 7.5; 0.2M Cloreto de sédio
JBS6 (11) — 1.6M Sulfato de aménio; 0.1M Hepes pH 7.5; 2% PEG 1K
JBS6 (12) — 1.8M Sulfato de aménio; 0.1M Mes pH 8.5

JBS6 (13) — 2M Sulfato de aménio; 2M Cloreto de sodio

JBS6 (14) — 2M Sulfato de aménio; 0.1M Acetato pH 4.5

JBS6 (15) — 2M Sulfato de aménio; 0.1M Mes pH 6.5; 5% PEG 400

JBS6 (16) — 2M Sulfato de amonio

JBS6 (17) — 2.2M Sulfato de amonio

JBS6 (18) — 2.2M Sulfato de amonio; 20% Glicerol

JBS6 (19) — 2.4M Sulfato de amonio; 0.1M Citrato de sédio

JBS6 (20) — 3M Sulfato de aménio; 1% MPD

JBS6 (21) — 3M Sulfato de aménio; 10% Glicerol

JBS6 (22) — 3.5M Sulfato de amédnio; 0.1M Hepes pH 7.5

JBS6 (23) — 3.5M Sulfato de aménio; 0.1M Mes pH 6.5; 1% MPD

JBS6 (24) — 3.5M Sulfato de aménio

7A.1X — Screen de cristalizagdo JBS 7

JBS7 (1) — 10% MPD; 0.1M Hepes pH 7.5, 0.1M Citrato de sédio
JBS7 (2) — 12% MPD; 0.1M Tris pH 8.5; 0.05M Cloreto de magnésio
JBS7 (3) — 15% MPD; 0.1M Acetato pH 4.5; 0.02M Cloreto de calcio
JBS7 (4) — 15% MPD; 0.1M Imidazol pH 8; 5% PEG 4K
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JBS7 (5) — 15% MPD; 0.1M Citrati pH 5.5; 0.2M Acetato de amdnio
JBS7 (6) — 15% MPD; 0.1M Mes pH 6.5; 0.2M Cloreto de magnésio
JBS7 (7) — 15% MPD; 0.1M Hepes pH 7.5; 0.2M Citrato de sédio
JBS7 (8) — 20% MPD; 0.1M Hepes pH 7.5; 0.1M Citrato de sédio
JBS7 (9) — 20% MPD; 0.1M Imidazol pH 8

JBS7 (10) — 20% MPD; 4% Glicerol; 0.2M Cloreto de sédio

JBS7 (11) — 30% MPD; 0.1M Acetato pH 4.5; 0.02M Cloreto de célcio
JBS7 (12) — 30% MPD; 0.1M Citrato pH 5.5; 0.2M Acetato de aménio
JBS7 (13) — 30% MPD; 0.1M Mes pH 6.5; 0.2M Acetato de magnésio
JBS7 (14) — 30% MPD; 0.1M Hepes pH 7.5; 0.5M Sulfato de amonio
JBS7 (15) — 30% MPD; 0.1M Hepes pH 7.5; 0.2M Citrato de sodio
JBS7 (16) — 30% MPD; 0.1M Hepes pH 7.5; 5% PEG 4K

JBS7 (17) — 30% MPD; 0.1M Imidazol pH 8; 10% PEG 4K

JBS7 (18) — 30% MPD; 20% Etanol

JBS7 (19) — 35% MPD

JBS7 (20) — 35% MPD; 0.1M Imidazol pH 8

JBS7 (21) — 40% MPD; 0.1M Tris pH 8.5

JBS7 (22) — 47% MPD; 0.1M Hepes pH 7.5

JBS7 (23) — 50% MPD

7A.X — Screen de cristalizacdo JBS 8

JBS8 (1) — 50% MPD; 15% Etanol; 0.01M Acetato de sodio

JBS8 (2) — 50% MPD; 2% Isopropanol; 0.05M Acetato de sddio; 0.05M Cloreto de sédio
JBS8 (3) — 50% MPD; 0.1M Tris pH 8.5; 0.2M Fosfato de amonio

JBS8 (4) — 55% MPD

JBS8 (5) — 60% MPD; 0.1M Acetato pH 4.5; 0.01M Cloreto de calcio
JBS8 (6) — 60% MPD; 0.02M Acetato de sédio

JBS8 (7) — 70% MPD; 0.1M Mes pH 6.5

JBS8 (8) — 70% MPD; 0.1M Tris pH 8.5; 0.01M Cloreto de célcio

JBS8 (9) — 2% Etanol; 0.1M Tris pH 8.5

JBS8 (10) — 5% Etanol; 0.1M Hepes pH 7.5; 5% MPD

JBS8 (11) — 5% Etanol; 0.1M Tris pH 8.5; 5% MPD; 0.2M Cloreto de sddio
JBS8 (12) — 10% Etanol; 0.1M Tris pH 8.5

JBS8 (13) — 12% Etanol; 0.1M Acetato pH 4.5; 4% PEG 400

JBS8 (14) — 14% Etanol; 0.1M Tris pH 8.5

JBS8 (15) — 18% Etanol; 0.1M Tris pH 8.5

JBS8 (16) — 20% Etanol
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JBS8 (17) — 20% Etanol; 10% Glicerol

JBS8 (18) — 30% Etanol; 10% PEG 6K; 0.1M Acetato de sédio

JBS8 (19) — 45% Etanol

JBS8 (20) — 50% Etanol; 0.01M Acetato de sodio

JBS8 (21) — 60% Etanol; 1.5% PEG 6K; 0.05M Acetato de sédio

JBS8 (22) — 60% Etanol; 0.1M Cloreto de sddio

JBS8 (23) — 2% lsopropanol; 0.1M Tris pH 8.5; 0.01M Sulfato de magnésio

7A.XI — Screen de cristalizacdo JCSG+

JCSG (1) — 50% PEG 400; 0.1 M Acetato de s6dio pH=4.5; 0.2 M Sulfato de litio

JCSG (2) — 20% PEG 3000; 0.1 M Acetato de sédio pH=5.5; 200 mM Sulfato de amonio
JCSG (3) — 30% PEG 3350; 0.2 M Citrato di-amonio hidrogénio

JCSG (4) — 30% MPD; 0.1 M Acetato de s6dio pH=4.6; 0.02 M Cloreto de célcio

JCSG (5) — 20% PEG 3350; 0.2 M Formato de magnésio

JCSG (6) — 20% PEG 1000; 0.1 M Fosfato/citrato pH=4.2; 0.2 M Sulfato de litio

JCSG (7) — 20% PEG 8000; 0.1 M CHES pH=9.5

JCSG (8) — 20% PEG 3350; 0.2 M Formato de amonio

JCSG (9) — 20% PEG 3350; 0.2 M Cloreto de aménio

JCSG (10) — 20% PEG 3350; 0.2 M Formato de potassio

JCSG (11) — 50% MPD; 0.1 M Tris-HCI pH=8.5; 0.2 M Fosfato dihidrogénio de amonio
JCSG (12) — 20% PEG 3350; 0.2 M Nitrato de potassio

JCSG (13) - 0.1 M Citrato pH=4; 0.8 M Sulfato de amonio

JCSG (14) — 20% PEG 3350; 0.2 M Tiocianato de sodio

JCSG (15) — 20% PEG 6000; 0.1 M Bicina pH=9

JCSG (16) — 10% PEG 6000; 10% PEG 8000; 8% Etilenoglicol; 0.1 M HEPES pH=7.5
JCSG (17) — 40% MPD; 5% PEG 8000; 0.1 M Cacodilato de sodio pH=6.5

JCSG (18) — 40% Etanol; 5% PEG 1000; 0.1 M Fosfato/citrato pH=4.2

JCSG (19) — 8% PEG 4000; 0.1 M Acetato de sddio pH=4.6

JCSG (20) — 10% PEG 8000; 0.1 M Tris-HCI pH=7; 0.2 mM Cloreto de magnésio
JCSG (21) — 20% PEG 6000; 0.1 M citrato pH=5; 100 mM Acetato de sodio

JCSG (22) — 50% PEG 200; 0.1 M Cacodilato de sédio pH=6.5; 0.2 M Cloreto de magnésio
JCSG (23) — 1.6 M Citrato tri-sodio

JCSG (24) — 20% PEG 3350; 0.2M Citrato tri-potéssio

JCSG (25) — 20% PEG 8000; 0.1 M Fosfato/citrato pH=4.2; 0.2 M Cloreto de sodio
JCSG (26) — 20% PEG 6000; 0.1 M Citrato de so6dio pH=4; 1 M Cloreto de litio

JCSG (27) — 20% PEG 3350; 0.2 M Nitrato de aménio

JCSG (28) — 10% PEG 6000; 0.1 M NaHEPES pH=7; 0.8 M Fosfato dihidrogénio de sddio
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JCSG (29) — 0.8 M Fosfato dihidrogénio de sodio; 0.8 M Fosfato dihidrogénio de potéssio; 0.1 M
NaHEPES pH=7.5

JCSG (30) — 40% PEG 300; 0.1 M Fosfato/citrato pH=4.2

JCSG (31) — 10% PEG 3000; 0.1 M Acetato de sédio pH=4.5; 0.2 M Acetato de zinco

JCSG (32) — 20% Etanol; 0.1 M Tris-HCI pH=8.5

JCSG (33) — 25% 1,2-Propanodiol; 10% Glicerol; 0.1 M Fosfato sodio/potéssio pH=6.2
JCSG (34) — 10% PEG 20000; 2% Dioxano; 0.1 M Bicina pH=9

JCSG (35) — 2 M Sulfato de amonio; 0.1 M Acetato de sodio pH= 4.6

JCSG (36) — 10% PEG 1000; 10% PEG 8000

JCSG (37) — 24% PEG 1500; 20% Glicerol

JCSG (38) — 30% PEG 400; 0.1M Na HEPES pH=7.5; 0.2 M Cloreto de magnésio

JCSG (39) — 50% PEG 200; 0.1 M Fosfato de sédio/potéssio pH=6.2; 0.2 M Cloreto de sédio
JCSG (40) — 30% PEG 8000; 0.1 M Acetato de sédio pH=4.5; 0.2 M Sulfato de litio

JCSG (41) — 70% MPD; 0.1 M HEPES pH=7.5

JCSG (42) — 20% PEG 8000; 0.1 M Tris-HCI pH=8.5; 0.2 M Cloreto de magnésio

JCSG (43) — 40% PEG 400; 0.1 M Tris-HCI pH=8.5; 0.2 M Sulfato de litio

JCSG (44) — 40% MPD; 0.1 M Tris-HCI pH=8

JCSG (45) — 25.5% PEG 4000; 15% Glicerol; 0.17 M Sulfato de amonio

JCSG (46) — 40% PEG 300; 0.1 M Cacodilato de s6dio pH=6.5; 0.2 M Acetato de calcio
JCSG (47) — 14% 2-propanol; 30% Glicerol; 0.07 M Acetato de sédio pH=4.6; 0.14 M Cloreto de
calcio

JCSG (48) — 16% PEG 8000; 20% Glicerol; 0.04 M Fosfato dihidrogénio de potassio

7A.XI1 — Screen de cristalizacao 80!
80! (1) - 0,1 M Acetato pH=4,5; 0,2 M Cloreto de célcio; 30% MPD
80! (2) - 0,1 M MES pH=6,5; 1 M Tartarato de potassio/sddio;
80! (3) - 0,4 M Fosfato de aménio
80! (4) - 0,1 M Tris-HCI pH=8,5; 3 M Sulfato de aménio
80! (5) - 0,1 M HEPES pH=7,5; 0,2 M Citrato de sodio; 30% MPD
80! (6) - 0,1 M Acetato pH=4,5; 0,2 M Cloreto de magnésio; 30% PEG 4K — A6
80! (7) - 0,1 M HEPES pH=7,5; 1,2 M Citrato de sodio
80! (8) - 0,2 M Citrato de sddio; 2M Sulfato de aménio — A8
80! (9) - 0,1 M Citrato pH=5,5; 0,2 M Acetato de amdnio; 30% PEG 400
80! (10) -0,1 M Acetato pH=4,5; 1,5 M Fosfato de aménio
80! (11) -0,1 M HEPES pH=7,5; 1,5 M Fosfato hidrogénio di-potassio; 1,5 M Fosfato
hidrogénio di-sodio; 0,2 M Sulfato de amonio
80! (12) -0,1 M Tris-HCI pH=8,5; 0,2 M Citrato de sddio; 20% PEG 400
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80! (13) -0,1 M HEPES pH=7,5; 0,2 M Cloreto de célcio; 25% PEG 4K

80! (14) -0,1 M MES pH=6,5; 0,1 M Cloreto de magnésio; 30% PEG 8K

80! (15) -0,1 M Citrato pH=5,5; 0,2M Sulfato de litio; 30% PEG 4K — B3

80! (16) -0,1 M Acetato pH=4,5; 1 M Sulfato de litio

80! (17) -0,1 M Tris-HCI pH=7,5; 0,2 M Fosfato de amonio; 30% MPD — B5
80! (18) -0,1 M Tris-HCI pH=7,5; 0,2 M Acetato de amoénio; 1,5 M Fosfato hidrogénio di-
potassio; 1,5 M Fosfato dihidrogénio de sodio

80! (19) -0,1 M Citrato pH=5,5; 0,1 M Sulfato de aménio; 30% PEG 8K

80! (20) -0,1 M MES pH=6,5; 30% MPD

80! (21) -0,1 M HEPES pH=7,5; 0,2 M Cloreto de magnésio; 30% PEG 4K — B9
80! (22) -0,1 M Tris-HCI pH=8,5; 0,2 M Acetato de sodio; 30% PEG 4K

80! (23) -0,1 M Tris-HCI pH=7,5; 1 M Tartarato de potassio/sodio;

80! (24) -0,1 M Tris-HCI pH=8,5; 0,2 M Cloreto de célcio

80! (25) -0,1 M Citrato pH=5,5; 0,5 M Acetato de aménio; 30% MPD

80! (26) -0,1 M MES pH=6,5; 2 M Acetato de sodio

80! (27) -0,1 M MES pH=6,5; 0,2 M Tartarato de potéssio/sddio; 30% PEG 8K — C3
80! (28) -0,1 M HEPES pH=7,5; 1 M Tartarato de potassio/sodio

80! (29) -0,1 M Acetato pH=4,5; 0,2 M Sulfato de amonio; 30% PEG 400

80! (30) -0,1 M HEPES pH=7,5; 0,1 M Sulfato de amdnio; 20% PEG 4K

80! (31) -0,1 M MES pH=6,5; 2 M Sulfato de amdnio

80! (32) -0,1 M MES pH=6,5; 0,2 M Cloreto de sodio; 30% Etanol

80! (33) -0,1 M HEPES pH=7,5; 0,2 M Cloreto de magnésio; 30% Etanol

80! (34) -0,1 M Tris-HCI pH=8,5; 0,2 M Acetato de amoénio; 30% Etanol

80! (35) -0,1 M Acetato pH=4,5; 0.2 M Cloreto de célcio; 30% Etanol

80! (36) -0,1 M HEPES pH=7,5; 0,2 M Acetato de s6dio; 30% Etanol

80! (37) -0,1 M HEPES pH=7,5; 0,2 M Cloreto de magnésio; 30% Isopropanol
80! (38) -0,1 M Cacodilato pH=6,5; 30% MPD

80! (39) -0,1 M Acetato pH=4,5; 2 M Formato de sodio

80! (40) -0,1 M Cacodilato pH=6,5; 0,2 M Citrato de sédio; 40% Isopropanol
80! (41) -0,1 M HEPES pH=7,5; 20% PEG 400; 10% Isopropanol

80! (42) -0,1 M HEPES pH=7,5; 1 M Sulfato de litio

80! (43) -0,1 M Tris-HCI pH=8,5; 0,2 M Sulfato de litio; 30% PEG 4K

80! (44) -0,1 M Cacodilato pH=6,5; 0,2 M Sulfato de amdnio; 30% PEG 6K
80! (45) -0,1 M Acetato pH=4,5; 1,5 M Acetato de sodio

80! (46) -0,1 M Citrato de s6dio; 1 M Fosfato dihidrogénio de amonio

80! (47) -4M Formato de sddio
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80! (48) -0,1 M HEPES pH=7,5; 1,2 M Citrato de s6dio

80! (49) -0,4 M Tartarato de potéssio/sédio

80! (50) -0,1 M Tris-HCI pH=8,5; 0,2 M Cloreto de magnésio; 30% PEG 4K

80! (51) -0,1 M Cacodilato pH=6,5; 1,4 M Acetato de sodio

80! (52) -0,1 M Citrato pH=5,5; 0,2 M Acetato de aménio; 30% PEG 4K

80! (53) -0,1 M Citrato pH=4,5; 0,2 M Acetato de amdnio 30% PEG 4K — E5

80! (54) -0,1 M HEPES pH=7,5; 0,2 M Cloreto de célcio; 28% PEG 400 - E6

80! (55) -0,1 M Cacodilato pH=6,5; 0,2 M Sulfato de amonio; 30% PEG 8K

80! (56) -0,1 M Cacodilato pH=6,5; 0,2 M Acetato de magnésio; 30% PEG 8K — E8
80! (57) -0,1 M Tris-HCI pH=8,5; 0,2 M Acetato hidrogénio de amonio; 30% Isopropanol
80! (58) -0,1 M Acetato pH=4,5; 0,2 M Sulfato de amonio; 25% PEG 4K

80! (59) -0,1 M Cacodilato pH=6,5; 0,2 M Acetato de magnésio; 30% MPD

80! (60) -0,1 M Acetato pH=4,5; 0,2 M Cloreto de célcio; 20 % Isopropanol

80! (61) -0,1 M Imidazol pH=7; 1 M Acetato de sddio;

80! (62) -0,1 M Cacodilato pH=6,5; 0,2 M Citrato de so6dio; 20 % Isopropanol

80! (63) -0,1 M Cacodilato pH=6,5; 0,2 M Acetato de sodio; 30% PEG 8K

80! (64) -0,2 M Sulfato de aménio; 30% PEG 8K — F4

80! (65) -0,2 M Sulfato de amdnio; 30% PEG 4K

80! (66) -66. 0,1 M HEPES pH=7,5; 1,6 M Fosfato hidrogénio di-potéssio; 1,6 M Fosfato
dihidrogénio de sodio

80! (67) -0,1 M Tris-HCI pH=8,5; 8% PEG 8K

80! (68) -0,1 M Acetato pH=4,5; 8% PEG 4K

80! (69) -0,1 M HEPES pH=7,5; 1,8 M Fosfato dihidrogénio de amonio; 2% PEG 400
80! (70) -0,1 M Citrato pH=5,5; 20% PEG 4K; 20 % Isopropanol

80! (71) -0,05 M Fosfato hidrogénio di-potassio; 20% PEG 8K

80! (72) -30% PEG 1K

80! (73) -0,2 M Formato de magnésio

80! (74) -0,1 M Cacodilato pH=6,5; 0,2 M Acetato de zinco; 18% PEG 8K

80! (75) -0,1 M Cacodilato pH=6,5; 0,2 M Acetato de célcio; 18% PEG 8K

80! (76) -0,1 M Acetato pH=4,5; 2 M Sulfato de amdnio

80! (77) -0,1 M Tris-HCI pH=8,5; 2 M Sulfato de aménio

80! (78) -1 M Sulfato de litio; 2% PEG 8K

80! (79) -0,5 M Sulfato de litio; 18% PEG 8K

80! (80) -0,1 M Citrato pH=5,5; 0,2 M Acetato de amdnio; 20 % PEG 4K; 20 % Isopropanol
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7B - Anexos referentes ao estudo das interaccdes coesina-doquerina no C.
thermocellum e R. flavefaciens por microarrays

7B.1 - Informacé&o sobre os modulos coesina e doquerina

Tabela 7B.1 - Informacdo sobre os médulos coesina em estudo do C. thermocellum. A tabela apresenta o
namero de residuos de aminoacidos (aa) presentes na sequéncia, o peso molecular (PM) e o coeficiente de
extin¢do molecular da mesma (€). Estes pardmetros foram determinados pela ferramenta Expasy

ID do gene Proteina Dominio a que a proteina esta associada Né]:;e;‘o (Da(zr'\r:lol‘l)) (M'1?cm'1)
Cthe_1307 C1 Tipo | — Proteina de ancoragem CipA 164 17346,7 5960,0
Cthe_1307 Cc2 Tipo | - Proteina de ancoragem CipA 164 17688,8 8940,0
Cthe_1307 C3 Tipo | - Proteina de ancoragem CipA 167 18089,4 7450,0
Cthe_1307 C4 Tipo | - Proteina de ancoragem CipA 167 18104,3 7450,0
Cthe_1307 C7 Tipo | - Proteina de ancoragem CipA 167 18123,4 7450,0
Cthe_1307 C9 Tipo | - Proteina de ancoragem CipA 168 17998,1 7450,0
sfi OlpA Tipo | - Proteina de ancoragem CipA 172 18999,5 5960,0
sfi OlpC Tipol — Proteina OlpC (parede celular) 177 19781,3 10430,0
Cthe_0735 Novel2 Tipo Il — Proteina Novel 2 (parede celular) 191 20812,3 18910,0
sfi SdbA Tipo Il - Proteina SdbA (parede celular) 189 20704,3 15930,0
Cthe_3079 Orf2-1 Tipo Il — Proteina Orf2 (parede celular) 187 20764,5 17420,0
Cthe_3079 Orf2-2 Tipo Il - Proteina Orf2 (parede celular) 186 20518,2 24410,0
Cthe 3078 | EAMA45291-1 Tipo Il — Proteina OlpB (parede celular) 187 20469,9 14440,0
Cthe_3078 | EAMA45291-2 Tipo Il - Proteina OlpB (parede celular) 188 20392,9 24410,0
Cthe 0736 | EAMA45267-1 Tipo Il — Proteina Ext 187 20623,1 20400,0
Cthe_0736 | EAM45267-2 Tipo Il - Proteina Ext 184 20076,7 17420,0
Cthe_0736 | EAM45267-3 Tipo Il - Proteina Ext 186 20243,7 15930,0
Cthe_0736 | EAMA45267-4 Tipo Il - Proteina Ext 188 20427,9 20400,0
Cthe_0736 | EAM45267-5 Tipo Il - Proteina Ext 184 20419,1 21890,0
Cthe_0736 | EAM45267-6 Tipo Il - Proteina Ext 185 20672,2 23380,0
Cthe_0736 | EAM45267-7 Tipo Il - Proteina Ext 183 20244,6 20400,0
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Tabela 7B.2 - Informacdo sobre os médulos doquerina em estudo do C. thermocellum. A tabela apresenta o
namero de resiudos de aminoacidos presentes na sequéncia, o peso molecular (PM) e o coeficiente de extincdo
molecular da mesma (€). Estes pardmetros foram determinados pela ferramenta Expasy.

ID do gene Dominio a que a proteina esta associado Proteina N(;’Jem;;o (Z'\nﬁo(ll'?;) . gI\ZI]'_l)
Cthe_3077 Tipo Il — Proteina de ancoragem XDoc2 284 30612,7 | 31400,0
Cthe_0624 Beta-glicosidase -Familia 9 CELJ) 194 21316,0 |22920,0
Cthe_0918 Proteina de funcdo desconhecida UNK_1 190 20780,0 | 18450,0
Cthe_0912 Beta-glicosidases - Familia 10 Xyn10B 193 20891,0 | 15470,0
Cthe_0435 Médulo com homologia a proteinas de ligagdo ao DNA DNA_binding 195 21534,5 | 25440,0
Cthe_0258 Proteina de fungdo desconhecida UNK_7 194 21096,2 | 22460,0
Cthe_2271 Proteina de fungdo desconhecida DB1 194 21235,1 |24410,0
Cthe_2271 Proteina de fungdo desconhecida DB2 196 21254,9 | 21430,0
Cthe_1806 Imunoglobulina - Grupo 2 XDoc22 291 31896,9 |28420,0
Cthe_1963 Beta-glicosidase — Familia 10 Xylz 193 20869,7 | 16960,0
Cthe_1472 Beta-glicosidase —Familia 5 CelH 199 21938,0 | 16960,0
Cthe_0269 Beta-glicosidase — Familia 8 CelA 193 21055,9 | 19940,0
Cthe_2089 Beta-glicosidase — Familia 48 GHA48 (CelS) 192 20869,5 | 18450,0
Cthe_0043 Beta-glicosidase — Familia 9 Doc_0043 190 20373,1 | 15470,0
Cthe_3012 Médulo de ligacéo a hidratos de carbono — Familia 6 Doc_3012 191 20653,4 | 19940,0
Cthe_2949 Esterase de pectinas Doc_2949 193 21134,0 | 19940,0
Cthe_2179 Liase de &cido poligalacturonico Doc_2179 192 21042,9 | 18450,0
Cthe_0661 Ricina — Familia B das Lectinas Doc_0661 190 20782,5 | 16960,0
Cthe_2195 Madulo de ligacdo a hidratos de carbono — Familia 6 Doc_2195 191 20860,8 | 15470,0
Cthe_1398 Proteina de funcéo desconhecida Doc_1398 195 21385,3 | 25440,0
Cthe_2812 Beta-glicosidase — Familia 9 Doc_2812 191 21001,8 | 19940,0
Cthe_1400 Beta-glicosidase — Familia 53 Doc_1400 195 21323,2 | 22920,0
Cthe_2972 Beta-glicosidase — Familia 11 Doc_2972 193 20828,6 | 16960,0
Cthe_0729 Proteina de fungdo desconhecida Doc_0729 192 21057,8 | 22920,0
Cthe_0543 Beta-glicosidase — Familia 9 Doc_0543 198 21926,9 | 19940,0
Cthe_0821 Proteina com ';gr;g"dg%ig‘oat‘i’p?g;”io do fator de Doc_0821 104 | 211581 |22460,0
Cthe_2549 Proteina de fungdo desconhecida Doc_2549 194 21287,1 | 22920,0
Cthe_2196 Beta-glicosidase — Familia 43 Doc_2196 192 20934,7 | 15470,0
Cthe_0640 Proteina de fungdo desconhecida Doc_0640 193 21055,7 | 18450,0
Cthe_1271 Modulo de ligagdo a hidratos de carbono — Familia 6 Doc_1271 191 20613,2 | 15470,0
Cthe_2138 Beta-glicosidase — Familia 43 Doc_2138 194 21063,9 | 23950,0
Cthe_0191 - Inibidor protease — Familia serpina 14 Doc_0191 192 21083,9 | 18450,0
Cthe_0536 Beta-glicosidase — Familia 5 Doc_0536 189 20363,1 | 16960,0
Cthe_2147 Beta-glicosidase — Familia 5 Doc_2147 193 20870,6 | 16960,0
Cthe_0274 Beta-glicosidase — Familia 9 Doc_0274 198 21662,6 | 19940,0
Cthe_2360 Beta-glicosidase — Familia 9 Doc_2360 191 20977,9 | 16960,0
Cthe_0405 Beta-glicosidase — Familia 5 Doc_0405 188 20403,2 | 19480,0
Cthe_0578 Beta-glicosidase — Familia 9 Doc 0578 198 21619,6 |21430,0
Cthe_0190 Inibidor protéase — Familia serpina 14 Doc_0190 190 20768,6 | 18450,0
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Tabela 7B.3 - Informagdo sobre os modulos coesina em estudo do R. flavefaciens. A tabela apresenta o
ntmero de residuos de aminoacidos presentes na sequéncia o peso molecular (PM) e o coeficiente de extingdo
molecular da mesma (€). Estes pardmetros foram determinados pela ferramenta Expasy.

Proteina Dominio a que a proteina esta associado Ngemae;o (Da(gPrl\r?ol'l)) (M'l?cm‘l)
COH 2 ScaA (WP_009986657.1) 165 17639,0 6020,0
COH5 ScaB (WP_009986658.1) 165 17643,0 5960,0
COH7 ScaB (WP_009986658.1) 163 16956,0 18510,0
COH13 ScaE (WP_009986662.1) 221 23556,0 32890,0
COH14 ScaA (WP_09984551.1) 188 20119,0 26990,0
COH15 sfi 217 23501,0 21560,0
COH16 ScaC (WP_009986682.1) 236 26468,0 31920,0
COH17 WP_009988208.1 187 19907,0 21490,0

Tabela 7B.4 - Informacdo sobre os moédulos doquerina em estudo do R. flavefaciens. A tabela apresenta o
namero de resiudos de aminoacidos presentes na sequéncia, o peso molecular (PM) e o coeficiente de
extingdo molecular da mesma (€). Estes parametros foram determinados pela ferramenta Expasy.

Proteina Ndamero PM €
de aa (Da (gmol?)) (M-1.cm?)
D05 220 23781 20190
D08 213 22939,8 22585
D12 214 23078,1 20190
D22 202 21980 15595
D33 220 23575,7 28210
D239 210 22710,8 21095
D47 212 23023,2 20065

7B.11 — Padr&o de impressao dos mddulos coesina realizado roboticamente

7,5 30 75 300 [Coh] (ug/mL)
L N
C1 [ X J ® e
c3 [ X ) ® e 4
c9 o0 ® @ OlpA
Novell L ® ® Novel2
ShdA [ X ® ® Orf21
Orf2-2 LN ® ® OQlpB-1
EXT-1 ®e® ® ® EXT3
EXT-4 'K ) ® o EXT-6
EXT-7 [ X ) ® ® COH2
COH5 [ X ) ® ® COH7
COH14 L N ® ® COH15
"COH16 X ® ® (OH17

Figura 7B.1 — Representagdo esquematica da impresséo dos slides de 16 blocos dos mddulos coesina.
Cada maodulo foi impresso em quatro concentragoes diferentes (7,5, 30, 75 e 300 pg/mL).
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7B.111 — Padréo de impressdo dos médulos coesina realizado manualmente

7,5 30 75 300  [Coh] (ng/mL)

o000

Cc1 [ I

H,0 ®e

C2 (X

H,0 o0

ShdA [ N

H,0 0

Orf2-1 (K

H,0 (X

EAMA45267-1 [ X ]

H,0 (X

COH2 [ X

H,0 0

Novell LK

Figura 7B.2 - Representacdo esquematica da impressdo dos slides de 1 bloco dos mddulos coesina.
Cada médulo foi impresso em quatro concentra¢@es diferentes (7,5, 30, 75 e 300 pg/mL).

7,5 30 75 300 [Coh] (ug/mL)
000
2 (X
H,0 e
& (X )
2 (X
H,0 ®e
Cc9 ® 0

Figura 7B.3 - Representacdo esquematica da impressdo dos slides de 2 blocos dos modulos coesina C2 e C9.
Cada modulo foi impresso em quatro concentracdes diferentes (7,5, 30, 75 e 300 pg/mL).
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7B.1V — Protocolo de Microarrays

1) Digitalizar o slide para a fluorescéncia do fluor6foro Cy3 (Rexcitacio=532nmM);

2) No caso de utilizarmos slides de 1 ou 2 blocos, colocar 0 mesmo numa tampa de caixa de petri,
de acordo com a Figura 7B.4. No caso de utilizarmos slides de 16 blocos, colocar 0 mesmo no
suporte Fast QQ, com o respetivo gasket;

3) Lavar cada bloco com 4gua Mili-Q. Remover 0 excesso com a micropipeta, tendo cuidado para
nao tocar a nitrocelulose;

4) Adicionar 1mL (slides de 1 ou 2 blocos) ou 150 L (slides de 16 blocos) de solucdo de blogueio
(3% BSA, 1% de Caseina). Cobrir com papel de aluminio e incubar durante 1 hora a temperatura
ambiente;

5) Remover a solugdo de bloqueio e lavar o slide com &gua Mili-Q, segundo o passo 3);

6) Adicionar 1mL (slides de 1 ou 2 blocos) ou 90uL (slides de 16 blocos) do médulo doguerina (0,1
ou 0,01uM) no bloco correspondente, preparado na solucéo de diluicdo (0,1% BSA, 0,1% Caseina
em tampédo HBS (5 mM Hepes pH 7.4; 150 mM NaCl, CaCl, 5 mM). Cobrir e incubar durante 1 hora
a temperatura ambiente;

7) Remover o excesso de cada modulo doquerina e lavar cada bloco com 1mL (slides de 1 ou 2
blocos) ou 150pL (slides de 16 blocos) de tampéo HBS. Repetir esta lavagem 4 vezes;

8) Adicionar 1mL (slides de 1 ou 2 blocos) ou 90uL (slides de 16 blocos) da anticorpo primario
(3pg/mL) em cada bloco, preparado na solucdo de diluicdo. Cobrir e incubar durante 1 hora a
temperatura ambiente;

9) Remover o excesso de anticorpo primario (e lavar cada bloco com 1mL (slides de 1 ou 2 blocos)
ou 150uL (slides de 16 blocos) de tampdo HBS. Repetir esta lavagem 4 vezes;

10) Adicionar 1mL (slides de 1 ou 2 blocos) ou 90uL (slides de 16 blocos) da anticorpo secundario
(1pg/mL) em cada bloco, preparado na solugdo de diluicdo. Cobrir e incubar durante 1 hora a
temperatura ambiente;

11)Remover o excesso de anticporpo secundario e lavar cada bloco com 1mL (slides de 1 ou 2
blocos) ou 150pL (slides de 16 blocos) de tamp&o HBS. Repetir esta lavagem 4 vezes;

12)Adicionar 1mL (slides de 1 ou 2 blocos) ou 90uL (slides de 16 blocos) de estreptavidina
(1pg/mL) em cada bloco, preparado na solucéo de diluicdo. Cobrir e incubar durante 45 minutos a
temperatura ambiente;

13)Remover o0 excesso de estreptavidina e lavar cada bloco com 1mL (slides de 1 ou 2 blocos) ou
150pL (slides de 16 blocos) de tampdo HBS. Repetir esta lavagem 3 vezes. Lavar com &gua Mili-Q

(2vezes);
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14)Retirar o slides na caixa de petri ou do suporte, conforme slide utilizado, e secar o0 mesmo com
secador. Apds estar seco, digitalizar segundo a fluorescéncia do fluor6foro Alexa 647
(kexcitagéo=635nm).

Slide 1 pad

Tampa de \C:_:

caixa de r = 1 Algoddo hiumido
petri

Parafilm

123456

Figura 7B.4 - Representacdo esquematica da colocagdo dos slides de 1 ou 2 blocos ha tampa de caixa de
petri. O uso de algodao himido proporciona um ambiente himido, evitando assim a secagem da matriz de
nitrocelulose. O parafilm promove a estabilizacdo dos slides durante todo o ensaio.
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7B.V — Gréficos — Intensidades de fluorescéncia em fungao da posi¢ao do médulo coesina
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Posicdo da Coesina

Figura 7B.5 - Graficos das intensidades de fluorescéncia obtidas apds o ensaio com varias doquerinas do
tipo | do C. thermocellum no microarray de coesinas. Cada grafico corresponde a uma doquerina e cada
barra a uma posi¢do no microarray. Uma coesina tem 4 posi¢cfes no microrrays correspondentes a uma
concentracgdo diferente.
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Posigdo da Coesina

Figura 7B.6 - Gréficos das intensidades de fluorescéncia obtidas apds 0 ensaio com véarias doquerinas do
tipo | do C. thermocellum no microarray de coesinas. Cada grafico corresponde a uma doquerina e cada
barra a uma posicdo no microarray. Uma coesina tem 4 posi¢cBes no microrrays correspondentes a uma
concentracgdo diferente.
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Paosigao da Coesina

Figura 7B.7 - Gréficos das intensidades de fluorescéncia obtidas ap0s o ensaio com vérias doquerinas do tipo
I do C. thermocellum no microarray de coesinas. Cada grafico corresponde a uma doquerina e cada barra a
uma posicao no microarray. Uma coesina tem 4 posi¢fes no microrrays correspondentes a uma concentracao
diferente.
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Posigao da Coesina

Figura 7B.8 - Gréficos das intensidades de fluorescéncia obtidas apds o ensaio com varias doquerinas do
tipo | do C. thermocellum no microarray de coesinas. Cada grafico corresponde a uma doquerina e cada
barra a uma posicdo no microarray. Uma coesina tem 4 posi¢cGes no microrrays correspondentes a uma
concentragdo diferente.
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Figura 7B.9 - Graficos das intensidades de fluorescéncia obtidas ap6s o ensaio com varias doquerinas do
tipo | do C. thermocellum no microarray de coesinas. Cada grafico corresponde a uma doquerina e cada
barra a uma posicdo no microarray. Uma coesina tem 4 posi¢cbes no microrrays correspondentes a uma
concentragdo diferente.
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Posigao da Coesina

Figura 7B.10 - Gréficos das intensidades de fluorescéncia obtidas apds o ensaio com varias doquerinas do
tipo 1l do C. thermocellum no microarray de coesinas. Cada gréfico corresponde a uma doquerina e cada
barra a uma posicdo no microarray. Uma coesina tem 4 posi¢cGes no microrrays correspondentes a uma
concentragdo diferente.
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Posic¢do da Coesina
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Figura 7B.11- Graficos das intensidades de fluorescéncia obtidas ap6s o ensaio com vérias doquerinas do R.
Flavefaciens no microarray de coesinas. Cada grafico corresponde a uma doquerina e cada barra a uma
posicdo no microarray. Uma coesina tem 4 posi¢cbes no microrrays correspondentes a uma concentragao

diferente.
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