UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

CINTHIA FERREIRA DA PAIXAO

CARACTERIZACAO DO GENE ftsh DE Streptomyces sp Y7

GOIANIA
2002




CINTHIA FERREIRA DA PAIXAO

CARACTERIZACAO DO GENE ftsh DE Streptomyces SP Y7

Dissertacdo desenvolvida no Laboratdrio de Bioquimica e
Engenharia Genética, do Instituto de Ciéncias Biologicas
da Universidade Federal de Goias, como requisito parcial
para a obtencéo do titulo de Mestre em Biologia: area de

concentracgdo Bioquimica e Biologia Molecular.

GOIANIA
2002




SUMARIO

I Introducéo

1.1 Actinomicetos

I.1.1 Consideracdes gerais

I.1. 2 Streptomyces

1.1.3 Streptomyces Y7

1.2 FtsH

1.2.1 Consideracdes gerais

1.2.2 A proteina FtsH

11 Justificativas

111 Objetivos

IV Material e Métodos

V.1 Material

IV.1.1 Meios de cultura

IV.1.2 Solucdes para eletroforese em gel de poliacrilamida
IV.1.3 SolucBes para método de coloragdo por prata
IV.1.4 Solucdes para eletroforese em gel de agarose

IV.1.5 Solucdes para transformacgéo de células competentes
IV.1.6 Linhagens de Escherichia coli

IV.2 Métodos

IV.2.1 Seqlienciamento e andlise dos clonesobtidos da biblioteca
gendmica de Streptomyces sp Y7

IV.2.2 Preparo das células competentes para transformacéo

IV.2.3 Transformacdo de células E. coli por choque térmico

IV.2.4 Transformacéo de células E. coli pelo método de CaCl,

IV.2.5 Analise e determinacdo do tamanho do inserto dos DNAs plasmidiais
IV.2.6 Tratamento do plasmideo pUC18 com CIP (fosfatase alcalina)

IV.2.7 Ligacdao dos fragmentos obtidos pelo tratamento com enzimas de
restricdo

IV.2.8 Curva de crescimento das células AR3291 e AR3289 transformadas
com os plasmideos pFS8, pFS9 e pUC18

IV.2.9 Andlise das proteinas intracelulares das células AR3291/pFS8,
AR3291/pFS9 e AR3291/pUC18 crescidas a 30°C

Paginas
9
9
9

10
11
13
13
13
17
18
19
19
19
20
20
21
22
23
23
23

24
24
24
25
25
25

26

26




IV.2.10 Caracterizacao eletroforética em gel de poliacrilamida a 10% e
coloragéo por prata

IV.2.11 Caracterizagdo do fendétipo de translocacgdo de proteinas
citoplasmaticas para 0 meio de cultura

V Resultados
V.1 Anaélise do inserto do plasmideo pFS9 digerido com as enzimas de
restricdo EcoRI/Hindlll, BamHI/Hindlll, EcoRIl/BamHI e Pstl

V.2 Anaélise da sequéncia do gene ftsH e da sequéncia deduzida de
aminodcidos

V.3 Dendograma representativo do grau de similaridade de sequéncias de FtsH.

V.4 Predicdo e analise das estruturas “coiled coil” das seqliéncias dos
plasmideos pFS8 e pFS9

V.5 Curva de crescimento das células AR3291 e AR3289 transformadas
com os plasmideos pFS8, pFS9 e pUC18

V.6 Analise do fendtipo de translocacdo de proteinas citoplasmaticas (std)
para 0 meio de cultura das células AR3291 e XL10 transformadas com
0s plasmideos pFS8, pFS9 e pUC18

V.7 Anélise eletroforética das proteinas intracelulares das células AR3291
transformadas com os plasmideos pFS8, pFS9 e pUC18

VI Discusséo
VII Concluséo
V11 Perspectivas
V111 Bibliografia

26

27

28

28

30

36

37

38

39

40

41
45
46
47




INDICE DE FIGURAS

Figura 1: a) aspecto morfoldgico do isolado Streptomyces sp Y7 cultivado em meio
ISP,incubado a 30°C por 07 dias; b) aspecto microscopicos das estruturas
reprodutivas do isolado Y7.

Figura 2: Esquema dos motivos da proteina FtsH de Escherichia coli

Figura 3: Mapa dos plasmideos pFS8 e pFS9

Figura 4: Analise eletroforética, em gel de agarose 1% com brometo de etidio, dos
fragmentos obtidos apos tratamento do plasmideo pFS9 com as enzimas
EcoRI/Hindlll, EcoRI/BamHI e Pstl.

Figura 5: Sequéncia de nucleotideos e aminoacidos deduzidos do gene ftsH de
Streptomyces Y7.

Figura 6: Alinhamento da sequiéncia deduzida de aminoacidos do fragmento génico
que codifica para FtsH de Streptomyces Y7

Figura 7: Dendograma agrupando FtsH de varios organismos

Figura 8: Predicdo da estrutura “coiled coil” na sequéncia deduzida de aminoacidos

dos plasmideos pFS8 e pFS9.
Figura 9: Curvas de crescimento das células AR3291 e AR3289 transformadas

com os plasmideos pFS8, pFS9 e pUC18
Figura 10: Analise do fenotipo std.
Figura 11: Eletroforese em gel de poliacrilamida a 10% corado com prata.
Figura 12: Predicdo das regides de “coiled coil” da proteina FtsH de

Bacillus subtillis Escherichia coli e Streptomyces coelicolor.

11

15
28
29

31
35
36
37

38

39
40
43




INDICE DE TABELAS

pagina

Tabela 1: Andlise das bibliotecas gendmicas 12




ng

um
bp
DMSO
DNA

IPTG
Kb
kDa
ng
nm
p/v

PSA
g.s.p
rpm
Tris

viv
XGAL

ABREVIATURAS E SIGLAS

Micrograma

Microlitro

Micrometro

pares de bases

Dimetil Sulféxido

Acido desoxiribonucléico
Velocidade de Sedimentacdo em Unidade Gravitacional
Isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo
Kilobases

Kilodalton

Nanograma

Nandmetros

Peso por volume

Potencial hidrogenidnico

Persulfato de aménio

Quantidade suficiente para
Rotacdes por minuto

Tris (hidroximetil) aminometano.
Unidade de atividade enzimatica
Volume

Volume por volume
5-Bromo-4-cloro-3-indolil-pB-D-galactopiranosideo




RESUMO

Os actinomicetos sdo bactérias Gram-positivas, aerobicas e com DNA rico em G+C (mais que 60%). S&o
encontrados em quase todos ambientes, formando hifas ramificadas que persistem na forma de micélio.
Os Streptomyces constituem cerca de 90% dos actinomicetos isolados de solos, apesar de serem
encontrados em ambientes aquaticos e no interior de algumas plantas. Os Streptomyces sdo grandes
produtores de enzimas hidroliticas e antibi6ticos, 70 % dos antibidticos conhecidos sdo produzidos por
esses microrganismos. Com o objetivo de clonar genes de interesse biotecnoldgico, foi construida uma
biblioteca genémica de Streptomyces sp Y7 isolado de solo de Cerrado. A partir das andlises das
seqliéncias das bibliotecas genémicas foi selecionado o plasmideo pFS8 que apresentava homologia com
o gene ftsH. O gene ftsH codifica uma metaloprotease ATP Zn?* dependente, pertencente a familia AAA
(ATPases Associadas a diversas Atividades celulares). Os dados do seqlienciamento mostraram que o
gene ftsH clonado estava incompleto. A fim de caracterizar o produto do gene ftsH, foram feitos testes
para avaliar a funcionalidade dessas proteinas de fusdo em células mutadas para o gene ftsH (AR3291). A
proteina de fusdo produzida por pFS9 é capaz de recuperar o crescimento das células AR3291 e a proteina
produzida por pFS8 néo apresenta efeitos toxicos para celulas AR3289, que ndo tém mutacéo para o gene
ftsH. Também foi analisado se as proteinas produzidas por pFS8 e pFS9 formam a estrutura “coiled coil”
gue é comum aos outros organismos estudados. Outra caracteristica analisada nesse trabalho foi a
capacidade da proteina produzida por pFS9 diminuir ou inibir a translocagdo anormal de proteinas para o
meio externo. Os resultados mostram que essa proteina ndo inibe a translocacdo de proteinas para o0 meio
externo, enquanto que a proteina produzida por pFS8 apresenta efeito contrario a proteina produzida por
pFS9.

Palavras chaves: Actnomicetos, Streptomyces, ftsH, proteases, AAA.




ABSTRACT

The actinomycets are Gram-positive bacterias, aerobic with rich DNA in G+C (larger than 60%) and
immobile. They are found practically in all the environment, forming ramified filaments or hyphae that
persist in the mycelium form. The Streptomyces constitutes 90% of the isolated actinomycets of the soils,
in spite of they are also found in aquatic atmospheres and interior of some plants. They stand out for the
diversity of production of hidrolytics enzymes and antibiotics, 70% of the know antibiotics are produced
by those microorganisms. Aiming to clone genes with biotechnological interest, a genomic libraries of the
Streptomyces sp Y7 isolated of the soil of Cerrado was constructed. After the analyses of the sequences of
the genomics libraries of Streptomyces sp Y7, it was selected a plasmid named pFS8, that displayed
similarity with ftsH genes. The ftsH gene encodes a metalloprotease ATPase and Zn*? dependent, belongs
to the AAA family (ATPases associated with a variety of cellular activities). It is involved with several
cellular functions such as secretory proteins export and degradation of transcriptional factors (sigma 32
and Lambda CII). The data of sequencing showed that the ftsH gene was incomplete. In order to
characterize if the product of this gene showed biological activity, it was made tests to evaluate the
functionality of the fusions proteins in an ftsH-negative E.coli strain AR3291. AR3291 cells transformed
with this plasmid showed a general growth advantage upon the cells AR3291. The protein produced did
not present toxicant effects for cells AR3289, which had normal ftsH gene. The truncated protein obtained
was also analyzed to prediction of the structure “coiled-coil”, that is common to the other FtsH studied,
and the results showed those truncated proteins did nor form “coiled-coil” structure. We also tested

whether fusion proteins decreased or inhibited the defective transfer of citosolic proteins.

Key words: Actinomycets, Streptomyces, ftsH, proteases, AAA.




I INTRODUCAO

1.1 Actinomicetos

1.1.1 Consideragdes gerais

Os actinomicetos sdo bactérias Gram-positivas, aerobias com DNA rico em G+C
(maior que 60%) e imOveis. Sdo encontrados praticamente em todos os ambientes,
formam filamentos ramificados ou hifas que persistem na forma de micélio. A maioria é
quimiorganotréficos, apresentam estruturas que variam de bastonetes e cocos, até uma
organizacao micelial complexa (Holt et al., 1994; Yokota, 1997).

As hifas se parecem morfologicamente com as hifas de fungos, entretanto sdo
mais estreitas, com didmetro de 0,5 a 1,0 um, dimensdo que é anéloga a bacteriana
(Alexander, 1977). Estas estruturas podem penetrar no substrato e formar o micélio
vegetativo ou primario (micélio substrato), sendo que este depois de algum tempo pode
crescer verticalmente e formar o micélio aéreo ou secundario (Locci, 1976; Locci e
Sharples, 1984; Vobis, 1997).

Em alguns géneros como Micromonospora e Actinoplanes, o micélio pode estar
ausente (Vobis, 1997) ou pode ndo se desenvolver como um micélio verdadeiro e se
fragmentar em forma de cocos ou bacilos, como no género Nocardia (Locci, 1976).

As colbnias podem estar aderidas ao substrato ou soltas, com consisténcia
variando de pastosa até extremamente dura. As cores sdo varidveis, incluindo o branco,
preto, marrom, amarelo, laranja, rosa, vermelho, parpura, azul e verde. O tamanho da
colbnia varia de acordo com a espécie, idade e condi¢cfes de crescimento (Vobis, 1997).

As estruturas reprodutivas sdo bastante diversificadas, sendo que o esporo é
utilizado como um dos critérios de caracterizagdo que divide os actinomicetos em
esporoactinomicetos e nocardioformas, onde, no primeiro caso, a esporulagéo ocorre em
partes bem definidas do micélio e no segundo, as hifas se fragmentam em elementos
que sdo semelhantes a cocos e bastonetes (Ensing, 1978; Locci e Sharples, 1984; VVobis,
1997).
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A maioria dos actinomicetos vive no solo como saprofitas, mas podem ser
encontrados em associagfes parasiticas ou simbidnticas com plantas ou animais
(Williams et al., 1984; Arai, 1997). Sdo organismos capazes de degradar polimeros de
origem animal, vegetal e microbiana e ainda com habilidade de fixar nitrogénio na
maioria de plantas ndo leguminosas (Holt et al., 1994; Goodfellow e Williams, 1983).

Apesar do pouco conhecimento sobre a diversidade dos actinomicetos no solo ou
em outros ambientes, estes microrganismos tém sido estudados detalhadamente devido
a algumas caracteristicas especiais que 0s tornam importante na area biotecnoldgica,
como a eficiente habilidade em degradar substancias que normalmente ndo séo
decompostas por outras bactérias e fungos tais como: fendis, quitina, himus e parafinas
(Piret e Demain, 1988), além de produzirem antibidticos, pigmentos e enzimas
hidroliticas (Goodfellow e Williams, 1983).

1.1.2 Streptomyces

O género Streptomyces constitui 90% dos actinomicetos isolados dos solos e
também sdo encontrados em ambientes aquaticos ou no interior de algumas plantas
(Williams et al.,1984). Sdo bactérias saprofitas capazes de degradar varios tipos de
moléculas orgénicas devido a ampla diversidade de producdo de enzimas hidroliticas,
como as celulases, xilanases, quitinases, amilases e B-glucanases Etl@agnat
1999).

Os Streptomyces também se destacam na producdo de antibioticos. Cerca de
70% dos antibioticos conhecidos sdo produzidos por esses microrganismos (Korn-
Wendish e Kutzner, 1992). A partir da descoberta das estreptomicinas um grande
numero de antibidticos tem sido isolado das culturas de Streptomyces. Podemos citar
entre os antibioticos produzidos, o cloranfenicol, as tetraciclinas, os macrolideos como a
tilosina (Korn-Wendish e Kutzner, 1992; Bate et al., 2000), as antraciclinas (Kantola et
al., 2000), as anguciclinas como a jadomicina (Rohr e Thiericke, 1992) e a urdamicina
A, também agente anticancer (Faust et al., 2000).

A variada producdo de exoenzimas € outra caracteristica que tornam o0s

Streptomyces alvo de interesse industrial. A hialuronidase, uma enzima amplamente
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utilizada em aplicagdes médicas, como auxiliar na difusdo de drogas e anestésicos,
prevencdo de queldides e aumento da velocidade de absor¢do de alguns remédios,
também sdo produzidas por Streptomyces, como € o caso da hialuronato liase produzida
por Streptomyces hyalurolyticus e Streptomyces koganeiensis (Azeredo et al., 2001).

As enzimas do sistema quitinolitico também vém despertando grande interesse,
devido a ampla variedade de aplicagdes na pesquisa basica e aplicada (Myashita et al.,
1991; Gupta et al., 1995). Estudos citoquimicos de localizacdo de agucares com a N-
acetilglicosamina e quitosana em paredes celulares de fungos (Benhamou, 1989;
Grenier et al., 1991) sdo exemplos de sua aplicacdo na pesquisa basica. Outro exemplo
é a utilizacdo dessas enzimas na producgéo de protoplastos de fungos, visto que a quitina
€ um dos principais componentes da parede celular (Vyas e Deshpande, 1989).

Na agricultura, os Streptomyces possuem um papel importante no controle
bioldgico de alguns fitopatégenos (Shapiro et al., 1989; Bliffeld et al., 1999). Os
resultados obtidos com Streptomyces viridificans demonstraram sua capacidade de
produzir altos niveis de quitinase, e hidrolisar o principal componente da parede celular
dos fungos, a quitina (Gupta et al., 1995).

1.1.3 Streptomyces sp Y7

O Streptomyces sp Y7 isolado de solo de cerrado, (figura 1), apresenta micélio
substrato de cor bege, micélio aéreo cinza e esporos brancos, sendo que a cadeia de
esporos € do tipo espiralado. E capaz de crescer em meio minimo contendo como fonte
de carbono: quitina, manitol, manose, tirosina, sacarose, amido e maltose alem produzir

melanina, catalase, gelatinase, agarase e urease, Maitan e Bataus (1997).

(@) (b)
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Figura 1: a) aspecto morfol6gico do isolado Streptomyces sp Y7 cultivado em meio ISP2, incubado a
30°C por 07 dias; b) aspecto microscopico das estruturas reprodutivas do isolado Y7.
O isolado Y7 quando testado para a producdo de substancias antimicrobianas

contra bactérias-teste, apresentou atividade contra Bacillus subtilis, Streptococus
aureus, Streptococus epidermidis e Rhodococcus equi, (Maitan e Bataus, 1997).

Sobrinho (1999), estudou a producdo de enzimas do sistema quitinolitico do
isolado Y7 e seus efeitos na lise da parede celular dos fitopatdgenos Fusarium sp e
Rhizoctonia solani. Os resultados obtidos demonstraram que essa nova espécie de
Streptomyces produz duas quitinases e N-acetilglicosaminidases e, nos testes realizados
com os fitopatégenos, foi observada uma lise acentuada da parede celular destes fungos,
sugerindo um possivel papel como agente no controle biolégico.

Com o objetivo de estudar a biologia molecular de dois isolados do género
Streptomyces, foram construidas algumas Bibliotecas Gendmicas utilizando diferentes
estratégias (Penna, 2001). Uma das Bibliotecas construidas utilizou o DNA total do
Streptomyces sp Y7 parcialmente digerido com a enzima Sau3Al, o que resultou em
fragmentos de DNA com uma grande variedade de tamanho. Os fragmentos com
tamanho de 2 a 5 kb foram clonados no sitio de BamHI do plasmideo pUC18,
resultando na Biblioteca Genémica (BG) 2 e os fragmentos sem restricdo de tamanho,
clonados no mesmo sitio, resultou na BG 6.

A BG 4 foi construida com a clonagem dos fragmentos de DNA de 2 a 5 kb,
obtidos das digestdes realizadas com EcoRI/Hindlll, no plasmideo pUC18. A BG 8 foi
construida a partir do sistema EcoRI/Hindlll, sem restricdo ao tamanho dos fragmentos.
Os resultados obtidos com as transformacgdes feitas em Escherichia coli XL1-blue
(Tabela 1), demonstraram que a BG 2 apresentou a maior representatividade e, levando-
se em conta a estratégia utilizada para a construcdo, o numero total de clones
recombinantes, e a validagéo, essa Biblioteca apresentava-se como a mais indicada para
a realizacdo de trabalhos de clonagem e caracterizagdo do genoma do Streptomyces sp
Y7.

Tabela 1. Andlise das Bibliotecas Genémicas.

B. G. N° de N° de clones Ne°de clones % de
transformacoes totais recombinantes recombinacédo

BG 2 08 11.936 10.776 90

BG4 03 28.408 6.776 24

BG 6 03 2.344 1.976 84
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BG 8 03 9.320 9.248 99

1.2 FtsH

1.2.1 Consideragdes gerais

As proteinas dentro das células estdo sujeitas a varios tipos de danos que levam-
nas a nao funcionalidade. As proteinas danificadas podem ser substituidas por novas ou
entdo podem ser restauradas por determinados mecanismos desenvolvidos pelas células,
como as chaperones moleculares, 0s reparos enzimaticos e degradacdo proteolitica
(Schumann, 1999).

As chaperones moleculares, como a DnaK e GroEL, interagem com as proteinas
gue estdo com o enovelamento parcial ou errado, facilitando-o ou promovendo
microambientes para que esse enovelamento possa ocorrer de maneira adequada (Hartl,
1996) enquanto que as proteases dependentes de ATP e que também apresentam uma
intrinseca atividade de chaperone, desdobram seus substratos expondo-os a sua
atividade catalitica (Schumann, 1999).

O termo “charonin” foi designado para proteases com atividades associadas a
chaperones, isto é, proteinas que podem ter ambas atividades associadas a duas cadeias
polipeptidicas diferentes (Clp) ou a uma Unica cadeia polipeptidica (Lon e FtsH),
(Schumann, 1999).

1.2.2 A proteina FtsH

A FtsH é uma metaloprotease ATP e Zn**dependente, pertencente a familia
AAA (ATPases Associadas a diversas Atividades celulares). Encontra-se ligada a
membrana celular desempenhando diversas atividades celulares (Tomoyasu et al.,
1995), como a regulacdo da adaptacdo ao stress, esporulacdo (Schumann, 1999),
crescimento e viabilidade celular (Jayasekera et al., 2000) e ainda seu uso com em

potencial no imunodiagndstico de tuberculose (Amara et al., 1998). E encontrada desde
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procariotos até eucariotos em associacdo a cloroplastos e mitocéndrias (Schumann,
1999).

O gene de ftsH foi descoberto primeiramente em Escherichia coli por quatro
grupos distintos que procuravam por diferentes fendtipos e conseqlientemente recebeu
quatro diferentes designacgdes, hflA ou hfIB - fendtipo relacionado com a freqiiéncia de
lise ou lisogenia (Gautsh e Wulf, 1974), ftsH — fendtipo relacionado a filamentacao
sensivel a temperatura (Santos e Almeida, 1975), tolZ — fenétipo relacionado com
tolerdncia a colicinas (Matsuzawa et al., 1984) e mrsC — fenétipo relacionado com a
estabilidade de MRNA (Granger et al., 1998).

O produto do gene ftsH em E. coli codifica uma proteina de 70 kDa que se
encontra ancorada na membrana através de dois segmentos transmembrana localizados
préximos a extremidade amino terminal que ddo origem a um dominio periplasmatico
de 70 residuos de aminoacidos e 520 residuos de dominio citoplasmatico. Logo apds as
duas regides transmembranas sdo encontradas umas séries de motivos, dentre os quais
0s motivos Walker A e B que caracterizam as proteinas da familia AAA e sdo pontos da
atividade ATPasica da FtsH (Tomoyasu et al., 1993a; Akiama et al., 1995; Tomoyasu et
al., 1993b).

O mobdulo denominado AAA, de aproximadamente 200 aminoacidos, apresenta
uma regido conhecida como segunda regido de homologia (SRH) e juntamente com 0s
motivos Walker, caracteriza a FtsH como membro da familia AAA (Ogura e Wilkinson,
2001).

No dominio proteasico da FtsH, na regido carboxi terminal, entre os residuos
417-421, é encontrado o motivo de ligagdo de zinco, HEXGH (Schumann, 1999) cujo
coordenador gluzincina é um &cido glutdmico localizado na posi¢do 479 (Saikawa et
al., 2002).

Na regido carboxi terminal da FtsH foi encontrada uma pequena a-hélice que
forma uma estrutura conhecida como “coiled coil”, que pode ser um possivel ziper de
leucina (figura 2). MutacBGes nessa regido demonstraram que a atividade proteolitica
sobre os substratos ** e ACII foram prejudicadas, indicando que essa regido é essencial

para a atividade da FtsH, tanto “in vivo” como “in vitro” (Shotland et al., 2000).
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TM1 TM2 A B SRH Zn?
S NN el N

Coiled coil
AAA

Figura 2 — Esquema dos motivos da proteina FtsH de Escherichia coli: TM1 e TM2 - regido
transmembrana; A e B — motivos Walker; SRH — segunda regi&o de homologia; Zn**- regio de
ligacdo de zinco e a regido coiled coil. (Shotland et al., 2000)

Estudos cristalograficos demonstraram que a regido compreendida entre 0s
aminoacidos 144 e 398 da FtsH de E.coli apresenta-se organizada em dois dominios: o
o/ (144-323), que contém uma classica cavidade de ligacdo a nucleotideos e o
“pacote” de 4 a-hélices (327-398). O dominio a/f3 compreende os motivos Walker A
(195-202) e B (250-257) e a segunda regido de homologia (SRH) (299-317), que em
conjunto constituem o médulo AAA. O centro do dominio de ligacdo ao nucleotideo
compreende 6 fitas B-pregueadas dispostas na seguinte ordem: -6, B-2, B-5, p-4, p-3 e
B-1, sendo que a UGltima estd orientada no sentido antiparalelo. Flanqueando esse
dominio encontram-se 2 pares de a-hélice: a-1, a-2, a-3 e a-4 (Krzywda et al., 2002).

A maioria dos estudos realizados sobre a estrutura da proteina FtsH, demonstra
que ela apresenta-se como um hexamero, entretanto a analise do modelo construido
demonstrou que a regido de FtsH 144-398 ndo forma um hexamero como acontece na
maioria das outras ATPases, mas sim um dimero (Krzywda et al., 2002). Esse resultado
ndo é totalmente inesperado, pois estudos realizados por Makino et al., (2000) e
Akiyama e Ito, (2001) sugeriram que as regides transmembranas sdo determinantes para
a oligomerizacao da FtsH e a auséncia das duas regides transmembranas nesse estudo
pode ter contribuido para essa formacdo dimérica.

A FtsH estd relacionada com varias fungdes celulares, que vdo desde a
degradacdo de proteinas que ndo estdo na sua forma correta ou estruturadas
adequadamente até como chaperones moleculares (Schumann, 1999). A proteina SecY,
uma componente essencial da maquinaria de translocacdo de proteinas de E. coli,

qguando ndo esta associada corretamente com as outras subunidades do seu complexo, €
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degradada rapidamente por FtsH (Kihara et al., 1995), assim como a subunidade o da
regido Fo da ATP sintase (Akiyama et al., 1996) e YccA (Kihara et al., 1998), o que
demonstra um papel fundamental da FtsH na manutencdo da integridade das proteinas
de membrana (Krzywda et al., 2002).

Algumas proteinas citoplasmaticas sdo alvos da acdo proteéasica de FtsH como
por exemplo, a proteina regulatéria da resposta “heat-schock” em E.coli, *%, que é
muito instavel sob condi¢des ndo estressantes (meia—vida < 1 minuto). A degradacdo de
o2 é mediada pelas chaperones DnaK, Dnal e GrpE, que competem com o conjunto
RNApol e translocam *2 para a membrana citoplasmatica onde est4 FtsH (Tomoyasu
et al., 1995; Tatsuta et al., 2000). Estudos realizados por Bertani et al., (2001)

indicaram que a extremidade carboxiterminal de o

é essencial para sua rapida
degradacéo por FtsH.

As proteinas regulatérias A CIl e CIII, que influenciam na deciséo de lise ou
lisogenia da bactéria quando infectada pelo fago A, também sdo degradadas por FtsH
(Shotland et al., 1997; Leffers e Gottesman, 1998), sabe-se que o estabelecimento da
lisogenizacdo requer um acumulo da proteina repressora A CIl, que é regulada
positivamente pela proteina A Cll (meia-vida de 2 minutos). A proteina ClII interfere
competitivamente com a rapida degradacdo da proteina Cll, aumentando sua meia vida
dentro da célula. O primeiro passo para a degradacdo ocorre apdés o complexo
FtsH/HfIKC reconhecer A CII logo ap6s o reconhecimento, HfIKC se dissocia do
complexo para ativar a funcdo proteolitica de FtsH. Foi encontrado um novo elemento
que participa do controle da lise-lisogenizacéo, a proteina HfID, que age seqliestrando A
CIl e levando-a para a membrana onde estd localizada FtsH, diminuindo assim a
freqiiéncia da lisogenia de A (Kihara, et al., 2001).

Estudos realizados por Ogura et al. (1999) demonstraram que FtsH tem como
funcdo principal controlar a biossintese dos principais lipideos de membrana atraves da
degradacéo regulada da enzima que é responsavel pela sintese de lipideos A. Nesse
trabalho os autores demonstraram que o acumulo de lipopolissacarideos (LPS) pode
levar a morte celular pois 0 mesmo provoca ma formacdo da membrana externa,
tornando a célula inviavel. Demonstraram também que uma mutagdo no gene ftsH leva
ao acumulo de LPS atraves da estabilizacdo da enzima LpxC (UDP-3-O-(R-3-

hidroxymyristoil)-N-acetilglicosamina deacetilase) confirmando entdo o principal papel
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da proteina FtsH em E. coli: o controle da biossintese de lipideos de membrana, pois a

auséncia da mesma causa a inviabilidade celular.

11 JUSTIFICATIVA

Os Streptomyces sdo bactérias que apresentam caracteristicas morfoldgicas e
fisioldgicas diferentes dos padrdes das demais bactérias, seja pela formacéo de micélio,
alto teor de G+C ou pela producgdo diversificada de metabdlitos secundarios. Essas
caracteristicas estdo sendo estudadas tanto na pesquisa basica quanto na pesquisa
aplicada. O potencial biotecnoldgico associado a esses microrganismos é grande, pois
sdo bons produtores de enzimas hidroliticas, antibidticos, farmacos entre outros. O
isolamento e caracterizacdo de novos Streptomyces é de fundamental importancia para
se testar seu potencial biotecnoldgico.

Os trabalhos realizados no laboratorio de Bioquimica e Engenharia Genética da
Universidade Federal de Goias tém como um de seus objetivos avaliar e caracterizar
diferentes microrganismos isolados do solo de cerrado, incluindo os Streptomyces.
Atualmente um dos trabalhos desenvolvidos, € a caracterizacdo da biblioteca gendémica
do isolado Streptomyces Y7.

Analises das seqliéncias obtidas dessa biblioteca demonstraram a presenca do
gene ftsH que codifica para a proteina FtsH. Essa proteina € uma metaloprotease
ATP/Zn?* dependente que se encontra ancorada na membrana plasmética e é
amplamente distribuida entre os organismos (eucariotos a procariotos) (Schumann,
1999). A proteina FtsH desempenha importantes funcdes para as células, que véo desde
a degradacdo de proteinas que sdo instaveis ou que nao estdo na conformacéo correta,
até a regulacdo da biossintese de lipidios de membrana assim como a sua biogénese
(Ogura et al., 1999).

A caracterizacdo do gene ftsH do Streptomyces Y7 e seu produto, seré de grande
contribuicdo para os estudos funcionais dessa proteina nesse organismo além de

esclarecer um pouco mais das caracteristicas desse isolado.
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111 OBJETIVOS

111.1 Objetivo geral

e Sequenciar e caracterizar o gene ftsH do Streptomyces Y7.

I11.2 Objetivos especificos

e Sequenciar o gene ftsH do Streptomyces Y7;

e Analisar as sequéncias e caracterizar o gene ftsH;

e Testar a atividade do gene ftsH do Streptomyces Y7 em células de E.coli
AR3291.
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IV MATERIAL E METODOS

1V.1 Material

1VV.1.1 Meios de cultura

Meio LB (Luria-Bertani) - (Sambrook et al., 1989)

NaCl 10g
Peptona 109
Extrato de levedura 59

Agua destilada g.s.p. 1000 mL

Apos dissolucdo em agua destilada, ajustou-se o pH para 7,0 e o meio foi autoclavado.

Para fazer meio LB sélido, acrescentou-se 15 g de agar e o meio foi autoclavado.

Meio SOB (Hanahan, 1983)

Extrato de levedura 250
KCI 0,09 ¢g
NaCl 0,29 ¢
Triptona 10,0 ¢
Agua destilada g.s.p. 500 mL

Apds autoclavagem adicionou-se 10 mol/L de MgCl..




1VV.1.2 Solugdes para eletroforese em gel de poliacrilamida (Laemmli, 1970)

Acrilamida:Bisacrilamida (29:1)

Acrilamida 299
Bisacrilamida 1g
Agua destilada q.s.p. 100 mL

A solucdo foi filtrada em filtro Millipore 0.45um e estocada ao abrigo da luz a 4°C.

Tampao de corrida tris-glicina 5x (estoque)

Tris-base 22,79
Glicina 112,5¢
Agua destilada q.s.p. 1.000 mL

Tampéao de amostra desnaturante (5x)

B-Mercaptoetanol 0,2%(v/v)
Azul de bromofenol 0,001%(p/v)
Glicerol 20%(v/iv)
SDS 10% 20%(v/v)
Tris-HCI 0,5M pH 8,8 10%(v/v)

I1V.1.3 SolugBes para método de coloracgdo por prata (Blum et al., 1987)

Solucéo fixadora/parada
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Acido acético glacial 12%(v/V)
Metanol 50%(v/V)

Solucdo de tiossulfato de sodio

Formaldeido 37% 0,075%(v/v)
Tiossulfato de sodio 0,02 %(p/v)

Solucéo reveladora

Carbonato de sodio 6%(p/v)
Tiossulfato de sodio 0,02% 2%(p/v)
Formaldeido 37% 0,05%(Vv/v)

Solucéo de prata

Nitrato de prata 0,2%(p/v)
Formaldeido 37% 0,075%(Vv/v)

IVV.1.4 Solucgles para eletroforese em gel de agarose (Sambrook et al., 1989)

Agarose 1% (p/v)

Agarose 19
TEB 0,5xq.s.p 100 mL

Tampéao de amostra para DNA

Tampéo de corrida TEB 10X 50%(v/v)
Glicerol 50%(v/v)
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Azul de bromofenol 0,001%(p/v)

Tampao de corrida para gel de agarose (TEB 10X)

Tris base 0,89 mol/L
Acido Bérico 0,89 mol/L
EDTA 0,08 mol/L

Ajustou-se o pH para 8,4. A solugdo de uso foi diluida para a concentracdo final de
0,5x.

IVV.1.5 Solucges para transformacao de células competentes

TB (Inoue et al, 1990)

CacCl, 15 mmol/L
KCI 250 mmol/L
MnClI 55 mmol/L
PIPES 10 mmol/L

IVV.1.6 Linhagens de Escherichia coli

E. coli AR3291 — F" IN (rrnD- rrnE)1)zad220::Tn10 sfhC21AftsH3::kan
(Tatsuta et al., 1998)
E. coli AR3289 - F" IN (rrnD- rrnE)1) sfhC21zad220::Tn10 (Tatsuta et al., 1998)
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V.2 Métodos

IV.2.1 Sequenciamento e analise dos clones obtidos da biblioteca genémica de

Streptomyces sp. Y7

Foram selecionados 50 clones aleatoriamente da Biblioteca Gendmica BG2 de
Streptomyces sp.Y7 (Penna, 2001) e parcialmente sequienciados no aparelho
MEGABACE™ (Amersham Biosciences®), utilizando-se o sistema “DYEnamic ET,
Dye Terminator Cycle Sequencing” (Amersham Biosciences®). As reacdes de
sequenciamento foram preparadas utilizando-se 4puL de DYEnamic ET terminator
Reagent Premix, 1uL de “primers” universal “forward” e “reverse” respectivamente,
200 ng-500 ng de DNA e agua Milli Q para volume final de 10pl.

As sequéncias obtidas foram analisadas e comparadas com outras seqléncias
depositadas em banco de dados (NCBI) usando o programa BLAST (Altschul et al.,
1990). O alinhamento entre as seqliéncias foi feito através do programa CLUSTAL X
(Higgins e Sharp, 1988). O dendograma representativo do grau de similaridade das
seqiiéncias de FtsH foi construido por comparacdo das seqiiéncias de aminodcidos
utilizando os programas CLUSTAL X (Higgins e Sharp, 1988) e Treeview (Roderic,
1996).

IVV.2.2 Preparo de células competentes para transformacao (Inoue et al., 1990)

Foi feito um pré-in6culo com uma coldnia de E.coli XL10 em 5mL de meio LB
e incubado a 37°C por 18 horas sob agitacdo. Apos esse periodo, 1 mL dessa cultura foi
inoculado em 250 mL de meio SOB. O material foi incubado a 37°C, sob agitacdo, até
atingir a absorbéncia de 0,6 a 600 nm. O frasco foi entdo levado a um banho de gelo
onde se procedeu ao resfriamento da cultura por 10 minutos. Em seguida as células

foram coletadas por centrifugacdo a 2500g por 10 minutos em centrifuga refrigerada e
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ressuspensas cuidadosamente em 80 mL de TB a 4°C e incubadas por 15 minutos no
gelo. Repetiu-se o processo de centrifugacdo e apds o sobrenadante ser descartado, as
células foram ressuspensas em 20 mL de TB e incubadas no gelo por mais 10 minutos.
Adicionou-se DMSO para uma concentracdo final de 7% deixando-se a cultura no gelo
por mais 10 minutos. Apos esse periodo as células foram aliquotadas, e estocadas a —

80°C até o momento do uso.

IV.2.3 Transformacéo de células de E.coli por choque térmico (Sambrook et al.,
1989)

Para a transformagcdo, as bactérias E.coli XL10 foram retiradas do freezer - 80°C
e deixadas no gelo por 10 minutos. Foram adicionados em um tubo eppendorf, 150 pL
de células competentes e 2 uL (~200 ng) do plasmideo de interesse. O material foi
incubado em gelo por 30 minutos, sendo a seguir incubado a 37°C por 5 minutos e
retornado ao gelo. Adicionou-se ao sistema 1mL de meio LB, incubando-se sob lenta
agitacdo, a 37°C, por 1 hora. Apods este periodo, o sistema foi plaqueado em placas de
Petri contendo LB ampicilina (100 ug/mL). As placas foram incubadas a 37°C por 18

horas.

IV.2.4 Transformacao de células E. coli pelo método CaCl, (Sambrook et al., 1989)

Foi feito um pré-indculo de uma col6nia de E.coli AR3291 em 5mL de meio LB
e incubado a 37°C por 18 horas sob agitacdo. Apds esse periodo, 1 mL dessa cultura foi
inoculado em 50 mL de meio LB. O material foi incubado a 37°C, sob agitacéo, até
atingir a absorbancia de 0,3 a 600 nm. O frasco foi entdo levado a um banho de gelo
onde se procedeu ao resfriamento da cultura por 10 minutos. Em seguida as células
foram coletadas por centrifugacdo a 2500g por 10 minutos em centrifuga refrigerada e
ressuspensas cuidadosamente em 20 mL CaCl, 0,1 mol/L a 4°C e incubadas por 10
minutos no gelo. Centrifugou-se nas mesmas condic¢des anteriores e o sobrenadante foi
desprezado e as células foram ressuspensas em 1 mL de CaCl, 0,1 mol/L e incubadas no
gelo por 2 horas. ApoGs esse periodo as células estavam prontas para serem
transformadas com os plasmideos de interesse pelo método de choque térmico.
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IV.2.5 Analise e determinagdo do tamanho do inserto dos DNAs plasmidiais

Foram selecionadas col6nias das placas e submetidas a extracdo e purificacdo de
seu DNA plasmidial com o Flex Prep Kit (Amersham Biosciences®). Os DNAs
plasmidiais foram digeridos duplamente com as enzimas de restricdo EcoRI/HindlllI,
EcoRI/BamHI, BamHI/HindIl e EcoRI/BamHI apenas com Pstl. O sistema de
digestédo foi composto por 1ug de DNA plamidial, 10 U de enzima e tampé&o adequado
mais agua Mili-Q para um volume final de 20 uL. Apds incubacdo a 37°C por 3 horas,
as amostras foram analisadas por eletroforese em gel de agarosel%, com brometo de

etidio. As bandas foram visualizadas através de irradiacdo com luz ultra violeta.

IVV.2.6 Tratamento do plasmideo pUC18 com CIP (Fosfatase alcalina)

O plasmideo pUC18 (~200 ng) digerido com o sistema de digestdo Pstl, foi
tratado com 1uL de fosfatase alcalina e incubado a 37°C por 30 minutos. Apds esse
periodo foi adicionados mais 1uL de fosfatase alcalina e o sistema foi incubado nas
mesmas condicdes anteriores. O sistema foi incubado a 80°C por 20 minutos. Foi
adicionado NaCl para a concentracéo final de 0,3 mol/L mais 2,5 V de etanol 100% e o
sistema foi incubado a —20°C por 2 horas. Apés esse periodo centrifugou-se por 15
minutos a 4°C a 10000g. O sobrenadante foi retirado e apds secar, o precipitado foi

ressuspendido em 20 uL de &gua Milli Q.

IVV.2.7 Ligacdes dos fragmentos obtidos pela digestdo com enzimas de restricdo no
vetor pUC18

Os fragmentos obtidos na digestdo com a enzima de restricdo Pstl, foram eluidos
do gel de agarose de acordo com as orientacGes do fabricante do GTX PCR DNA and
Gel Band Purification Kit (Amersham Biosciences ©). Apds a eluicdo, os fragmentos
foram ligados ao vetor pUC18 previamente tratado com CIP. O sistema continha 10uL
do plasmideo pUC18, 15 uL do DNA digerido com Pstl, 1uL de enzima T4 DNA
ligase e 2 uL de tampéo ligase (volume final de 1 x). O volume foi completado para 30

uL e o sistema foi incubado a 16°C por 18 horas e mantido a 4°C até o momento da
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transformacéo nas células E.coli XL10. Os clones obtidos ap6s a transformacao foram

submetidos ao seqlienciamento para analise posterior.

IV.28 Curva de crescimento das células AR3291/pFS8, AR3291/pFS9 e
AR3291/pUC18

Foi feito um pré-in6culo, em 5 mL de meio LB e ampicilina (50 ug/mL), com
as células AR3291 transformadas com os plasmideos pFS8, pFS9 e pUC18. O pré-
inculo foi incubado a 28°C, 180 rpm, por 20 horas. Ap6s esse periodo 200uL de cada
pré-indculo foi inoculado em 50 mL de meio LB contendo ampicilina (50 ug/mL) e 0,5
mmol/L de IPTG, sendo que cada indculo foi feito em triplicata. Os in6culos foram
incubados a 37°C, 180 rpm. A cada 4 horas foi retirado 1mL de cada indculo e foi feita

a leitura a 600 nm em triplicata.

IV.2.9 Analise das proteinas das celulas AR3291/pFS8, AR3291/pFS9 e
AR3291/pUC18 crescidas a 30°C

Foram retirados 100uL do pré-inoculo feito com as células AR3291(1V.2.7).
Este pré-indculo foi utilizado para inocular uma nova cultura de 5mL de meio LB com
ampicilina (100 pg/mL) e IPTG (concentragéo final de 1 mmol/L). Esta nova cultura foi
incubada a 37°C, 180 rpm. Ap6s 12 horas, as absorbancias foram medidas a 600nm e
anotadas, logo em seguida 1 mL de cada cultura foi retirado e centrifugado por 15
segundos a 10000g. O sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas
em 200 pL de tampdo de amostra e fervidas por cinco minutos. A quantidade de
proteina aplicada foi ajustada pela absorbancia e os perfis protéicos de cada amostra

foram analisados através de eletroforese em gel de poliacrilamida a 10%.

IVV.2.10 Caracterizacdo eletroforética em gel de poliacrilamida a 12% e coloracéo
por prata
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Para a analise do perfil das proteinas das células AR3291 contendo os
plasmideos pFS8, pFS9 e pUCL18, foi utilizado um sistema de eletroforese mini VE
(Hoefer®) em gel de poliacrilamida a 12% em condigdes desnaturantes segundo
metodologia descrita por Laemmli (1970). A corrida foi realizada com a voltagem
inicial de 120 V e 40 mA e posteriormente a 60 mA.

Ao final da eletroforese o gel foi corado com prata conforme descrito por Blum
et al., (1987). O gel foi transferido pra a solucéo fixadora por 1 hora, e lavado trés vezes
em solucdo de etanol 50%, por 20 minutos em cada lavagem. Em seguida o gel foi
incubado em solucgéo de tiossulfato de sddio por 1 minuto e lavado trés vezes com agua
destilada por 20 segundos em cada lavagem. Apds este periodo o gel foi transferido para
uma solucéo de nitrato de prata por 10 minutos e depois lavado com agua destilada duas
vezes por 20 segundos, cada lavagem. A revelacéo foi feita com solucdo reveladora, até
que as bandas fossem visualizadas. A reagéo de coloracdo foi parada com solucgéo de

parada.

IV.2.11 Caracterizacdo do fendtipo de translocacdo de proteinas citoplasmaticas
para o meio de cultura das células E. coli XL10 e AR3291/pFS8, AR3291/pFS9 e
AR3291/pUC18

Em uma placa de Petri contendo LB-agar com ampicilina (100 pg/mL), IPTG
(concentracdo final 1 mmol) e 20 uL de X-Gal foram palitadas uma coldnia de cada
célula AR3291 e XL10 transformadas com os plasmideos pFS8, pFS9 e puUC18. A

placa foi incubada a 37°C por 20 horas e depois analisadas.
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V RESULTADOS

V.1 Analise do inserto do plasmideo pFS9 digerido com as enzimas de restri¢ao
EcoRI/HindlIll, BamHI/Hindlll, EcoRI/BamHI e Pstl

A partir das analises das sequéncias dos 50 clones das bibliotecas gendmicas
construidas por Penna (2001), foi selecionado o clone que apresentava homologia com o
gene ftsH de outros organismos. O plasmideo original foi denominado de pFS8. Este
plasmideo foi digerido com diferentes enzimas de restricdo para se caracterizar o inserto
que apresenta aproximadamente 2.200 pb, quando digerido com EcoRI e Hindlll. O
inserto apresentou sitios internos de BamHI e Pstl.

Os dados do seqlienciamento mostraram que 0 gene estava clonado no sentido
contrario ao do promotor lac (figura 3). A fim de ter esse fragmento inserido no sentido
do promotor lac, foi feita uma subclonagem no plasmideo pUC19, o clone resultante
recebeu a designacao de pFS9 (figura 3). Apds a transformacao das células Escherichia
coli XL10 com o plasmideo pFS9, o DNA plasmidial foi extraido e tratado com as
enzimas de restricio EcoRI/Hindlll, BamHI/Hindlll, EcoRI/BamHI e Pstl para a
analise do tamanho do fragmento clonado. Os fragmentos obtidos foram analisados em

gel de agarose 1% com brometo de etidio, figura 4.
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Figura 3: Mapa dos plasmideos pFS8 e pFS9
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9.416
6.557
4.361

2.322
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Figura 4: Analise eletroforética, em gel de agarose 1% com brometo de etidio, dos fragmentos
obtidos apds tratamento do plasmideo pFS9 com as enzimas EcoRI/Hindlll, EcoRI/BamHI e
Pstl. Na raia 01: marcador ADNA/HindlIl; raia 02: pFS9 intacto; raia 03: pFS9 digerido com
EcoRI/BamHI; raia 04: pFS9 digerido com EcoRI/Hindlll; raia 05: pFS9 digerido com Pstl e
raia 06: BamHI/HindllIl.
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V.2 Andlise da sequiéncia do gene ftsH e da seqiiéncia deduzida de aminoacidos.

O fragmento de DNA clonado entre os sitios BamHI/Sau3Al do plasmideo
pFS9 apresenta 1.845 pb. A analise da sequiéncia deduzida de aminoacidos indica que a
primeira metionina esté localizada na posicdo +1. Na posi¢cdo 199 encontra-se o0 inicio
do moédulo AAA, que € caracteristico das proteinas pertencentes a familia das AAA,
ATPases Associadas a diversas Atividades celulares (Confalonieri e Duguet, 1995). Nas
posicdes 236-248 e 281-285 encontram-se os motivos Walker A e B respectivamente.
A regido SRH (Segunda Regido de Homologia) compreende os aminoacidos 341-355.
Proxima a regido carboxiterminal, na posi¢do 472-476 encontra-se 0 motivo de ligagdo
ao zinco que é caracteristico das metaloproteases zinco dependente. A analise da
sequéncia também mostrou que o gene ftsH estd incompleto, uma vez que ndo foi
encontrado o codon de terminacdo desse gene. Assim o gene ftsH do plasmideo pFS9

forma uma fusdo com o gene lacZ do plasmideo pUC19.
GGATCaggagtcgagctgccggacgagtcaagaagttcatggg

-105 ctgacccgtacggcggttcacgacgtacgacgccgagggcgtccc
-60 tcaccggaggggcgccctcagcgcatgccgggctctttccggtge

-15 cgtaccgtccgatatATGaccaatgcgccgccaccacggaaaacc
+1 M T N A P P P R K T
28 ccggacaaaccgtggcgcacggagggcacctcggacgagtcgccc
11 Pp D K P W R T E G T S D E S P
73 cggcggatcggcggccggcgggcgceccgggcgggtggtggggtcte
26 R R 1 G G R R A P G G W W G L

118 gccgccgccgcggtcatcgtcttcctcatcgtctacgccgcggtg
41 A A A AV 1 V F L I vV Y A A YV

163 acctacttcaccgcggccaacgaagcgaccatctcgtacacggag
56 T Y F T A A N E A T I S Y T E

208 ttcagcaagcaggtcgccggcggcaacgtcaccaaggtctactcc
71 F S K Q V A G G N V T K V Y S

253 aagggcgacgcgatccaggggcagctgaagcggccgcaaccgagg
86 K G D A 1 Q G Q L K R P Q P R

298 ccgggcggcggggagtacaccaccttcaagacgcagcgcccggcg
101 P G G G E Y T T F K T Q R P A

343 ttcgcggacgacaagctctggcagaacctgacgcagcaccacgtc
116 F A D D K L W Q N L T Q H H V

131

146



388

433

478

523

568

accgtgacagcccagccggtggtgcaggaacgcagcttcctgtcc
T v T A Q P V V Q E R S F L S
aatctgctgatctcgctgctgccgctgctgatcctggcggcggtg
N L L I S L L P L L 1 L A A V
tggatcttcatcgcccgtcgggtgcgcacgggcctcggcggcccg
w1 F 1 AN R R V R T G L G G P
ggaggcatgctgggccgcagggcgccccccaggccggtggagctg
G 6 M L G R R A P P P V E L
catccgggcatccgacgcaccacgttcgccgatgtcgccgggatc

191a H P G I R R T T F A D V A G

613
206
658
221
703
236
748
251
793
266
838
281
883
296
928
311
973
326
1018
341
1063
356
1108
371
1153
386
1198
401
1243
426
1288
441
1333
456
1378
471
1423
486
1468
501
1513
526
1558
541
1603
556
1648
571
1693
586

gacgaggtcaagggcgagctgaacgacgtcgtcgacttcctgcgg
D E VvV K 6 E L N D V V D F L R
aacccggacgcgtaccgcagcatgggcgcgaagatgccgcgcggc
NP DAY R S M G A K M P R G
gtcctgctgacgggcccgccgggcacgggcaagacgttgctggcc
vV L L T T K T L L A
cgggcggtggccggcgaggccggcgtgccgttcttctccgcctcc
A V A E A G V P F F S A S
gcctccgagttcatcgagatgatcgtgggcgtcggcgcgtcccgc
A S E F 1 E M 1 V G V G A S R
gtccgcgaactgttcaacgaggcgcgcaaggccgctccctcgatc
vV R E L F N E A R K A A P S 1
atcttcatcgacgagatcgacacgatcggccgcgcccgcggcggce
I F 1 D E 1 D T I G R A R G G
ggctccggcacgggcggccacgacgagcgcgagcagaccctgaac
G S 6 T G G H D E R E Q T L N
cagatcctcaccgagatggacggcttctccggctcggagggcgtg
Q 1 L T E M D G F S G S E G V
atcgtcatcgcggccaccaaccgcgcggacatcctggacgcggcc
I v 1 A A T N R A D 1 L D A A
ctgacccggcccggccgcttcgaccgggtggtcagcgtctcgcecg
L T R P G R F DR V V S V S P
ccggacagaggcggccgggaggcgatcctggagatccacacccgc
P DR G G R E A 1 L E I H TR
gacatgcccctcgccccggacgtggacctgccgcaggtggcccgg
D M P L A P DV DL P Q V A R
atgaccccgggcatgaccggcgcggaactggccaacctcgccaac
M T P G M T G A E L A N L A N
gaggcggcgctcctcgcggtcaagcggcaacagcagcaggtggcg
E A A L L AV K R Q Q Q Q Vv A
cagcacgacttcctggaggccctggagaaggtccdﬁﬁfﬁggtgcc
Q H D F L E A L E K V Q L G A
gcacgctcgctcctgatgccggaggaggagcggcgccgcaccgcc
AR S L L M P E E E R R R T A
taccacgagagcggacacgcactcctggggatgctgcagcccggt
Y H E S G H A L L G M L Q P G
gccgacccggtccgcaaggtcaccatcgtgccgcgcggccgagcg
A D P V R K V T I V P R G R A
ctgggggtgacgctgtcgaccccggaggccgacagatacgcgtac
L G vV T L S T P E A D Y A Y
acggaggagtatctgcgcggccgcatcatcggcgccctcggcggc
T E E Y L R G R 1 1 G A L G G
atggccgcggaacacgtggtcttcggggtcgtcaccaccggctcc
M A A E H V V F G V V T T G S
gagaacgacctcgaacaggtcaccggcatcgcccgcggcatggtc
E N D L E Q V T G Il A R G M V
gcccgctggggcatgagcgagcgggtgggccgcttctcggeccctce
AR W G M S E R V G R F S A L
cccagcgacgcacagcaggcctacggcctcaccgccgccccgcecac
P S DA Q Q A Y G L T A A P H
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1738 acactGATCC
T L
Figura 5: Seqiiéncia de nucleotideos e aminoacidos deduzidos do gene ftsH de Streptomyces Y7. Em
vermelho indicam o cédon de iniciagdo e em negrito os sitios BamHI/Sau3Al. As setas indicam inicio
e término do modulo AAA. Em azul claro e azul claro sublinhado estéo identificados o motivo A e 0
motivo B, respectivamente; em azul escuro a SRH (segunda regido de homologia) e destacado em rosa

o sitio de ligagdo ao zinco.

A seqliéncia obtida foi comparada com outras seqiiéncias depositadas em banco
de dados (NCBI) utilizando-se o programa BLAST (Altschul et al., 1990). As
seqliéncias de proteinas que ja foram melhor estudadas, foram analisadas através do

programa CLUSTAL X (Higgins & Sharp, 1988), como mostra a figura 6. Observam-se

regibes de homologia ao longo de toda proteina. Observa-se a alta conservacao

verificada na regido do médulo AAA e no sitio de ligacdo ao zinco. Verificou-se que a

seqliéncia deduzida de aminoacidos apresenta identidade de 75, 44, 42, 43 e 43% com a

proteina FtsH de Streptomyces coelicolor, Bradyrhizobium japonicum, Haemophilus

influenzae, Yersinia pestis e Escherichia coli, respectivamente.

Escherichia = = ——mmmmmmm MAKNL I LWLV IAVVLMSVFQSFGP 24
Yersinia = 0o —mmmmmmeemmmmmme MAKNL I LWLV IAVVLMSVFQSFGP 24
Haemophilus ~ ——mmmmm e MVKNLVLWVVVAV IMMTAYQSFNS 24
Bradyrhizobium —  —————o e MNANLRNFALWV I IVLLLLALFTLFQN 27
ftsH2 e MWIVLA--VLAVVVLMQVVGSSGGYKT 25
Bacillus ——mmmmmmmmmmmme MNRVFRNTIFYLLILLVVIGVVSYFQT 27
Streptomyces MTNPSPPRKAPEPPWRTEGTPDEPPKPPPGGRRMRGGWWNL I LAAL IVYL IANLVLSFFN 60
Y7 MTNAPPPRKTPDKPWRTEGTSDESPRR- I GGRRAPGGWWGLAAAAV IVFLIVYAAVTYFT 59
Escherichia SESNGRK--VDYSTFLQEVNNDQVREARIN----GREINVTKK-—————————— DSNRYT 67
Yersinia SESNGRR--VDYSTFMSDVTQDQVREARIN----GRE INVSKK-————————=— DNSKYT 67
Haemophi lus S-SVENS--TDYTTFVYDVSNGQVTAARFD---~ANE I TVTKT == ————————— DGSKYS 66
Bradyrhizobium PGQRASSQD I AFSQLLSEVDRGNVRDVV 1Q----GPDIHGTFT-————————-- NGSSFQ 72
FtsH2 VD--TGQ--VVQA INDNRVESAKLTTGDEQT IK-VQLKDGQKVE--———-—-—— GSSKIQ 70
Bacillus SNPKTEN--MSYSTF IKNLDDGKVDSVSVQPVRGVYEVKGQLK -~ ———————=— NYDKDQ 74
Streptomyces E---GDEPTISYTEFSKQVDEGNVSK I YAK - - --GDAIQGQLKKARDNPE-GDGTYTKFT
112

Y7 A---ANEAT I SYTEFSKQVAGGNVTKVYSK----GDAIQGQLKRPQPRP--GGGEYTTFK
110

Escherichia TY 1P-VQDPKLLDNLLTKNVKVVG-—-—~~- EPP-EEPSLLASIFISWFPMLLLIGVWIFFM
120

Yersinia TF1P-VNDPKLLDTLLTKNVKVVG-——~~ EPP-EEQSLLASIFISWFPMLLLIGVWIFFM
120

Haemophi lus TVMPPLEDKKLLDDLLSKKVKVEG-~~~~- TPF-ERRGFLSQIL I SWFPMLFLVGVWVFFM
120

Bradyrhizobium TYAP--NDPTLVKRLYDSKVQITA----- KPPGDNVPWFVSLLVSWLPFIALIGVWIFLS
125

FtsH2 ASY 1GDQGVTLANTLQNKYQDKQ I PDGYTVSPSKQNP-FVGILLSLLPFVL IVVVFLFLM
129

Bacillus YFLTHVPEGKGADQ I FNALKKTDV----KVEPAQETSGWVTFLTT I IPFVI IFILFFFLL

130
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TERPTFADDQLWADLTKNRVTVTA---—- EPVVQHRSFLANLLTALAPMLILVVLWIFIA
TQRPAFADDKLWQNLTQHHVTVTA-———- QPVVQERSFLSNLLISLLPLLILAAVWIFIA

- - - K- = .- K-

RQMQG——GGGKGAMSFGKS——KARMLTEDQIKT%EXS?AGCDEAKEEVAELVEYLREPSR
ROMQG--GGGKGAMSFGKS--KARMLTEDQ I KTSFADVAGCDEAKEEVSELVDYLREPSR
ROMQG--GGGK-AMSFGKS--RAKMLNQDQ I KVTFADVAGCDEAKEEVGE 1 VDFLRDPNK
RQMQG--GAGK-AMGFGKS--RAKMLTEAHGRVTFEDVAGVDEAKQDLQE I'VEFLRDPGK
NQMQG--GGSR-VMNFGKS--KAKL I TKDTPKTTFSDVAGSDEAVEELHE I KEFLQEPAK
NQAQG--GGSR-VMNFGKS--KAKLYTEEKKRVKFKDVAGADEEKQELVEVVEFLKDPRK
RRMRGALGGGAGGMLGRKAPPKPVELEAGKPRTTFADVAG I DEVEGELSDVVDFLKNPDA

RRVRTGLGG-PGGMLGRRAPPRPVELHPGIRRTTFADVAG I DEVKGELNDVVDFLRNPDA

- - * * - - - - * KhhAhkkh AKX me me ek ek

FOKLGGKIPKGVLMVGPPGTGKTLLAKATAGEAKVPFFT ISGSDFVEMFVGVGASRVRDM
FOKLGGKIPKGVLMVGPPGTGKTLLAKATAGEAKVPFFT ISGSDFVEMFVGVGASRVRDM
FONLGGKIPKGILMVGPPGTGKTLLARAIAGEAKVPFFT ISGSDFVEMFVGVGASRVRDM
FQRLGGRIPRGVLLVGPPGTGKTL IARAVAGEANVPFFT I SGSDFVEMFVGVGASRVRDM
FQAVGAKIPKGVLLYGPPGTGKTLLARAVAGEAGVPFYSISGSDFVEMFVGVGASRVRDL
FAELGARIPKGVLLVGPPGTGKTLLAKACAGEAGVPFFSISGSDFVEMFVGVGASRVRDL
YRRMGAKMPRGVLLTGPPGTGKTLLARAVAGEAGVPFFSASASEFI1EMIVGVGASRVREL

YRSMGAKMPRGVLLTGPPGTGKTLLARAVAGEAGVPFFSASASEF1EMIVGVGASRVREL

- =k ==k -k-k- *Ahkkkhkikkkikk-Kk-% *k Kk Fhkkh=-= K F-k-kk-kkkkhAkAkhkLAkkh- -

FEQAKKAAPCI IFIDEIDAVGRQRGAGLG-GGHDEREQTLNQMLVEMDGFEGNE IIV(&
FEQAKKAAPCIIFIDEIDAVGRQRGAGLG—GGHDEREQTLNQMLVEMDGFEGNEqIIVIA
FEQAKKNAPCLIFIDEIDAVGRQRGAGLG—GGHDEREQTLNQMLVEMDGFSGNDqVIVIA
FEQAKKNAPCIIFIDEIDAVGRHRGAGLG—GGNDEREQTLNQLLVEMDGFEANEqVILIA

|
FEQAKANAPA I VFVDE I DAVGRHRGAGLG-GGHDEREQTLNQLLVEMDGFDVKGGV IT. A
FENAKKNAPCL I FIDE IDAVGRQRGAGLG-GGHDEREQTLNQLLVEMDGFSANEGIITTA
FAEARKVAPS I IFIDEIDT IGRARGGGSGTGGHDEREQTLNQILTEMDGFSGSEGVIVIA

FNEARKAAPSI IFIDEIDT IGRARGGGSGTGGHDEREQTLNQILTEMDGFSGSEGVIVIA

* =k KAk mmkemkAhhkk - -khk Ak Kk Kk KAk -AkAkAkAAAkAkkA -k XhkAkk * =k -k
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ATNRPDVLDPALLRPGRFDRQVVVGLPDVRGREQILKVHMRRVPLDTDIDASVIARGTPG
ATNRPDVLDPALTRPGRFDRQVVVGLPDVKGREQ I LKVHMRKVSVAQDVDAMTLARGTPG
ATNRPDVLDPALLRPGRFDRQVVVPNPDVVGREQILKVHVRKVPLAPDINLKT IARGTPG
ATNRPDILDPALLRPGRFDRQIAVDRPDMQGRLE I LKVHQKGKPVAPDVDLSAVARRTPG
ATNRADILDPALLRPGRFDRQITVDRPDV IGREAVLKVHARNKPLDETVNLKS IAMRTPG
ATNRADILDAALTRPGRFDRVVSVSPPDRGGREAILEIHTREIPLAPDIDLAQVARTTPG

ATNRADILDAALTRPGRFDRVVSVSPPDRGGREAILEIHTRDMPLAPDVDLPQVARMTPG

*Ahkk K=kk KAk KAhkkAkAkA - Kk *x **x k=K% - - -- -% *xxk

FSGADLANLVNEAALFAARGNKRVVSMVEFEKAKDK IMMGAERRSMVMTEAQKESTAYHE
FSGADLANLVNEAALFAARGNKRVVSMVEFEKAKDK IMMGAERRSMVMTEAQKESTAYHE
YSGADLANLVNEAALFAARVNKRTVTMLEFEKAKDK INMGPERRTMIMTDKQKESTAYHE
FSGADLMNLVNEAALTAARRNKRMVTQAEFEEAKDKVMMGAERKSLVMTEEEKLLTAYHE
MTGADLANVLNEAALLTARSDQKL IDNHMLDEAIDRVVAGPQKRTRIMSDKEKKITAYHE
FSGADLENLLNEAALVAARQNKKKIDARD IDEATDRVIAGPAKKSRV I SKKERNIVAYHE
MTGAELANLANEAALLAVKRKQERVTQANLSEALEKVQLGAER-PLVMPEEERRRTAYHE

MTGAELANLANEAALLAVKRQQQQVAQHDFLEALEKVQLGAAR-SLLMPEEERRRTAYHE

mhkh -k K- KAAAKA - - - - - ek --- * - - - - - *hhk

AGHAT1 I1GRLVPEHDPVHKVT I IPRGRALGVTFFLPEGDAISASRQKLESQISTLYGGRLA
AGHAT1GRLVPEHDPVHKVT I IPRGRALGVTFFLPEGDAISASRQKLESQISTLYGGRLA
AGHATVGYLVPEHDPVHKVT I IPRGRALGVTFFLPEGDQIS1SQKQLESKLSTLYAGRLA
GGHAIVGLNVPATDP IHKAT 1 IPRGRALGMVMQLPERDKLSMSLEQMTSRLA IMMGGRVA
GGHALVAAASPNSDPVHKITILSRGRALGYTMVLPDEDKYSTTRNEMLDQLAYMLGGRAA
GGHTVIGLVLDEADMVHKVT 1VPRGQAGGYAVMLPREDRYFQTKPELLDKIVGLLGGRVA
SGHALLGMLQPGADPVRKITIVPRGRALGVTLSTPDADKYAYTEEYLRGRI IGALGGMAA

SGHALLGMLQPGADPVRKVT IVPRGRALGVTLSTPEADRYAYTEEYLRGRI IGALGGMAA

Kk - - - K m-k Khkhk- Kkk-k K *  *x - - -- *  x

EEI1YGPEHVSTGASND IKVATNLARNMVTQWGFSEKLGPLLYA-EEEGEVFLGRSVAKA
EEI1YGPEKVSTGASND IKVATS IARNMVTQWGFSEKLGPLLYA-EEEGE I FLGRSVAKA
EDL1YGEENISTGASND IKVATN IARNMVTQWGFSEKLGP ILYT-EDEGEVFLGRSMAKA
EEL1FGREKVTSGAASD IEQATRLARMMVTRWGLSEELGTVSYG-ENQDEVFLGMSVSRT
EELVFH--DPTTGAAND IEKATGLARAMVTQYGMTERLGA I KFG-GDNSEPFLGREMAHQ
EEIIFG--EVSTGAHNDFQRATNIARRMVTEFGMSEKLGPLQFGQSQGGQVFLGRDFNNE

EHVVYG--MITTGSESDLEQVTNIARGMVARWGMSERVGRLSALPGDAQQAYG—————-—
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EHVVFG--VVTTGSENDLEQVTGIARGMVARWGMSERVGRFSALPSDAQQAYG——————-—

* == - - - - * - - * =Kk Kk -

=k= -k =% - - -

KHMSDETAR I 1DQEVKAL I ERNYNRARQLLETDNMD I EHAMKDAEMKYET 1D----APQID
KHMSDETAR I 1DQEVKLLVERNYQRARKLELENMDVEHSMKDAEMKYET I1D----APQID
KHMSDETAHS IDEEVRATVNRNYARARE 1L I DNMD 1 EHAMKDALVKYETIE----EEQIK
QNASEATVQKIDSEIRRLVEEGYKEATRILTEKHGDEEALAKGELEFETLS----GDEIV
RDYSEEVAALVDEEVKKL IETAHNEAWE I EVENRDVLEDNLEVLALLEKETLGKEEIAEVFS
QNYSDQIAYEIDQEIQRI IKECYERAKQIETENRDKEELFAQTELKVETLD----AEQIK

LAAAPQTLDAIDGEMRRVVDSCYEEAVRKERDHRGQLEDALAESELASETLD-——=——---

LTAAPHTL---— ===
: : : - - * oz : :
DLMARRDVR-—--———————————————— PPAGWEEPGASNNSGDNGSPKAPRPVDEPRT
DLMNRKEVR---===—=———————————— PPAGWDNVTKNKSSDNDNTPTATMPADEPNT
QLMNREPVT—=-——=—— === ——— PPSGWGEPKTQQAAYANSTTNDTKPESAVEN
DLLKGKKPN--——— === === —————— RESVLEPTTPRASAVPPAGKSRPRPDPDPGL

QIVKRPARPAWTGSSRRTPSTRPPVLSPKELALTNGANGATAAISTAKSTTVEPAPAPER

HLIDHGTLP = === —————m e mm e ERNFSDDEKNDDVKVNILTKT--—————- EE

PNPGNTMSEQLGDK--- 644
PTSGNTVSEQLGDK--- 644

TDDFNV-—————————— 635
EPQPQA-—————————— 640
APEDRPES-——-———--— 668
KKDDTKE-—=——===—-— 637

Figura 6: Alinhamento da seqiiéncia deduzida de aminoacidos do gene ftsH do Streptomyces
Y7: As sequiéncias utilizadas foram: Escherichia (Escherichia coli); Yersinia (Yersinia pestis);
Haemophilus (Haemophilus influenzae); Bradyrhizobium (Bradyrhizobium japonicum); ftsH2
(Streptomyces coelicolor, gene ftsH2); Bacillus (Bacillus subtillis); Streptomyces (Streptomyces
coelicolor, gene ftsH1) e Y7 (Streptomyces Y7). Posicdo de identidade completa sdo indicadas
com (*); (:) indicam substituicbes conservadas e (.) indica uma substituicdo semiconservada.
As setas indicam o motivo AAA. Estd delimitado em chave o motivo Walker A e B
respectivamente. Dentro da regido tracejada destaca-se a segunda regido de homologia. Em
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vermelho a o sitio de ligacdo ao zinco. Os aminoacidos destacados em verde sdo aqueles mais
importantes para a determinacéo da regido coiled coil.

V.3 Dendograma representativo do grau de similaridade de sequiéncias de FtsH.

A analise filogenética da sequéncia parcial deduzida de aminoacidos de FtsH de
Streptomyces sp Y7 com outras depositadas em banco de dados forneceu o dendograma

mostrado na figura 7.

Bradyrhizobium

I Haemophilus
1000
Escherichia
1000
Yersinia
ftsH2
850
Bacillus
Streptomyces
1000

W7

Figura 7: Dendograma agrupando FtsH de varios organismos. As sequiéncias utilizadas foram:
Escherichia (Escherichia coli, n° de acesso:NP_417645); Yersinia (Yersinia pestis, n° de acesso:
NP_668019); Haemophilus (Haemophilus influenzae, n° de acesso: NP_439486);
Bradyrhizobium (Bradyrhizobium japonicum, n° de acesso:CAB51029); ftsH2 (Streptomyces
coelicolor 2, n° de acesso: NP_); Bacillus (Bacillus subtillis, n° de acesso); Streptomyces
(Streptomyces coelicolor, n° de acesso: NP_629721) e Y7 (Streptomyces Y7). Os nlmeros nos

nos representam os valores de bootstrap.
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V.4 Predicdo das estruturas coiled-coil das proteinas FtsH codificadas pelos

plasmideos pFS8 e pFS9

Como o gene ftsH do Streptomyces Y7 clonado ndo esta completo, ocorre uma
fusdo com trechos dos plasmideos pUC18 (pFS8) e pUC19 (pFS9). As proteinas FtsH
codificadas pelos plasmideos pFS8 e pFS9, sdo portanto proteinas de fusdo. Para se
analisar a presenca de estruturas tipo coiled-coil, foi utilizado a seqiiéncia de
aminoacidos das proteinas de fusdo de pFS8 e pFS9 e s6 da proteina FtsH.

A seqiiéncia deduzida de aminoacidos dos plasmideos pFS8 (que contém o
fragmento génico no sentido contrario ao do promotor lac do plasmideo pUC18) e pFS9
(contém o fragmento génico no sentido do promotor lac do plasmideo pUC19) foram
analisadas atraves do programa Coils (Lupas, 1996). Os resultados dessas analises estéo

apresentados na figura 8.

08+ 1 0}

06 ¢ &}

04l 1 04

0z}

PFS8 PFS9

Figura 8: Predigdo da estrutura “coiled coil” na seqiiéncia deduzida de aminoacidos dos
plasmideos pFS8 e pFS9. O programa coils foi rodado seguindo os seguintes parametros: matriz
MTIDK, janela 21 e reforco nas posicdes a e d de 2.5x. O eixo x indica a posicdo dos
aminoacidos e o0 eixo Y a probabilidade de formar “coiled coil”.
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V.5 Curva de crescimento das células AR3291 e AR3289 transformadas com o0s
plasmideos pFS8, pFS9 e pUC18

A expressdo da sequéncia parcial do gene ftsH de Streptomyces cerradensis foi
avaliada em células AR3291 e AR3289 transformadas com os plasmideos pFS8, pFS9 e
pUC18. Os resultados da curva de crescimento demonstram que as células AR3291,
transformadas com o plasmideo pFS9 (AR3291/pFS9) recuperaram 0 crescimento,
entretanto as células AR3291/pFS8 ndo apresentaram a mesma vantagem de
crescimento, diferenciando-se muito pouco da célula AR3291/pUC18, que foi usada
como controle, figura 9 a.

A curva de crescimento das células AR3289 transformada com 0s mesmos
plasmideos demonstrou que AR3289/pFS9 apresenta uma vantagem de crescimento nas
primeiras 5 horas decaindo ap6s 10 horas, entretanto para as células AR3289/pFS8 e

AR3289/pUC18 esse crescimento é maior a partir das 10 horas, figura 9 b.
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Figura 9: Curvas de crescimento das células AR3291 (a) e AR3289 (b) transformadas com 0s
plasmideos pFS8, pFS9 e pUC18. As células foram crescidas a 37°C em meio LB contendo
ampicilinae IPTG.

V.6 Analise do fendtipo de translocagdo de proteinas citoplasméticas (std) para o
meio de cultura das células AR3291 e XL10 transformadas com os plasmideos
pFS8, pFS9 e pUC 18

A andlise do fenotipo std demonstrou que as células AR3291/pUC18
apresentavam extravasamento da proteina f-galactosidase para o meio de cultura, assim
como AR3291/pFS9. As células AR3291/pFS8 e XL10 transformadas com 0s mesmo
plasmideos ndo apresentaram essa caracteristica, figura 10.

puCis pFs9 pFs8
ARS201 . i

XL10
* K

Figura 10: Andlise do fendtipo std. Células AR3291 e XL10 crescidas a 37° em placas contendo
LB-agar, ampicilina, IPTG e X-Gal. As colonias com extravasamento de proteinas apresentam
halo azul.
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V.7 Andlise eletroforética das proteinas intracelulares das células AR3291

transformadas com os plasmideos pFS8, pFS9 e pUC18

A analise das proteinas intracelulares das células AR3291 transformadas com os

plasmideos pFS8, pFS9 e pUC18 foi feita através de eletroforese em gel de

poliacrilamida a 10%. Os resultados demonstram que ndo ha diferenca acentuada na

producdo das proteinas intracelulares.
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=

Figura 11: Eletroforese em gel de poliacrilamida a 10% corado com prata. M.M: marcador

molecular; raia 01: AR3291/pFS8; raia 02: AR3291/pFS9; raia 03 AR3291/pUC18.
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VI DISCUSSAO

Ap0os analise dos clones isolados de bibliotecas genémicas construida por Penna
(2001), foi selecionado o clone gque apresentava homologia com o gene ftsh de outros
organismos. A razdo pela qual esse clone foi selecionado para estudo, deve-se ao fato de
que a proteina codificada por esse gene em outros organismos desempenha diversas
atividades na célula, que vao desde a manutencéo de proteinas citoplasmaticas como as
proteinas o>> e KCII (Tomoyasu et al.,1995 e Shotland et al., 1997) e proteinas de
membrana como a SecY (Kihara et al.,1995), além de ser a proteina responsavel pela
biossintese de lipideos de membrana (Ogura et al., 1999).

As anélises da digestdo do plasmideo original com enzimas de restri¢cdo (pFS8)
demonstraram que o0 inserto apresenta aproximadamente 2.200 pb e os dados do
sequenciamento mostraram que o fragmento génico estava clonado no sentido contrario
ao do promotor lac e que estava incompleto sendo que a homologia com o gene de ftsH
do Streptomyces coelicolor é perdida logo apés um sitio de BamHI/Sau3Al. Assim a
proteina FtsH produzida pelo plasmideo pFS8 € resultante de uma fusdo com o gene f3-
galactosidase do plasmideo pUC18. Quando o inserto foi subclonado no plasmideo
pFS9 também houve a formagdo de uma proteina de fusdo, a qual difere da codificada
pelo plasmideo pFS8 na extremidade carboxiterminal.

As sequiéncias deduzidas de aminoacidos foram comparadas com outras
sequéncias depositadas em banco de dados. As analises comparativas de homologia da
seqliéncia de 640 residuos de aminoécidos mostraram identidade de 75, 44, 42, 43 e
43% com a proteina FtsH de Streptomyces coelicolor, Bradyrhizobium japonicum,
Haemophilus influenzae, Yersinia pestis e Escherichia coli, respectivamente. A proteina
de fusdo produzida pelos plasmideos pFS8 e pFS9 apresentam o médulo AAA, na
regido compreendida entre os nucleotideos 657 a 1288, que é caracteristico as outras
proteinas FtsH, assim como o sitio de ligacdo ao zinco na posi¢do 1383, que esta
relacionado com a atividade proteasica da proteina FtsH (Ogura e Wilkison, 2001;
Schumann, 1999).
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A seqliéncia deduzida de aminoacidos foi utilizada para se realizar uma analise
filogenética com outras proteinas FtsH indicando que a proteina FtsH do S. Y7 esta
muito proxima da proteina FtsH do S. coelicolor (figura 7).

A fim de verificar se o produto do gene ftsH, clonado nos plasmideos pFS8 e
pFS9 apresentavam atividade biologica, foi utilizada uma linhagem Escherichia coli
AR3291, mutante em A ftsH, que apresenta uma mutacéo supressora em sfhC e permite
a viabilidade da célula (Ogura et al., 1999). Essa célula apesar de ser vidvel, apresenta
uma grande dificuldade de crescimento em temperaturas maiores do que 30°C. As
células AR3291/pUC18 apresentaram uma grande dificuldade de crescimento,
entretanto quando transformadas com o plasmideo pFS9 recuperaram um padrdo normal
de crescimento. As células com os plasmideos pFS8 apresentaram uma melhora no
crescimento quando comparadas com as células transformadas com pUC18, mas nédo
demonstraram uma recuperacdo semelhante a apresentada pelas células transformadas
com pFS9. Esses resultados sugerem que a proteina de fusdo produzida pelo plasmideo
pFS9 compensa a auséncia do gene ftsH, o que entra em acordo com os trabalhos
realizados por Naberhaus et al.,(1999), onde a proteina heter6loga produzida pelo gene
de ftsH de Bradyrhizobium japonicum complementa a mutacdo em ftsH nas células
AR3291 (figura 9).

As diferencas observadas entre o crescimento das células transformadas com
pFS8 e pFS9 podem ser devido a dois fatores: 1 — a concentracdo da proteina FtsH deve
ser maior nas células transformadas com pFS9, uma vez que nesse plasmideo o gene de
ftsH esta sob controle do promotor lac. 2 — Nesses 2 plasmideos a proteina FtsH é
resultado de uma fusdo com o plasmideo pUC18 ou pUC19. Assim a extremidade
carboxiterminal é diferente dependendo do sentido de clonagem do inserto. Uma
mudanca na extremidade carboxiterminal pode ocasionar uma diferenca na atividade da
proteina. Shotland et al., (2000) demonstrou que na extremidade carboxiterminal existe
uma o—hélice que forma uma estrutura conhecida como coiled-coil. Essa estrutura é
conservada em bactérias, cloroplastos e mitocondrias e esté relacionada com a atividade
da proteina e alteracdes nessa regido provocam modificaces no perfil de atuacdo da
FtsH, como por exemplo a queda na degradago de ACII e & *2.

A fim de verificar se 0 gene ftsH apresenta 0 mesmo efeito de toxicidade,
descrito no trabalho de Akyama et al., (1994), células de E. coli AR3289 foram

transformadas com os plasmideos pUC18, pFS8 e pFS9. Os resultados apresentados
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mostraram que as células AR3289/pFS9 apresentaram um ganho de crescimento em
relacdo as outras células nas primeiras 10 horas de cultivo. Apds esse periodo observou-
se uma queda acentuada no crescimento dessas células. As células transformadas com
pUC18 e pFS8 demonstraram um crescimento continuo, mesmo apds 24 horas de
incubacdo. Esses dados sugerem que o acumulo de FtsH produzida pelo plasmideo
pFS9 é tdxico para essa célula (figura 9), estando de acordo com os trabalhos realizados
por Akiyama . et al., (1994).

A predicdo da regido de coiled-coil para a proteina FtsH de E. coli sugere a
existéncia de uma hélice anfipatica na porcdo carboxiterminal. Em S. coelicolor essa
regido apresenta duas possiveis hélices, sendo a da por¢do carboxiterminal semelhante a
apresentada pela FtsH de E. coli. A proteina FtsH de B. subtilis apresenta 3 possiveis
hélices, sendo a ultima semelhante a de E. coli (figura 12). Os resultado da predicdo das
proteinas de fusdo dos plasmideos pFS8 e pFS9 ndo apresentam a a-hélice caracteristica

desses organismos, justamente devido a fusdo com o plasmideo pUC18 e pUC19.

B. subtillis E. coli
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Figura 12: Predicdo das regiGes de “coiled coil” das proteinas FtsH de Bacillus subtillis
Escherichia coli e Streptomyces coelicolor.

Vaérios fendtipos tém sido observado em mutantes ftsH tais como o, Tol
(tolerancia a colicina) (Qu et al.,, 1996) e Hfl" (alta freqiiéncia de lisogenizacéo)
(Herman et al., 1993) e Std™ (translocacdo anormal de proteinas) (Akiyama et al., 1994).
Em E. coli a proteina SecY é importante na translocacdo de proteinas, ela existe na
membrana e encontra-se complexada com SecE, quando ocorre algum problema e SecY
ndo forma esse complexo, ela se torna alvo da proteina FtsH. Assim na auséncia de
FtsH e com o acumulo de SecY ocorre um translocacdo anormal de proteinas
citoplasmaticas para o exterior, o que caracteriza o fenétipo Std".

Para verificar se a proteina de fusdo produzida por pFS9 e pFS8
complementavam a mutacdo para o fenotipo Std’, células AR3291 e XL10 foram
transformadas com esses plasmideos e com o plasmideo controle pUC18. Nas células
AR3291/pUC18 pode se observar que a proteina B-galactosidase extravasa para 0 meio
de cultura. Células de XL10 transformadas com o mesmo plasmideo ndo apresentam
esse extravasamento. As células de AR3291/pFS8 apresentaram um fendtipo
semelhante ao das células de XL10, as quais ndo apresentam o fenétipo de
extravasamento. Essas diferencas devem ser resultantes das diferencas entre as
extremidades carboxiterminais, que de alguma forma levam a uma maior ou menor
capacidade de degradar SecY. Os resultados demonstraram que a proteina de fusdo
produzida por pFS8 é capaz de inibir a translocacdo de proteinas do meio citoplasmatico
para 0 meio externo, provavelmente por conseguir degradar SecY, indicando sua
atividade (figura 10).
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VI CONCLUSAO

e Os dados do sequenciamento mostraram que o gene ftsH clonado nao
esta completo;

e A clonagem desse gene nos plasmideos pUC18 e pUC19 resulta na
formagcdo de proteinas de fusdo diferentes;

e Células de E. coli AR3291 transformadas com os plasmideos pFS8 e
pFS9 apresentam fenétipos diferentes. A transformacdo com pFS9 é
capaz de recuperar o crescimento dos mutantes AR3291;

e A andlise das proteinas de fusdo produzidas pelos plasmideos pFS8 e
pFS9 através do programa Coils, mostra que estas ndo formam a
estrutura “coiled coil” na regido carboxiterminal, caracteristica das FtsH;

e A proteina produzida por pFS8 inibe a translocacao errada das proteinas
citoplasmaticas (fenotipo Std’).para 0 meio de cultura, enquanto a
proteina produzida pelo pFS9 diminui, porém ndo inibe totalmente essa
a translocacéo.




VIlI PERSPECTIVAS

e Obtencdo da seqiiéncia completa do gene ftsH do Streptomyces Y7;

e Analise da expressdo da proteina através de experimentos Western-blot
Northen-blot;

e Estudar como as proteinas de fusdo agem sobre as proteinas ¢ % e SecY.
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