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Objetivos

Este estudo tem como objetivo estudar a
estrutura da MetaG7, uma potencial PETase
isolada em um projeto metagenémico de aguas
superficiais da Antartica [1], para compreender
as diferencas estruturais com relagdo as
enzimas homologas e seu potencial para
futuras aplicagbes em biorremediagdo de
poli(tereftalato de etileno) (PET) em baixas
temperaturas. Além  disso, avaliar a
estabilidade térmica da MetaG7 por meio da
espectroscopia de Dicroismo Circular para
determinar sua temperatura de melting (Tm).

Métodos e Procedimentos

A enzima MetaG7 foi expressa em Escherichia
coli da cepa Origami 2, utilizando um vetor
pET28a-TEV com uma cauda de 6-histidinas
(His-tag). A expressdo foi induzida com
isopropil B-D-1-tiogalactopiranosideo (IPTG) a
18°C.

A purificagdo da proteina foi realizada em duas
etapas cromatograficas. Inicialmente, utilizou-
se uma cromatografia de afinidade por ions
metalicos (IMAC) com a coluna HisTrap HP,

seguida por uma cromatografia de exclusédo
molecular (SEC) com a coluna Superdex 200
XK-16. A pureza da amostra foi verificada por
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE).

A estabilidade térmica da MetaG7 foi avaliada
por espectroscopia de Dicroismo Circular (CD),
determinando-se a temperatura de transi¢do
média (Tm) através de um gradiente de
temperatura de 4 a 94°C.

Para a determinagdo estrutural, a proteina foi
cristalizada pela técnica de difusdo de vapor
por gota sentada. Os cristais foram otimizados
e submetidos a difracdo de raios X na linha de
luz Manaca do sincrotron SIRIUS (CNPEM). A
estrutura foi resolvida por substituicdo
molecular e refinada utilizando os pacotes de
software Phenix e CCP4, com a construgédo do
modelo realizada no Coot. A andlise estrutural
e comparacdo com homologos foram feitas
com o PyMOL.

Resultados

A proteina MetaG7 foi expressa em sua forma
soltvel e purificada com sucesso,
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apresentando uma banda de aproximadamente
32 kDa em gel SDS-PAGE como mostra a
figura 1. A etapa final de purificagdo por
cromatografia de exclusdo molecular resultou
em uma amostra pura com concentracao de
6,75 mg/ml.
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Figura 1: Gel SDS-PAGE 15% da purificagéo por
afinidade da MetaG7. M: Marcador de massa
molecular, NI: Nao induzido, I: Induzido, P: Fragéao
insoluvel (Pelet), S: Frag&o soltvel, 25-500:
Concentragao de Imidazol das eleigdes de 25 a 500
mM. Fonte: Elaborado pela autora.

A analise de estabilidade térmica por dicroismo
circular revelou uma temperatura de melting
(Tm) de 52.8+0.4°C, mostrado na figura 2.
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Figura 2: (A) Espectro de dicroismo circular da Meta
G7. (B) Curva de desnaturacao térmica. Fonte:
Elaborado pela autora.

Através de ensaios cristalograficos, a estrutura
da MetaG?7 foi determinada com uma resolugao
de 2.9 A. A proteina exibe um enovelamento do
tipo a/B-hidrolase, composto por uma folha-
central de 9 fitas circundada por 7 a-hélices. A
analise estrutural comparativa revelou a
conservacgao da triade catalitica e dos residuos

do subsitio de ligagdo | [2]. No entanto, foi
observada uma variacdo no subsitio Il, com a
presenca de uma isoleucina no lugar de uma
valina caracteristica de PETases do tipo lla [3].
A estrutura também apresentou duas pontes
dissulfeto, sendo uma delas, entre os residuos
C211 e C248, caracteristica de PETases do
tipo Il. Adicionalmente, uma regido que por
alinhamento de sequéncia aparentava ser um
loop estendido, revelou-se na estrutura como
uma o-hélice estendida e estabilizada pelos
residuos Q257 e Y256.

7
Figura 3: Comparagéo entre a MetaG7 (verde) e
homologas tipo | (TfCut em magenta), tipo lla (VgCut
em laranja) e tipo llb (IsPETase em ciano) na regido
(A) do loop estendido com o primeiro e ultimo
residuo do loop da MetaG7 indicado em vermelho.
(B) Loop estendido com representagédo em stick dos
residuos Q257 e Y256 da extenséo da hélice alfa.
Fonte: Elaborado pela autora.

Conclusoes

Observando os resultados obtidos, conclui-se
que as técnicas de expressao e purificagdo
foram bem-sucedidas ao se obter a MetaG7
pura e em uma boa concentragdo. Por meio da
técnica do dicroismo circular obteve-se a
temperatura de melting Tm = 52.8 £+ 0.4°C,
mostrando que apesar de ser uma proteina
antartica, ela ¢é estdvel em maiores
temperaturas.

A obtencéo dos cristais de MetaG7 foi um dos
principais desafios, uma vez que as primeiras
tentativas ndo foram bem-sucedidas nos
experimentos de difragdo de raios-X. Onde a
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diferenca critca para o0 sucesso do
experimento foi ndo apenas cristalizar a 4°C,
mas também pescar os mesmos a esta
temperatura. Assim, produzimos cristais que
difrataram e permitram a resolucdo da
estrutura cristalogréfica da proteina a 2.9 A.

Isso nos permitiu comparar regides que
apresentam grande conservagao de residuos
com proteinas homodlogas, como a triade
catalitica e o subsitio I. Mas também regides
com diferenga na sequéncia como no primeiro
aminoacido do subsitio I, que apresenta uma
isoleucina onde usualmente se encontra uma
valina (em PETtases-like tipo Il). Além disso, a
regido do loop estendido da MetaG7, o qual se
esperava 3 residuos a mais do que PETases-
like do tipo I, de acordo com o alinhamento
multiplo de sequéncia, observamos a partir da
estrutura cristalografica, ha a presenca de uma
hélice-alfa estendida no final do loop e
estabilizada pelos residuos Q257 e Y256.
Observamos também as duas ligagbes
dissulfetos caracteristicas de PETases tipo |l

Portanto, tendo um maior conhecimento da
estrutura da MetaG7 e sabendo que ela é ativa
a baixas temperaturas, ela se mostra uma boa
candidata para engenharia de proteina para a
biorremediagdo, em particular para a
degradacgdo de PET em baixa temperatura.
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Objectives

This study aims to investigate the structure of
MetaG7, a potential PETase isolated in a
metagenomic project from Antarctic surface
waters [1], to understand the structural
differences in relation to homologous enzymes
and its potential for future applications in the
bioremediation of poly(ethylene terephthalate)
(PET) at low temperatures. Furthermore, it aims
to evaluate the thermal stability of MetaG7
through Circular Dichroism spectroscopy to
determine its melting temperature (Tm).

Methods and Procedures

The MetaG7 enzyme was expressed in the
Escherichia coli Origami 2 strain, using a
pET28a-TEV vector with a 6-histidine tail (His-
tag). Expression was induced with isopropyl -
D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) at 18°C.

The protein purification was carried out in two
chromatographic steps. Initially, metal ion
affinity chromatography (IMAC) was used with a
HisTrap HP column, followed by size-exclusion
chromatography (SEC) with a Superdex 200
XK-16 column. The purity of the sample was

verified by polyacrylamide gel electrophoresis
(SDS-PAGE).

The thermal stability of MetaG7 was evaluated
by Circular Dichroism (CD) spectroscopy,
determining the mean transition temperature
(Tm) through a temperature gradient from 4 to
94°C.

For the structural determination, the protein was
crystallized using the sitting-drop vapor
diffusion technique. The crystals were
optimized and subjected to X-ray diffraction at
the Manaca beamline of the SIRIUS
synchrotron (CNPEM). The structure was
solved by molecular replacement and refined
using the Phenix and CCP4 software packages,
with  model building performed in Coot.
Structural analysis and comparison with
homologs were done using PyMOL.

Results

The MetaG7 protein was successfully
expressed in its soluble form and purified,
showing a band of approximately 32 kDa on an
SDS-PAGE gel, as shown in Figure 1. The final
purification step by size-exclusion
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chromatography resulted in a pure sample with
a concentration of 6.75 mg/ml.
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Figure 1: 15% SDS-PAGE gel of the affinity
purification of MetaG7. M: Molecular mass marker,
NI: Not induced, I: Induced, P: Insoluble fraction
(Pellet), S: Soluble fraction, 25-500: Imidazole
concentration of the elutions from 25 to 500 mM.
Source: Prepared by the author.

Thermal stability analysis by circular dichroism
revealed a melting temperature (Tm) of 52.8 +
0.4°C, shown in Figure 2.
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Figure 2: (A) Circular dichroism spectrum of MetaG7.
(B) Thermal denaturation curve. Source: Prepared by
the author.

Through crystallographic assays, the structure
of MetaG7 was determined at a resolution of
2.9 A. The protein exhibits an o/B-hydrolase
fold, composed of a central 9-stranded (B-sheet
surrounded by 7 ao-helices. Comparative
structural analysis revealed the conservation of
the catalytic triad and the residues of binding
subsite | [2]. However, a variation was observed
in subsite Il, with the presence of an isoleucine
instead of a valine, which is characteristic of
type lla PETases [3]. The structure also

presented two disulfide bridges, one of them,
between residues C211 and C248, being
characteristic of type || PETases. Additionally, a
region that appeared to be an extended loop by
sequence alignment was revealed in the
structure to be an extended a-helix stabilized by
residues Q257 and Y256.

7

Figure 3: Comparison between MetaG7 (green) and

homologs type | (TfCut in magenta), type lla (VgCut
in orange), and type llb (IsPETase in cyan) in the

region (A) of the extended loop with the first and last
residue of the MetaG7 loop indicated in red. (B)

Extended loop with a stick representation of residues

Q257 and Y256 from the a-helix extension. Source:

Prepared by the author.

Conclusions

Observing the results obtained, it is concluded
that the expression and purification techniques
were successful in obtaining pure MetaG7 at a
good concentration. Using the circular
dichroism technique, a melting temperature of
Tm = 52.8 + 0.4°C was obtained, showing that
despite being an Antarctic protein, it is stable at
higher temperatures.

Obtaining MetaG?7 crystals was one of the main
challenges, as the first attempts were not
successful in the X-ray diffraction experiments.
The critical difference for the success of the
experiment was not only crystallizing at 4°C but
also harvesting the crystals at this same
temperature. Thus, we produced crystals that
diffracted and allowed the resolution of the
protein's crystallographic structure at 2.9 A.

This allowed us to compare regions that show
high residue conservation with homologous
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proteins, such as the catalytic triad and subsite
I. But it also allowed us to see regions with
sequence differences, such as in the first amino
acid of subsite Il, which has an isoleucine
where a valine is usually found (in type Il
PETase-likes). Furthermore, in the extended
loop region of MetaG7, which was expected to
have 3 more residues than type Il PETase-likes
according to the multiple sequence alignment,
we observed from the crystallographic structure
the presence of an extended a-helix at the end
of the loop, stabilized by residues Q257 and
Y256. We also observed the two disulfide
bridges characteristic of type |l PETases.

Therefore, having greater knowledge of the
MetaG7 structure and knowing that it is active
at low temperatures, it proves to be a good
candidate for protein  engineering for
bioremediation, particularly for the degradation
of PET at low temperatures.
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