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Objetivos

O Sistema de Secrecdao do tipo IV de
Xanthomonas citri (T4SSxsc) € utilizado para
transportar toxinas que matam bactérias
gram-negativas. O T4SSy,c € formado por 12
proteinas: VirB1 - VirB11 e VirD4. Entre elas,
VirB8 esta ancorada na membrana interna e
possui um dominio globular localizado no
periplasma. Espera-se que o0 T4SSy,c seja
formado por 24 cépias de VirB8, formando um
complexo que interage com multiplas cépias de
VirB10 [1]. Portanto, o objetivo deste trabalho é
expressar e purificar construgbes de VirB8
enriquecidas isotopicamente com SN para
avaliar qual delas seria a melhor para ser
estudada por RMN em solugéao.

Métodos e Procedimentos

Quatro construgdes de VirB8 (VirB8gs.as,
VirB8:o2.045, VirB879.24s € VirB8,y34) foram
desenhadas com base em uma predi¢cdo
estrutural realizada com AlphaFold [2]. Estes
fragmentos foram clonados no vetor pRSFDuet
em fusdo com uma sequéncia de 6 histidinas
no N-terminal. Os plasmideos foram
propagados em Escherichia coli DH5a. As
bactérias contendo o plasmideo de interesse
foram selecionadas utilizando canamicina
(VirB8gs.245) ou ampicilina (VirB8g,.045, VirB87¢.04s
e VirB8,y.1). A expressdo dos clones foi
realizada em E. coli BL21(DE3) por indugao
com 0,3 mM de IPTG durante 18 horas a 18°C.
As células foram coletadas por centrifugacao,
suspensas em tampéao de lise (20 mM de Tris

pH 8,0, 300 mM de NaCl e 1 mM de PMSF) e
lisadas em Emulsiflex sob pressdo de 1000 -
1500 bar a 4°C. O lisado foi clarificado por
centrifugacdo a 25000 RPM e 4°C por 30
minutos. O sobrenadante foi aplicado em uma
coluna HisTrap (Cytiva) equilibrada
previamente com tampao de ligagdo (50 mM de
NaPi pH 7,4, 400 mM de NaCl, 10 mM de
Imidazol e 1 mM de PMSF) e eluida durante
um gradiente de imidazol (50 mM de NaPi pH
7,4, 400 mM de NaCl, 300 mM de Imidazol e 1
mM de PMSF). As fragdes contendo a proteina
de interesse foram reunidas e concentradas até
5 ml por centrifugagdo a 4000 RPM e 4°C em
um Centricon de 3 kDa, e separadas por gel
filtragdo em uma coluna Superdex 75 16/600
(Cytiva).

Resultados

O volume de eluicdo dos fragmentos de VirB8
na coluna de gel filtragdo é dependente da
concentracdo (Figura 1), sugerindo que todos
eles tendem a oligomerizar. Com base na
calibragdo da coluna, VirB8gsa4 © VirB8;g.a4s
tendem a formar trimeros em concentracdes
acima de 0,5 mM e dimeros em concentragdes
abaixo de 0,5 mM (Figura 1A e 1B). Enquanto
VirB8:gs-245 e VirB8;¢.245 formam
predominantemente monémeros (Figura 1C e
1D). Esta diferengca sugere que os 100
aminoacidos do C-terminal de VirB8
desempenham um papel importante para a sua
oligomerizagdo. A melhor dispersdo dos sinais
no espectro de RMN de 'H mostrou que
VirB8,p,045 € mais bem enovelada do que as



33

DSIICUSP

outras construgdes (Figura 2). Mais de 500
condicdes de cristalizagcdo dos fragmentos
VirB8454s € VirB8,,.,s foram testadas no
Robolab do CNPEM. VirB8gs.345 formou cristais
em 0,1 M de Imidazol, 0,2 M de MgCl, e etanol
a 15% v/v (Figura 3).
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Figura 1 - Caracterizagio de fragmentos de VirB8
por cromatografia de gel filtragdo. Os fragmentos
de VirB8 foram aplicados em concentragbes
decrescentes (1000 a 50 yM) em tamp&o 20 mM de
Tris pH 8,0, 150 mM de NaCl e 1 mM de PMSF.
Utilizou-se a coluna Superdex 200 10/300.
Cromatogramas em diferentes concentragbes de
proteina foram normalizados. A) VirB8gsas. B)
VirBS102_245. C)VirBS7o_248. D) Vil’B870_348.
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Figura 2. Espectro de RMN 1H de VirB8,y;.4s,
VirB8,,4s € VirB8gs.as. Os espectros foram
adquiridos a 800 MHz e 25 °C. As amostras foram
preparadas em tampao acetato de sédio 20 mM pH
5,0, contendo 150 mM NaCl, 1 mM PMSF e 1% D,0.
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Figura 3. Triagem de condi¢6es de cristalizagao

de VirB8gs.345. Os experimentos foram realizados no
ROBOLAB (CNPEM). A) luz visivel. B) luz UV.

Conclusoes

A construgdo VirB8,y,...5 apresentou melhor
estabilidade aparente e melhor espectro de
RMN. Por outro lado, VirB845.445 formou cristais
em uma das condigbes testadas no Robolab.
Essas duas construgdes serdo caracterizadas
por uma combinagao de cristalografia e RMN
com o objetivo de investigar a estrutura e
oligomerizacao de VirB8.
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