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Introducao |

As proteinas estdo no centro de agdo nos
processos biolégicos, catalisando praticamente
todas transformagdes moleculares que definem o
metabolismo celular. Além disso, as proteinas sao
componentes estruturais essenciais das células e
uma pega—chave para decifrar a sua fungéo é o
entendimento de sua estrutura. O estudo das
interacdes entre proteinas ajuda a entender o
funcionamento das células e a interacdo entre
proteinas e ligantes auxilia no design de farmacos.
Para estes estudos uma das duas técnicas mais
empregada é a Ressonancia Magnética Nuclear

(RMN).
Neste trabalho relatamos as investigacbes
estruturais da chaperone flagellar FIgN da

Xanthomonas axonopodis pv. citri, proteina de 110
residuos de aminoacidos, pl de 6,75 e de
aproximadamente 12,12 kDa. O nosso segundo
alvo é a proteina Hsp90 (heat shock protein) da
laranja, de aproximadamente 90 kDa, com os
objetivos de definir suas interagbes com os trés
possiveis ligantes: ATP, ADP e ATPyS.
Acreditamos que estas interagdes sao importantes
em atuacao de Hsp90 ja que o seu papel é auxiliar
enovelamento correto de varias proteinas inclusive
da patogenicidade e viruléncia.

Resultados e Discussao |

A FIgN, no vetor pET23a, foi expressa em cepa da
E.coli BL21(DE3)pLysS em meio LB, a 37°C durante
2 h. Logo foi purificada por cromatografia de troca
ibnica (DEAE) e estda submetida a marcagao
isotdpica. As analises de dicroismo circular (CD) e
de fluorescéncia de emissdo indicaram seu
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> FIgN 12,12kDa

Figura 1: Gel SDS-page (15%) da expressao da
FIgN da Xac com tamanho de 12,12 kDa (a
esquerda). Esta proteina (sequéncia a direita) foi
purificada e apresenta 60% de a-hélice (CD) e Anax
de 346 nm (fluorescéncia).
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A proteina escolhida para os testes de interagao
proteina-ligante foi a Hsp100 em colaboragdo com o
grupo do Prof. Carlos H. |. Ramos, e suas
interagdes com os trés ligantes foram comprovadas
(Fig.2) aplicando a técnica de STD-RMN.
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Figura 2: Espectro de STD-RMN da intera¢do entre
Hsp100 e ATPyS. O mapa do epitopo esta em
negrito e os hidrogénios estdo identificados em
vermelho. Os espectros de 'H de RMN foram
adquiridos no Inova 500 (Varian) e em experimentos
de STD a proteina foi irradiada em 2 e 30 ppm.

Conclusodes

As melhores condigdes de trabalho para a
elucidagao estrutural de pequenas proteinas (FIgN
da Xac) por RMN estdo sendo analisadas. A
proteina alvo foi expressa e purificada em grandes
quantidades, e a sua concentracdo em tampéo
fosfato (100 mM, pH 8), é de 2 mM. A sua marcagao
isotépica, com N, também, foi executada e, em
breve, esperamos elucidagao da sua estrutura.

As analises de STD-RMN confirmaram a interagao
da proteina humana (Hsp100) com os trés ligantes:
ATP, ADP e ATPyS com aproximadamente 100% de
afinidade com os atomos de hidrogénio H-1’
(ribose), H-8 (adenosina) e H-2 (adenosina).
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