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INTRODUGAO:

Proteinas H-NS (histone-like pucleoid structuring) sdo principalmente conhecidas em bactérias
Gram-negativas, especialmente enterobactérias como Salmonella enterica e Escherichia coli ', onde
estao envolvidas com a regulacao da expressao génica. Possuem preferéncia por se ligar a regides do
genoma ricas em AT, as quais muitas vezes sado regides que foram adquiridas por transferéncia
horizontal. Ao se ligar e silenciar a expressao de tais regides, as proteinas H-NS protegem a bactéria de
possiveis genes nocivos.?®. Por outro lado, regides ricas em AT também possuem genes de viruléncia e
até mesmo ilhas de patogenicidade, e a evolugdo de mecanismos de percepc¢ao de alteragdes no
ambiente, como temperatura, pH e osmolaridade, permite que as proteinas H-NS silenciem essas
regides apenas quando a capacidade patogénica da bactéria ndo é requerida *°.

Burkholderia cenocepacia € uma espécie Gram-negativa do grupo B-Proteobacteria pertencente
ao complexo Burkholderia cepacia (Bcc), que inclui bactérias oportunistas que afetam pacientes
imunocomprometidos, como os portadores de fibrose cistica, causando infecgdes respiratérias crénicas ©.
Em Burkholderia cenocepacia H111 existem seis genes que expressam proteinas com motivo H-NS,
distribuidos entre os trés cromossomos presentes na bactéria, sendo cinco deles tipicos (codificam
proteinas de tamanhos similares aos das demais proteinas da familia H-NS) e um atipico (codifica uma
proteina com extensdo da regiao amino-terminal em comparagdo as proteinas da familia H-NS e
mantém similaridade apenas com a regido de ligacdo ao DNA), para os quais ainda existem poucas
informacdes acerca de seus niveis de expressao, interagdes moleculares e papéis no funcionamento da
bactéria. Desse modo, neste trabalho, buscamos estudar trés das proteinas H-NS presentes em B.
cenocepacia H111 (H-NSg,9, H-NSj61 € H-NSgse;), distribuidas nos cromossomos 1 e 2, em relacdo a

sua expressao na bactéria e possiveis interagbes com outras proteinas e o DNA.
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METODOLOGIA:

° Linhagens e condicdes de crescimento
Foram utilizadas as linhagens de E. coli DH5a, CC118Apir e SM10Apircrescidas a 37°C em meio

LB, acrescido de 100 pg/ml ampicilina (amp), 50 ug/ml trimetoprima (trim) ou 50 pg/ml canamicina (can).
B. cenocepacia (H111 e linhagens derivadas) foi crescida a 37°C em meio LLB ou meio minimo M9 -
usado apods conjugacdo para selecdo -, acrescidos de 100ug/ml ampicilina (amp) e/ou 50 pg/ml

trimetoprima (trim).

° Obtencao das linhagens
Fragmentos de DNA foram gerados por PCR utilizando Phusion High-Fidelity (Thermo). Os

primers utilizados adicionaram a sequéncia um sitio de restricdo na extremidade 5’ e uma sequéncia
FLAG a extremidade 3’ do gene. Os fragmentos foram ligados ao vetor de clonagem pJET 1.2 blunt
para obtencdo de um segundo sitio de restricdo na extremidade 3’ do fragmento. Apds digerido, foi
possivel ligar o fragmento ao vetor suicida pGPI-Sce-l, onde foi utilizada a linhagem CC118Apir para
replicagéo do vetor e SM10Apir para conjugagao com B. cenocepacia H111.

A conjugacéo triparental ocorreu com as linhagens SM10Apir pGPIh-nsFLAG (h-ns se refere a
cada um dos trés genes) como doadora, B. cenocepacia H111 como receptora e DHb5alfa pRK2013

como auxiliadora, como descrito por Higgins ”.

° Obtencio de extratos proteicos e co-imunoprecipitacdo de proteinas

B. cenocepacia H111 e as trés linhagens derivadas, cada uma expressando uma H-NSFLAG,
foram cultivadas até a fase exponencial, coletadas, lavadas com 20mM Tris-Cl pH 7.5, 150mM NaCl,
10% glicerol, ressuspendidas no mesmo tampao suplementado com cOmplete™, Mini Protease Inhibitor
Cocktail (Roche) e lisadas por sonicagdo (6-7 ciclo de 1 min, sendo 2s ON e 10s OFF; amplitude 50% ).
As amostras foram centrifugadas a 30min/4°C/20.000xg e o extrato soluvel foi coletado. A concentracao
de proteinas foi medida utilizando Bradford (Sigma-Aldrich) com BSA (Sigma-Aldrich) para
padronizagdo. Os experimentos de co-imunoprecipitacdo (co-IP) foram realizados com a adicdo da
resina ANTI-FLAG® M2 Affinity Gel (Sigma-Aldrich) lavada com tamp&o ao extrato e incubagao por
16h/4°C. As amostras foram resultado de elui¢des realizadas com um peptideo 3X FLAG - que compete
pela resina com as proteinas ligadas, liberando-as - ou com SDS - liberando, por fim, todas as proteinas

da resina.

° Anali rotein ti

As amostras proteicas foram separadas em gel desnaturante de poliacrilamida 15%, sendo
analisados os resultados a partir da coloragcdo com Nitrato de Prata ou western blotting - apdés
eletroforese, as proteinas foram transferidas para uma membrana PVDF 0.22 ym (Cytiva) e esta foi

incubada com o anticorpo primario monoclonal ANTI-FLAG M2 (Sigma-Aldrich) em diluicao de 1:2000
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por 16h/4°C. O anticorpo secundario utilizado foi Anti-Mouse IgG-Peroxidase (Sigma-Aldrich) em
diluicdo 1:5000. Para a deteccao das proteinas ligadas aos anticorpos, foram utilizados os reagentes

Amersham ECL Prime para Western Blotting (Cytiva).
RESULTADOS E DISCUSSAO:

Para investigar a expressdo de H-NSj,9, H-NSj5; € H-NSgse; € as interagcbes dessas proteinas
com outras moléculas, fragmentos referentes aos genes 135 0161, 135 0129 e 135_6597 e suas
respectivas regides a montante, onde espera-se estar presente a regido promotora de cada um deles,
foram amplificados do genoma de B. cenocepacia H111 e clonados no vetor suicida pGPI-Sce-Il. Todas
as construgbes carregam a sequéncia nucleotidica referente a cauda FLAG imediatamente antes do
codon de parada do gene. Apds a conjugacdo, cada vetor, que possui uma regido de homologia com
uma parte do genoma da bactéria, referente a sequéncia do gene inserido e sua regido a montante,
passou por recombinacdo homodloga, fazendo com que o vetor pGPI com o fragmento se integrasse no
genoma da bactéria e resultasse em duas cdpias do gene, uma com FLAG e a outra sem (Fig. 1A).

Assim, foram geradas trés linhagens, cada uma expressando uma proteina H-NS fusionada ao FLAG.
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Figura 1. A) Confirmagao da presencga dos fragmentos contendo os genes h-ns fusionados a sequéncia
nucleotidica do FLAG no vetor pGPI-Sce-l. Amostras nao digeridas e digeridas sdo mostradas para
cada construgcdo. B) Esquema demonstrando o processo de integragdo do vetor construido em B.
cenocepacia H111. O esquema mostra a obtencao da linhagem expressando H-NS,s,-FLAG, mas pode
ser usado para ilustrar as trés linhagens merodiplodides construidas. O fragmento contendo
h-nsfusionado a sequéncia do FLAG foi clonado no vetor pJET1.2 blunt e entdo subclonado em
pGPI-Sce-l. A construgdo foi inserida em SM10Apir, linhagem que foi utilizada para conjugagao
triparental juntamente de E. coli DH5a pRK2013 para transferéncia dos plasmideos para B.
cenocepacia H111.

Extratos proteicos das linhagens construidas foram usados em experimentos de
imunoprecipitacdo. Foi observada, a partir de analises por western blotting (Fig. 2) das amostras
imunoprecipitadas, a presenga de uma banda na amostra da linhagem que expressa H-NS;5-FLAG,

que nao apareceu nas amostras das demais linhagens. Esta banda provavelmente é referente a
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proteina H-NSy6-FLAG, de tamanho aproximado de 11.8kDa. As outras linhagens construidas nao
apresentaram bandas diferentes daquelas presentes na linhagem parental, sendo possivel que a
expressao das proteinas H-NS;,,q € H-NSgse; N0 ocorra em niveis tao altos a ponto de serem visiveis

nas concentracoes utilizadas.
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Figura 2. A) Western blotting para verificagdo da producao das proteinas H-NS fusionadas com cauda
FLAG a partir das linhagens construidas, apenas H-NS;-FLAG confirmada. As proteinas
H-NS;120-FLAG e H-NSgs,-FLAG apareceriam na altura de 12kDa e 12,2kDa, respectivamente. B) Gel
com coloragao de Nitrato de Prata. Visiveis duas bandas entre 10.0 e 15.0 kD nas amostras contendo
H-NS,,-FLAG e arraste no topo do gel. C) Sem bandas diferentes do controle nas amostras com
H-NS;120-FLAG e H-NSgs,-FLAG. D) Tratamento com nuclease na amostra de H-NS,-FLAG,
evidenciando o desaparecimento do arraste no inicio do gel.

A andlise das eluigbes obtidas na imunoprecipitagdo por SDS-PAGE seguida de coloragéo por
nitrato de prata revelou a presengca de um arraste no topo do gel, maior nas amostras de células
expressando H-NS,¢,-FLAG, que corresponde a fragmentos de DNA que foram co-purificados, uma vez
que este desaparece apés o tratamento com nuclease. Também sao visiveis duas bandas préximas ao
tamanho esperado da proteina H-NS;s,-FLAG, onde a mais alta parece ser a proteina com FLAG. A
segunda banda, logo abaixo, pode corresponder a proteina H-NSy¢, original, uma vez que as proteinas
H-NS sdo capazes de dimerizar e oligomerizar entre si. Considerando que apds a recombinacgdo a
bactéria manteve ambos os genes, com e sem a adigdo da sequéncia FLAG, em seu genoma, é
possivel que tenham sido produzidas ambas as proteinas, que, por interagirem entre si, foram
purificadas juntas pelo anticorpo anti-FLAG e separadas pela desnaturagdo das proteinas que ocorre
durante o preparo das amostras, assim dividindo-as em duas bandas durante a corrida do gel pela
diferenca de massa causada pela presencga do FLAG.

Em relagdo as demais linhagens, novamente nao foi possivel observar (Fig. 2C) claramente a
existéncia de bandas do tamanho esperado das proteinas H-NS;,-FLAG e H-NSgs4,-FLAG que nao
estivessem presentes também na amostra controle, reafirmando a possibilidade de seus niveis de

expressao serem baixos.

XXXI Congresso de Iniciagao Cientifica da UNICAMP — 2023



CONCLUSOES:

Considerando os resultados obtidos & possivel confirmar a produgéo da proteina H-NS;,-FLAG a
partir da linhagem construida, além de observar que os niveis dessa proteina sdo maiores do que as
proteinas H-NS;,o-FLAG e H-NSgs,-FLAG. Também, a partir dos dados, € sugerido que a proteina
H-NS,6-FLAG se liga ao DNA e se autoassocia, existindo a interagdo entre proteinas com e sem a
cauda FLAG. Com isso, sdo necessarias analises que tragam mais informagdes sobre os niveis de
produgao dessas proteinas e de que forma isso esta relacionado com o papel de cada proteina H-NS na

bactéria, além da confirmagéo da autoassociagado da proteina H-NS;5,-FLAG com a proteina original.
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