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RESUMO

A enzima Glucosamina-6-fosfato desaminase (GIcN6P desaminase) € envolvida na
conversido reversivel da D-glucosamina-6-fosfato (GIcN6P) em Fru6P e amoma, como parte
do caminho metabolico de aminoagucares como fonte de energia celular. A enzima
hexamérica (peso mol. 178200) exibe uma cooperatividade homotropica intensa em diregdo a
GIcN6P a qual é modulada alostericamente pelo ativador N-acetil-D-glucosamina 6-fosfato
(GIcNACc6P). A GIcN6P desaminase foi cristalizada no grupo espacial R32, com parametros
derede a=b =1259 A e ¢ =223.2 A e um conjunto de dados a 2.1 A de resolugdo foi
coletado usando radiagdo de luz sincrotron (Horjales et al., 1992). A procura no banco de
dados de seqiiéncias OWL ndo mostrou homologia significante com qualquer outra familia de
proteina, desta maneira a determinagdo da estrutura foi feita pela técnica de substituigdo
isomorfica maltipla (MIR) a partir de dois derivados, um composto de platina, o K,PtCl, € um
complexo de mercurio, o acido mersalico. O mapa MIR a 3 A de resolugdo mostrou contornos
claros e utilizando técnicas de nivelamento de solvente (solvent flattening) estendeu-se as
fases até 2.5 A. A enzima cristaliza-se com dois mondmeros na unidade assimétrica. A
densidade eletronica final foi interpretada com o auxilio do programa grafico ‘O’, sendo
possivel determinar sem ambigiiidade 230 dos 266 residuos de cada monomero; a partir dai
foram usados subsequentes mapas de Fourier diferenga para a localizag@o de todos os outros
residuos. O refinamento do modelo foi feito utilizando o programa X-PLOR (Briinger, 1993),
usando a rotina simulated annealing, obtendo o fator R final de 17.4 % com 348 moléculas de
agua e quatro ions inorganicos de fosfato.

O enovelamento do monémero tem uma estrutura do tipo o/f com uma folha—J3
pregueada paralela central com sete fitas com topologia 4x, 1x, 1x, -3x, -1x, -1x, envolvida
por ambos os lados por oito hélices-a e uma hélice 3;, com duas voltas. A sexta fita da folha-
B central tem um prolongamento no C-terminal que faz parte de uma segunda folha-f
antiparalela de trés fitas com topologia 2, -1. O hexdmero tem uma simetria local 32, com
dois trimeros empacotados frente-a-frente com uma rotagdo relativa de 15° em torno do eixo
de ordem 3 e ligados por pontes salinas e algumas interagdes hidrofébicas em torno do erxo
ndo cristalografico de ordem 2. As moléculas de cada trimero formam um contato ndo usual
de trés residuos Cis 219 préximo ao eixo de ordem trés.

Os complexos com ativador alostérico (GIcNAc6P) e inibidor competitivo (2-desoxi 2-
amino glucitol 6-fosfato) foram co-cristalizados isomorficamente com a estrutura nativa. Os
mapas Fourier diferenga mostram claramente densidades para os ligantes, definindo sem
ambigiiidade os sitios ativo e alostérico. O refinamento dos complexos produziram a mesma
conformagdo da proteina nativa, na margem de erro experimental. Os sitios alostéricos (seis)
estdo localizados na interface adjacente dos mondmeros de cada trimero e os sitios ativos (ou
cataliticos) no lado externo de cada monomero, no C-terminal da folha-B central. O
mondmero tem uma topologia com enovelamento similar a um dominio de ligagdo de NAD.
excluindo os segmentos de aminoacidos 1-35, 145-188 e 243-266. As estruturas dos
complexos e da nativa estio em um estado alostérico R em concorddncia com o modelo
MWC para um sistema do tipo K (Monod et a/, 1965). Um mecanismo alostérico similar ao
da GIcN6P desaminase ¢ encontrado na enzima fosfofrutoquinase (Evans, 1981). Um
mecanismo catalitico é proposto para a reagdo de isomerisagdo-desaminagdo da enzima
GlcN6P desaminase a partir do mecanismo geral para aldose-cetona isomerases.
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ABSTRACT

The enzyme Glucosamine-6-phosphate deaminase (GIcN6P deaminase) is involved mn
the reversible conversion of D-glucosamine-6-phosphate (GlcN6P) into Fru6P and ammonia.
The hexameric enzyme (mol.wt.=178200) exhibits an intense homotropic co-operativity
towards GIcN6P which is allosterically modulated by the activator N-acetyl-D-glucosamine
6-phosphate (GIcNAc6P).

The GIcN6P deaminase was crystallized in space group R32, with cell parameters
a=b=1259 A and c=223.2 A and a native dataset was collected to 2.1 A resolution at a
synchrotron source (Horjales et al., 1992). A search of the OWL sequences database has
shown no significant homology with any other known protein family. Therefore, the structure
determination will have to be achieved through the Multiple Isomorphous Replacement
technique from two isomorphous derivatives, a platinum compound K,PtCly and a mercury
complex, mersalyl acid. The MIR map at 3 A resolution showed clear molecular boundaries
and solvent flattening techniques (Wang, 1985) were used to extend the phase set to 2.5 A.
The final electron density map was interpreted with the aid of the grafic program ‘O’. The
enzyme crystallizes with a dimer in the asymmetric unit and 230 out of the total 266 residues
of each crystallographically independent monomer could be unambiguously identified in the
map. The remaining residues were located after subsequent difference Fourier maps. The
refinement was made with program X-PLOR (Brunger, 1993), using the simulated annealing
routine, obtained R=17.4 % with 348 water molecules and four inorganic phosphate ions.

The monomer fold shows an o/f structure with a central 7-stranded B-sheet with
topology 4x, 1x, 1x, -3x, -1x, -1x, surrounded on both sides by eight a-helices and 2-turn 3;o-
helix. The sixth strand of the central B-sheet is common to a second 3-stranded anti-parallel
B-sheet with topology 2, -1. The hexamer has local 32 symmetry, with two trimers packed in
a face-to-face arrangement with a relative rotation of 15° around the 3-fold axis, and linked
together by salt-bridge and some hydrophobic contacts. The molecules of each trimer have
extensive contacts and show an unusual feature of the three Cys219 residues closely clustered
around the 3-fold axis.

The complexes with allosteric activator (GIcNAc6P) and inhibitor (2-deoxy-2-amino
glucitol 6-phosphate) were co-crystallized isomorphously with the native structure. The
difference Fourier maps show clear density for the ligands, unambiguously defining the active
and allosteric sites. The complexes refinement produced the same conformation of the native,
within experimental error. The allosteric sites are located at the interfaces of adjacent
monomers from each trimer and the active sites (or catalytic) lie at the external side of each
monomer, at the C-terminal end of the central parallel B-sheet. The monomer has a similar
folding topology as a typical NAD binding domain, excluding the segments of aminoacids 1-
35, 145-188 and 243-266. The native and complexes structures are at the allosteric state R
concerted with MWC model for a K-system (Monod et al, 1965 ). A similar allosteric
mechanism i1s found in the enzyme phosphofructokinase (Evans, 1981). A catalytic

mechanism is proposed for the isomerisation-deamination reaction of the enzyme from
general mechanism for aldo-keto isomerases.



INTRODUCAO

No desenvolvimento da ciéncia, encontramo-nos hoje em uma nova
realidade, a chamada interdisciplinaridade, ou seja, a unido dos diversos ramos da
ciéncia, incluindo ai as ciéncias exatas e biologicas.

O desenvolvimento do conhecimento em ciéncias biologicas, progrediu
grandemente no momento em que iniciou-se o estudo do universo biologico a
nivel microscopico, comegando este estudo com microscopios Oticos.
Concomitantemente, as ciéncias exatas iniciaram o estudo da matéria
microscopica (ndo biologica) com o desenvolvimento de instrumentagdo para
esta, utilizando espectroscopia e difragdo de raios-X (cuja a base tedrica foi
desenvolvida no inicio do século). Com o intuito de conhecer cada vez a nivel
mais aprofundado os sistemas biologicos, introduziu-se novos equipamentos aos
experimentos, tal como microscopios eletronicos e comegou-se a utilizar a
espectroscopia.

Porém, somente foi possivel a ‘visualizagdo’ de sistemas biologicos a nivel
atémico com o uso da difragio de raios-X, que foi iniciado por Kendrew e Perutz
na década de 50, culminando com a resolugdo da estrutura a baixa resolugdo da
mioglobina de baleia (Kendrew, 1958) e da hemoglobina humana por Perutz
(Perutz, 1960). Com o passar dos anos, a obten¢do de modelos tridimensionais de
estruturas de macromoléculas desenvolveu-se em uma velocidade muita rapida
(ha mais de 2500 estruturas macromoleculares determinadas atualmente),
motivada por facilidades técnicas que se dispde hoje como, estagdes graficas de
alta defini¢do e fontes de raios-X de alta intensidade (radiagdo sincrotron),
Jjuntamente com novas técnicas bioquimicas e biologicas que foram desenvolvidas
com o passar destes anos, tal como o sequenciamento de proteinas e tecnologia
de DNA recombinante, sendo possivel, hoje em dia, resolver estruturas com 1 A
de resolugdo, estruturas de acidos nucleicos e virus. Toda esta bagagem estrutural
tornou-se determinante no desenvolvimento de diversas areas da biologia e
medicina, tais como a enzimologia, imunologia e biologia molecular etc.

O desenvolvimento destas técnicas resultou na interagdo de profissionais
de diversos ramos da ciéncia, no qual é necessario que todos falem uma
linguagem comum, de maneira a chegar a conclusdes conjuntas. Desta maneira, a
necessidade da interdisciplinanidade esta ocorrendo em todo a comunidade
cientifica onde os cientistas, sejam fisicos, bioquimicos, quimicos, bidlogos e
profissionais da area de computagdo trabalham resolvendo problemas em comum.

A cristalografia de proteinas ¢ uma ferramenta poderosa na compreensio
de mecanismos biologicos como aplicagdo académica e ¢ também poderosa nas
aplicagoes tecnologicas, tais como no desenvolvimento de drogas € vacinas.

Assim, o trabalho a ser descrito nesta tese se insere neste contexto, no qual
uma enzima que tem sido estudada a varios anos por bioquimicos, os quais
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obtiveram varias conclusdes, ¢ estudada agora a nivel estrutural onde se tentara
provar varias suposigdes e obter novos resultados sobre esta proteina.

A enzima GIcN6P desaminase, cujas amostras de proteina purificada foram
fornecidas pelos Drs. Mario L. Calcagno ¢ Myriam Marlenne Altamirano, foi a
primeira proteina cristalizada a ter sua a estrutura resolvida & nivel atémico no
Brasil (Dep. Fisica e Informatica - IFSC-USP).

Desta maneira, devido ao pioneirismo deste trabalho na cristalografia de
proteinas e ndo na cristalografia de pequenas moléculas (moléculas com menos
de 200 atomos), cujo o trabalho é desenvolvido no FFI-IFSC/USP desde a década
de 70 tendo véarias dissertagdes e teses escritas, esta tese ¢ centrada nos pontos
onde ¢ marcante a diferenga entre as técnicas utilizadas para pequenas € macro
moléculas.

A divisdo da tese é feita com a ordem cronologica da resolugido, isto €, o
primeiro capitulo é uma revisio dos conhecimentos sobre a enzima até o
momento do inicio do trabalho, o segundo mostra os experimentos para obtengdo
de derivados isomorfos, o terceiro descreve a obtengdo das fases, o quarto
refinamento da estrutura, quinto obtengdo, coleta e refinamento dos complexos
proteina com ativador e inibidor, no sexto sdo mostrados os resultados e
discussio dos dados obtidos e no sétimo, as conclusdes mais relevantes.

Tentou-se desta maneira, abordar sucintamente os assuntos teoricos e
praticos da resolu¢do de uma estrutura, exemplificando com uma situagio real da
estrutura resolvida por nés. Na parte teorica da tese, foi dada énfase aos assuntos
onde a teoria é muito escassa ¢ para assuntos ja amplamente discutidos, houve

uma breve introdugdo ou somente uma indicagdo de uma referéncia de boa
qualidade e facil compreensdo.



CAPITULO 1

A ENZIMA GLUCOSAMINA 6-FOSFATO
DESAMINASE DE Escherichia coli

A glucosamina 6-fosfato desaminase ¢ uma enzima com caracteristicas
bastante interessantes, tal como o seu mecanismo alostérico, que conduz a
mudangas conformacionais com a ligagdo do ativador alostérico ou com o
substrato da reagdo, possibilitando um estudo bastante amplo e interdisciplinar.
Aliado a estes fatos, a proteina que foi clonada, permite um estudo mais facil a
nivel experimental, pois a estrutura primaria pode ser mais facilmente
estabelecida e pode-se produzir proteina pura em grandes quantidades. Além
disso, a proteina pode ser purificada e cristalizada com facilidade.

A seguir, serdo mostradas as caracteristicas principais desta enzima, bem

como serdo descritos resumidamente os experimentos de cristalizagdo e coleta de
dados de difra¢do de raios-X feitos antes do inicio desta tese.

1.1 - CARACTERISTICAS PRINCIPAIS

Os agucares aminados, N-acetil-D-glucosamina (GIcNAc) e D-
glucosamina (GIcN) sdo essenciais para o crescimento bacteriano, pois sdo
componentes essenciais na constituicdo da parede celular ¢ membrana externa
(Mirelman, 1976 e Raetz, 1987). Além disso, tanto GIcNAc como GlcN sdo
excelentes fontes de carbono e nitrogénio para a bactéria (Bachmann, 1990).

Quando as células de Escherichia coli sdo cultivadas na presenga de
GlcNAc (ou GleN), a sintese das proteinas necessarias para a conversdo desta
para Frutose 6-fosfato (Fru6P), ¢ induzida; uma destas proteinas, codificada pelo
gen nagB da L. coli, é a Glucosamina 6-fosfato desaminase.

De maneira resumida, as reagdes do metabolismo que ocorrem culminando
com a sintese da GIcN6P desaminase sdo as seguintes:

1. Transporte de GIcNAc (ou GlcN) para dentro da célula, fazendo com que
estes acucares sejam fosforilados na posi¢do 6.

2. A GIcNACc6P se desacetila pela agdo da enzima N-acetil glucosamina-6-
fosfato desacetilase que a converte em GlcN6P

3. A GIcN6P é convertida em Fru6P e amonia pela enzima GIcN6P desaminase,
por meio da reagdo reversivel (esta reagdo ¢ uma isomerizagio aldose-cetona
acoplada com uma desaminagio (Hodge, 1955) ):

GIcN6P + H,0 < Fru6P + NHy



Na auséncia de GlcNAc ou GleN na cultura celular, a bactéria Escherichia
coli sintetiza GlcN6P desaminase a partir de Fru6P e L-glutamina (Sarvas, 1971,
Wuet al., 1971).

A enzima apresenta uma cooperatividade homotropica' em relagdo aos
seus substratos, GIcN6P e Fru6P, na diregdo direta e reversa da reagdo, porém
bem mais intensa com relagdo ao substrato GIcN6P (cinética descrita pelo
modelo de Monod et al. (veja nota de rodapé da pagina 6)). O controle da
regulagdo da enzima se da tanto a nivel transcricional (presentes no regulon nag
do mapa cromossOmico da Escherichia coli) como a nivel enzimatico feito pelo
metabolito GIcNAc6P (que controla tanto a expressdo como a atividade da
enzima). GIcNAc6P ¢ um ativador de ligagdo exclusivo da enzima, formando um
mecanismo alostérico (mecanismo pelo qual a enzima muda de conformagio
tridimensional e o ativador (ou inibidor) alostérico, geralmente diferente do
substrato, se liga em um sitio diferente do catalitico) (Midelfort ¢ Rose, 1977,
Calcagno ef al., 1984). _

A GIcN6P desaminase é uma proteina oligomérica composta de seis
cadeias polipeptidicas idénticas (Calcagno ef al., 1984) cuja estrutura primaria €
conhecida da seqiiéncia de DNA do gene nagB da Escherichia coli (Rogers et
al., 1988), tendo 266 aminoacidos.

A enzima GIcN6P desaminase de E. coli foi purificada, clonada e
extensivamente estudada (veja item 1.2). Foi também, purificada e clonada do
fungo Candida albicans (Das e Datta, 1992), tendo sido ainda, identificada em
diversos animais, fungos e bactérias (Noltmann, 1972).

1.2 - REVISAO DO CONHECIMENTO A NiVEIS ESTRUTURAIS E
FUNCIONAIS SOBRE A GlcN6P DESAMINASE DE E. coli

A enzima Glucosamina 6-fosfato desaminase de Escherichia coli K12 vem
sendo extensivamente estudada (centralizado nos estudos cinéticos e estruturais
da mesma), desde o inicio da década de 80, pelos Drs. Mario L. Calcagno,
Myriam Marlenne Altamirano e colaboradores da Faculdade de Medicina na
Universidade Nacional Auténoma do México (cidade do México) e pela Dra.
Jacqueline A. Prumbnidge do IBPC (CNRS), Paris, Franga. Myriam Altamirano
trabalhou com esta durante o seu mestrado € doutorado (com término em julho de
1993).

A purificagdo foi feita construindo-se uma coluna de afinidade, utilizando-
se um analogo do ativador alostérico (N-g-aminocaproil-GlcN6P) imobilizado em

" A cooperatividade ocorre quando a ligagdo de um ligante em um sitio da proteina altera a afinidade dos
outros sitios. No caso dos sitios serem idénticos e com as mesmas propriedades intrinsecas de ligacdo, a
cooperatividade ¢ chamada de homotropica.



agarose. A enzima se fixa a pH 7.5, temperatura ambiente ¢ tampdo de Tris-HCl
0.1 M. A enzima elui com uma solu¢do de GIcNAc6P 0.01 M (Calcagno, et al.,
1984).

A clonagem do regulon nag do mapa cromossémico da E. coli por
Plumbridge, et al, 1989, permitiu obter a proteina em grandes quantidades
(essencial para ensaios de cristalizagdo) com menor tempo e custo, facilitando
muito o estudo cinético e estrutural da enzima, e possibilitando determinar a
estrutura primaria (Rogers et al, 1988) da mesma praticamente sem
ambigiiidade. .

A proteina tem estrutura quaterndria formada por sets subunidades
1dénticas de peso molecular 29.7 kDa cada uma, possui ponto isoelétrico de 6.1,
volume parcial especifico de 0.737 cm’g ¢ Kn de 2 mM para GIcN6P
desaminase (Calcagno et al., 1984)* .

Um resumo com os resultados mais relevantes (do ponto de vista do
trabalho a ser desenvolvido nesta tese) sobre a enzima é dado abaixo:

1. Estrutura primaria ¢ conhecida da seqiiéncia de DNA do gen nagB da
Escherichia coli (Rogers et al., 1988).

2. A Enzima é um hexamero composto de seis cadeias polipeptidicas idénticas
(Calcagno ef al., 1984).

3. Estrutura quaterndria ¢ organizada como um trimero de dimeros (Hernandez-
Arana, 1993; Altamirano et al., 1993).

4. A GIcN6P desaminase € ativada alostericamente por GlcNAc6P. (Comb e
Roseman, 1958; Midelfort e Rose, 1977, Calcagno et al., 1984).

5. Experimentalmente demonstrou-se a presenga de pelo menos duas
conformagdes da enzima: ndo ativa (T) e ativa (R) (Altamiranoef al., 1989)’.

6. Ha um sitio alostérico por mondémero ou seis por hexamero, porém o
mecanismo de alostericidade somente ocorre com a enzima hexamérica
(Altamirano, 1993-1).

7. Inibicdo por Glc-0l-6P, comportando-se como um ligante homotrdpico,
causando a mudanga conformacional para o estado mais ativo (R) a baixas
concentragdes deste (Midelfort € Rose, 1977; Altamirano, 1993-1).

*O mecanismo de cinética de reagdo proposto por L. Michaelis e M. L. Menten ¢ um modelo
simples para descrever as propriedades de muitas enzimas. Para tanto, pode-se considerar o
seguinte esquema:

g q KS kcat

E+S & ES 5 E+P

onde E ¢ a enzima, S o substrato, ES é o complexo enzima-substrato, P o produto da reagdo e
Ks e ko sd0 as constantes de dissociagio da reagdo. A constante de Michaelis-Menten (Kn,) €
definida como K= Y2 Vi, onde Vi € a concentragdo maxima do substrato (ou de saturagdo)
que altera a razio de formagdo de produtos de uma reagfo catalisada. Segundo a teoria de
Michaelis-Menten, para varios mecanismos de catalise Ky = Ks, ou seja, Ki; € a constante de
dissocia¢do do complexo ES (veja Fersht, 1985, p.99-105).



8. Grupos SH:

e Das quatro cisteinas presentes na cadeia (Cys 118, 219, 228, 239), trés
formam grupos sulfidrilos, das quais dois SH aparecem expostos e reativos
(Cys 118 e 239) e um (Cys 228) estd aparentemente oculto ao solvente e
somente reage na presenca de agentes desnaturantes. A cisteina que ndo forma
grupo sulfidrilo (Cys 219) corresponde a uma ponte dissulfeto interpretada
como sendo intercatenaria (Altamirano et al., 1989).

o A transigdo alostérica do conformero ndo ativo (T) para o ativo (R) protege
completamente as Cys 118 e 239 contra ataques de agentes quimicos, isto é,
tornam-se ocultas ao solvente (Altamirano et al., 1989, 1992).

e Foram construidas trés formas mutadas de Cys 118 e 239 (cada uma das
cisteinas e ambas) para serina, por mutagénese sitio dirigida; onde concluiu-se
que as mutagdes simples ou dupla afetam a eficiéncia catalitica de maneira
similar (mesmo resultado tinha sido obtido por bloqueio quimico aos SH),
porém somente o mutante do residuo Cys 239 por Ser modificou
substancialmente o mecanismo de alostericidade da enzima. A enzima mutada
de Cys 239 por Ser tem uma possivel conformagio intermediaria entre T e R
(Altamirano et al., 1992).

9. Tyr 121:

e Ewvidéncias da presenga de um residuo tirosina no sitio alostérico de GIcN6P
desaminase (usando Dicroismo Circular) (Altamirano, 1993-2).

e A substituigdo, por mutagénese sitio-dirigida, de Tyr 121 (aminoacido Tyr
com maior probabilidade de estar na superficie) por Thr e Trp, produz
diferengas nas propriedades cataliticas e alostéricas em relagdo a proteina
nativa, demonstrando a participagio fundamental deste aminodcido na
estrutura e fun¢do da enzima (Altamirano, 1993-4).

7 A atividade alostérica da GIcN6P desaminase ¢ precisamente descrita pelo modelo de Monod-
Wyman-Changeux (MWC) em um sistema do tipo K (Altamirano ef a/. 1989). O modelo de
Monod (Monod et al., 1965), descreve 0 mecanismo alostérico de enzimas com as seguintes
caracteristicas: as enzimas sdo oligdmeros; tém dois estados conformacionais estaveis, T
(=tenso) quando a proteina esta desligada e R (=relaxado); o estado T tem mais baixa afinidade
por ligantes; todos os sitios em cada estado sdo equivalentes e tém constantes de ligacdo
idénticas. As enzimas alostéricas descritas pelo mecanismo de Monod ef a/., podem pertencer a
dois tipos de sistemas, do tipo K ou do tipo V. Em sistemas do tipo K (=liga¢do), as moléculas
do substrato e do ativador tém diferentes afinidades pelos estados T e R e a ligagfio do
ativador altera a afinidade da enzima pelo substrato devido as mudangas conformacionais
provocadas por este; além disso, os estados R e T tém o mesmo valor intrinseco de k., sendo
sua atividade modulada por mudangas de afinidade pelo substrato. Enquanto para sistema V
(=razdo), o substrato tem a mesma afinidade pelos dois estados (T e R), porém um dos estados
tem um valor de k., muito mais alto. O ativador liga preferencialmente a um dos estados e
entdo modula a atividade por mudangas na posi¢ao de equilibrio entre os dois estados. Como o
substrato se liga bem em ambos os estados, ndo ha cooperatividade pela ligagdo do substrato
(veja Fersht, 1985, p.269).



10. Estrutura secundaria: por dicroismo circular (CD) e predigdo de estrutura
secunddria empirica baseada em estrutura priméaria. Conteado de hélices-a (37%

predigdo ¢ 34% CD) e de folhas B (22% predigdo e 20% CD): estrutura tipo o/f
(Altamirano et al., 1991).

1.3 - CRISTALIZACAO DA ENZIMA (Horjales, E. ef al., 1992)

Os cristais da Glucosamina 6-fosfato desaminase nativa foram obtidos no
laboratério de cristalografia de proteinas do IFSC pelo pesquisador visitante Dr.
Eduardo Horjales, no final de 1991.

A proteina purificada foi armazenada em uma solugdo estoque de sulfato
de améma 2.5 M ¢ 5 mM de EDTA dissédico. Para cristalizagdo, a proteina
estocada fo1 dialisada contra um tampio de HEPES/NaOH 10mM, pH 7.4. Em
seguida, foi feita uma centrifugag¢do retirando-se o sobrenadante e logo apds, uma
outra centrifuga¢do com membrana semi-permeavel (centricon n° 100). A ltima
etapa para preparagdo ¢ a medida aproximada da concentragdo da proteina
usando um espectrofotometro (veja metodologia no capitulo 5). A concentragdo
utilizada na cristalizagao foi da ordem de 10 mg/ml.

A cristalizagdo ¢ feita por difusdo de vapor, método da gota suspensa
(hanging drop) a temperatura de 20°C (para mais detalhes veja cap.5).

Foram obtidos cristais sob diversas condig¢des:

1. Precipitante e tampdo de fosfato sodio/potassio (NaH,PO,4 e K,HPO,) 1.4 M
(pH 6,7 ¢ 8).

2. Precipitante de sulfato de amonia ((NH,),SO,;) 42 % (p/v), tampdo Tris/HCI
200 mM (pH 8 ¢ 9).

3. Precipitante de sulfato de amoénia ((NH,;),SO4) 42% (p/v), tampio HEPES/
NaOH 200 mM (pH 7).

4. Precipitante de acetato de sodio 42 %, tampio Tris/NaOH 200mM (pH 8).

Os cristais cresceram a partir de cinco dias € completaram o crescimento
em aproximadamente trés semanas, com dimensdes de até 1.0 mm x 0.6 mm x
0.3 mm.

Posteriormente, o material cristalino foi submetido a uma eletroforese em
gel de SDS/poliacrilamina na presenga de B-mercaptoetanol, confirmando que os

mondmeros da enzima estavam intactos ¢ migravam identicamente com a enzima
antes da cristalizagio.

1.4 - COLETA E ANALISE PRELIMINAR DOS DADOS DE DIFRACAO
DE RAIOS-X DA PROTEINA NATIVA (Horjales et al., 1992).

Para a coleta de dados foram utilizados os cristais crescidos em fosfato de
Na/K com pH 8.



Os cristais foram inicialmente caracterizados por fotografias de precessao
em uma fonte de raios-X Rigaku RU200B com 4nodo rotatério (A=1.54 A) no
qual foi possivel determinar o grupo espacial, R32, e determmar
aproximadamente os pardmetros de rede dos cristais (experimentos feitos no
laboratorio de cristalografia de proteinas - IFSC).

Um conjunto de dados completo a 2.1 A foi coletado de um cristal
utilizando radiagdo sincrotron no EMBL Protein Crystallography Station X31 em
HASYLAB em DESY, Hamburgo - Alemanha, com um detetor com placa de
imagens. Durante a coleta de dados (que demorou mais de 24 h) utilizou-se
comprimento de onda de 1 A, a fim de minimizar os efeitos da radiagfo ionizante,
pois utilizando A=1.54 A (fonte convencional) os cristais mostraram ser bem mais
sensiveis a radiagdo.

Foram coletadas 200692 reflexdes, sendo 38368 independentes com um

Rym=10 % (RsymZIZ[Z“ w— <1 h% I, _]) a2.1 A, com uma completeza de 99 %

dos dados (para mais detalhes: Horjales et al., 1992).

Os paridmetros de rede dos cristais sdo (sistema hexagonal): a=b=125.9,
c=2232 A

Para determinar a simetria nio cristalografica entre os dois mondmeros
independentes da unidade assimétrica foi utilizada uma fun¢do de auto rota¢do na
qual foi observada a presenga de um eixo ndo cristalografico perpendicular ao
eixo cristalografico de ordem trés (eixo ¢) e deslocado 15° do eixo cristalografico

de ordem dois (eixo a). Indicando que o hexdmero tem simetria pontual 32,
centralizado no eixo de ordem trés e deslocado da origem.



CAPITULO 2

PREPARACAO E COLETA DE DADOS DE DIFRACAO
DE RAIOS-X DE DERIVADOS ISOMORFOS

A procura no banco de dados de seqiiéncias OWL com 34100 entradas,
(Bleasby & Wootton, 1990) ndo mostrou nenhuma homologia significativa da
Glucosamina-6-fosfato desaminase com qualquer outra familia de proteinas
conhecidas.

Desta maneira, para determinar as fases do conjunto de dados coletado
(capitulo 1), podem ser utilizados normalmente os seguintes métodos (Drenth,
p.129, 153 e 205):

1. Método da substituigdo isomorfica (MIR), no qual € necessario a obtengdo de
cristais com atomos pesados (com P.M., normalmente, acima de 150) ligados
a proteina que sejam isomorficos com os nativos, isto € que a ligagdo destes
ndo alterem o empacotamento cristalino ou a estrutura da proteina.

2. Método do espalhamento anémalo, utilizado em conjunto com o método da
substituigdo isomorfica.

3. Método do espalhamento anémalo com multiplos comprimentos de onda
(MAD), requer o uso de radiagdo sincrotron sintonizavel (no qual possa se
utilizar diversos comprimentos de onda) e a presenga de atomos espalhadores
com P.M. maior que 34 na molécula proteica ou ligado a esta (Hendrickson,
1990).

Nesta tese escolheu-se usar o método da substituigdo isomorfica multipla
(MIR) (uma breve explicagdo sobre este método é dada no capitulo 3). Para o
uso deste método € necessario a ligagdo de atomos pesados a proteina, o qual
usualmente ¢ feito por co-cristaliza¢do (proteina com atomo pesado) ou soaking
(adigdo de atomos pesados por difusdo através dos canais do cristal proteico
nativo). A obtencdo destes derivados ¢ por tentativa e erro onde, para se
determinar se os atomos estdo ligados é necessario realizar coletas de dados de
difracdo de raios-X destes € comparar as intensidades de difragdo dos cristais da
proteina nativa com 0s cristais com possiveis atomos pesados.

A figura 2.1 representa um fluxograma de execug¢do de uma busca por
derivados isomorfos. Neste processo, tenta-se ligar atomos pesados a proteina
(por meio de difusdo através do cristal nativo); avalia-se se houve liga¢do
fazendo uma coleta de dados preliminar verificando-se se ha diferengas
isomorfas (relativo asintensidades do cristais nativos) (veja cap.3).
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Selecionar sais de atomos pesados

que dissolvem na solucdo méae
[C]=1mM

|

Colocacdo de PEQUENOS cristais

na solug¢do de atomo pesado por 24 h

Solucdo com N
¢ | Nao
concent. mais baixa

J'Sim

Colocagido de cristal GRANDE em

solugdo de atomo pesado por 24 h

Coleta de dados de difracio preliminar

Niao

Ha diferengas Isomorfas?

Sim

Coleta de dados a alta resolugdo

Figura 2.1 - Fluxograma de execuc@o de uma busca por derivados isomorfos

Se ha evidéncias de diferencas isomorfas, pode se fazer uma coleta a alta
resolu¢do, caso contrdrio, pode-se mudar tempo e concentragdo do sal de atomo
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pesado ou tentar-se outro sal e assim sucessivamente. Este processo sera
discutido em detalhes neste ¢ no proximo capitulo.

2.1 - PREPARACAO DOS DERIVADOS: DIFUSAO EM SOLUCAO
(SOAKING)

O método de difusdo em solugdo (soaking) utilizado nesta tese para
obtengdo de derivados isomorfos, se baseia no fato que cristais proteicos
possuem grande quantidade de solvente (usualmente 50-60% do seu volume),
devido a0 seu empacotamento cristalino, tendo grandes canais em seu interior
preenchidos por solvente. Por estes canais pode se difundir atomos pesados,
possibilitando a ligagdo em sitios especificos da proteina (sem fazer ligagdes
aleatdrias com a proteina, que acarreta a destrui¢do da natureza cristalina).

Este experimento pode ser realizado colocando-se um cristal de proteina
nativa em uma solugfo idéntica a utilizada para sua cristalizagdo (solu¢do méae),

porém com um sal de atomo pesado a baixa concentragdo. A figura 2.2 sumariza
o método.

proteina + solugao . .
precipitante (10ul) cristais sdo transferidos para

solugdo com atomos pesados
laminula \ \ /

graxa de vicuo

solugio mac -+ solugido
7 de atomo pesado

solugio de
precipitante conc. -
tampio

Figura 2.2 -Transferéncia de cristal da solu¢do em que foi crescido para uma
solu¢do com atomos pesados (soaking).
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Tabela 2.1- Experimentos realizados para obtengio de derivados isomorfos.

Sais de Atomos Pesados

Dissolucdo

Condigbes de Resultado apds coleta

soaking(mM,h)

acido benzéico 4-cloromercurio

3-Cloromercirio2metoxido
propil uréia
2-cloromercurio-4-nitrofenol

acido tiosalicilico etilmercirio

acido sodio benzoéico-
p-hidroximercurio
acetato de mercurio (Il)

tiocianato de mercurio(il)
tetratiocianetocobaltato(ll)
mercirio
cloreto de mercrio(l)
acido mersalico

acetato de fenilmercario

acetato de chumbo(il)
Trihidratado
oxido de chumbo

tetracloro-aurato(lil)
de potassio
hexacloro
platinato (IV) de potassio
tetracloro
platinato (ll) de potéassio
tetratiociano
platinato (Il) potassio
dicloreto trans-platina-(ll)
diamina
hexabromo de platina (V) de
potassio (K PtBrg)
acetato de europio (HI)
hidratado
sulfato de eurépio (1l)
hidratado
acetato de gadolinio(lil)
hidratado
sulfato de gadolinio(lll)
hidratado
acetato de samario(ill)
hidratado
acetato de uranila

oxalato de uranila

sulfato de uranila

néo dissolveu totalmente
dissolve com dificuldade.
dissolve apds colocagao

de HPO,* NaH/K,
ndo dissolve totalmente

dissolve, com agitagio
ha formagao de mercurio
metalico
ndo dissolve
dissolve colocando 12
agua
néo dissolve
dissolve apds colocagio
de HPO/* NaH/K;
dissolve com agitagéo
néo dissolve totalmente
ndo dissolve totalmente
dissolve colocando 12
agua
precipita ao colocar
HPO.* NaH/K,
dissolve colocando 12
agua
nao dissolve
ndo dissolve
dissolve facilmente
dissolve em (NH4),SO4
dissolve em (NH4),SO4
dissolve em (NHg4), SO4
dissolve em (NH4),SO4
dissolve em (NH4).SO4
nao dissolve
nao dissoive

dissolve colocando 12

agua

[C]=0.1; 24,48 h

[C]=0.1; 48,52 h

[C]=1; cristais -
dissolveram

[C]=0.1, cristais -

trincaram
2 coletas de dados,
ha diferenga isomorfa
coleta de dados, ndo ha
diferenga isomorfa
[C]=0.1,0.2, -

[C]=1;24 h

formagao de amorfo

[C]=0.1,24 h -
cristal explodiu

5 coletas, ha diferenca

[C]=0.2; 24h isomorfa
[C}=0.1; 24 h -
cristais trincam
[C]=0.1,1; 24 h coleta de dados, ndo ha
diferenca isomorfa
[C]=1; 24 h coleta de dados, ndo ha
diferenga isomorfa
[C]=0.5,1;24 h coleta de dados, nao ha
diferenca isomorfa
[C]=1; 24,48 2 coletas. ha diferenga

isomorfa

[C]=0.1,0.3,1; 24 h 5 coletas. cristais difratam

muito pouco
[C]=1;24,48 h -

2 coletas. njo ha
diferenga isomorfa.

[C]=1,5; 22,30 h

[C]=5; 24 h -

[C]=5; 24 h 1 coleta. ndo ha diferenca
isomorfa.

[C]=5; 24 h. 1 coleta. ndo ha diferenga
isomorfa.

[Cl=1,42h 1 coleta. ndo ha diferenga

isomorfa.
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Os principais problemas enfrentados neste processo séo os seguintes:

- Insolubilidade (parcial ou total) do sal na solugdo mée.

- Ataque do sais de atomos pesados ao cristal, causando quebra das
ligacdes da rede cristalina (mesmo a baixa concentragdo € pouco tempo),
acarretando trincas, formagdo de precipitados ou destrui¢do do cristal.

Na tabela 2.1 sdo sumarizados os testes que foram feitos com os sais de
atomos pesados, mostrando quais sais sdo soltveis na solugdo mae, condigdes de
solubilidade, quais suportam o processo de difusdo, suas condigdes
(concentragdo e tempo) e o resultado da coleta de dados (nas que foram possivel
fazé-lo). Para os experimentos com sais de lantanideos (Eu, Gd, Sm, U) foram
usados cristais crescidos em sulfato de amonia, pois estes sais ndo eram soluveis
em fosfato. Supunha-se que os cristais crescidos em sulfato eram isomorfos aos
crescidos em fosfato, pois com a coleta de dados de ambos (sulfato e fosfato
nativos) obteve-se os mesmos parametros de rede (esta suspeita confirmou-se
ap6s refinamento das duas estruturas em fosfato e sulfato). Na coluna dissolugdo
(tabela 2.1), descreve-se a maneira com que foi dissolvido o sal de atomo pesado,
isto €, ha casos em que o sal dissolve somente com agua e ndo com a solugdo de

Na/K fosfato; em outros casos, a dissolugdo ocorre com intensa agitacdo e/ou
aquecimento da solucio.

Figura 2.3 - Fotografia do sistema de coleta de dados R-AXIS IIC, da Rigaku Corp.
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Figura 2.4 - Fotografia do sistema de coleta de dados R-AXIS IIC, da Rigaku Corp.,
mostrando em detalhes o local onde é colocado o cristal para experimentos de difracdo de
raios-X.

2.2 - COLETA DE DADOS DE DIFRACAO DE RAIOS-X
2.2.1 - O Sistema de Coleta de Dados (Placa de Imagem Eletronica)

O aparelho utilizado para a coleta de dados foi o sistema R-AXIS IIC da
Rigaku Corporation, constituido de: fonte de raios-X com anodo rotatorio,
monocromatizado por um cristal de grafite (comprimento de onda 1.5418 A),
camara de oscilagdo com um grau de liberdade (angulo ¢) ¢ placa de imagem
reutilizavel com leitura a laser, ligada através de uma interface a uma estagdo
grafica na qual pode-se visualizar as imagens e processar os dados para obtengdo
das intensidades integradas (item 2.2 .4).
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A figura 2.3 ¢ uma foto do sistema e a figura 2.4 ¢ uma foto mostrando,
em detalhes, o local onde deve ser colocado o cristal (chamado de cabega
goniométrica), para submeté-lo a difragdo de raios-X.

A placa de imagens do R-AXIS IIC é um detetor de raios-X
bidimensional, com 4rea de 200x200 mm’ e possui 1900 por 1900 pixels de
105x105 pm? de 4rea cada um destes. E feita de material semicondutor, haleto de
bario dopado com eurdpio (BaFBr:Eu’*), que possui caracteristicas de
armazenagem de ‘imagens latentes’ e ‘leitura’ posterior (veja explica¢do abaixo).

O processo de exposigio/armazenagem/leitura dos dados pelo
equipamento, de maneira simplificada, é o seguinte:

O cristal deve ser montado na cabega goniométrica (item 2.2.3) e esta, por
sua vez, no eixo de oscilagdo do aparelho (angulo ¢). Durante o experimento de
difragdo o gonioémetro oscilara (por dngulo determinado pelo usudrio, ver item
2.2.4) enquanto submetido ao feixe de raios-X; os fotons difratados que chegam
a placa, excitardo parte dos elétrons do semicondutor ocasionando a mudanga de
nivel energético destes, e desta maneira, as informagdes do namero de fétons que
chegaram a placa e sua localizagio ficam ‘armazenadas’ (como imagens
‘latentes’) nos pixels desta.

A “leitura’ da placa ¢ feita pela varredura (por meio de um arranjo
bidimensional ortogonal, figura 2.5) de um feixe de exeitagdo, um laser de He-Ne
(633 nm), o qual leva o semicondutor da placa ao estado intermediario de
energia, produzindo luminescéncia em 390 nm (azul), que ¢ proporcional ao
numero de fotons de raios-X incidentes na placa, passando em seguida por uma
fotomultiplicadora que mede o numero de fotons fluorescentes emitidos. Este
dados (imagem digitalizada) sdo transmitidos por uma interface a uma estagdo
grafica onde as imagens sdo analisadas.

Apos este processo a placa € submetida a uma luz branca que permite o
retorno do sistema ao estado fundamental, isto é, a placa é ‘apagada’ ficando
pronta para a proxima coleta. No equipamento ha duas placas de imagens, desta
maneira, enquanto o processo de leitura de dados ¢ feito com uma, a outra ja esta
sendo submetida a uma nova coleta (Sato, 1992).

Um esquema mostrando o sistema de placa de imagens capaz de
armazenar/ler os dados de difragdo, ¢ dado na figura 2.5.

A placa de imagens eletrénica cumpre a mesma fungdo de um ‘filme de
ratos-X’ usado antigamente, porém tem muitas vantagens em relagdo a este, tais
como:

- Rapidez na coleta de dados

- Reutilizagio

- E pelo menos dez vezes mais sensivel do que o filme convencional, sua
faixa dindmica é muito maior (1:10%-10°), ou seja, permite a aquisiio de
reflexdes mais fracas e mais fortes.
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- Tem bastante sensibilidade inclusive para pequenos comprimentos de
onda (ex. 0.7 A), usado para radiagéo sincrotron.

- Apresenta baixa radiagdo de fundo (background) intrinseca (os filmes
convencionais apresentam um ruido de fundo denominado ‘fog quimico’
decorrente do processo de revelagio).

/ Tubo fotomultiplicador

s Filtro

3

espetho dicrdico
/

YL 1 Espelho

i

NG

T
Inversor | .
Motor de estdgios

Lémpada apagadora / Filtro

] ] - Laser de He-Ne

A\

R-X .- Py [P-Amostra 4
: i tegulador de distincia
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I
g
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Motor de deslizamento
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=
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\\\// S

=
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|
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(‘) e \\"‘"H
. Placas de Imagem (IF) T~ Fenda
-
N T Lubsificador
Automadtico

Figura 2.5 - Esquema mostrando o funcionamento da placa de imagens do sistema
R-AXIS IIC (Sato, 1992).

2.2.2 - Danos aos cristais devido a radiacio ionizante, sistema de
minimizac¢do de danos por resfriamento do cristal

Um dos maiores problemas da difra¢do de raios-X de materiais biologicos
é que estes sdo suscetiveis a danos devido a radiagdo ionizante. Cristais proteicos
sdo particularmente sensiveis pois os contatos de rede cristalina sdo
relativamente fracos e facilmente quebrados por produtos radioliticos resultantes
de fétons absorvidos. Ha dois componentes basicos para os danos de radiagdo:
Danos primdrios; causados por elétrons energéticos resultantes principalmente
dos efeitos fotoelétricos ¢ Compton.
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Danos secundarios: causados pelas reagdes dos produtos radioliticos que se
propagam pelo cristal e causam reagdes posteriores e danos nos contatos de rede
das proteinas.

Os processos secundarios variam muito entre diferentes proteinas e formas
cristalinas diferentes da mesma proteina. Porém, trabalhos recentes (Gonzalez,
1994) vém mostrando que os efeitos secundarios sdo muito reduzidos quando as
coletas de dados de difragio de raios-X sdo feitas a baixa temperatura e € obtido
um grande aumento no tempo de vida do cristal.

Além disso os processos secundarios se desenvolvem ao. longo do tempo,
iniciando-se no momento da primeira exposi¢do do cristal aos raios-X, desta
maneira, uma coleta rapida é essencial para prevenir estes danos. Assim, 0
sistema com placa de imagem reutilizavel, descrito no item anterior, leva grande
vantagem com relagdo, por exemplo, a um difratdbmetro de quatro circulos.
Similarmente, a utilizagdo de uma fonte de raios-X sincrotron, que possui um
feixe de alta intensidade, possibilita uma coleta muita mais rapida que em fontes
convencionais.

No sistema utilizado para coleta de dados de difragdo de raios-X nesta
tese, ha um sistema de resfriamento de cristais simples e eficiente. O
resfriamento é feito submetendo o capilar, onde esta o cristal, a um fluxo de
nitrogénio gasoso (verticalmente ao capilar) a uma temperatura controlada por
uma termopar (ver figura 2.4).

Nos experimentos realizados nesta tese, o processo de resfriamento de
cristais mostrou ser bastante eficiente, prolongando o tempo 1til de coleta
(periodo no qual o cristal ainda difrata a uma resolugdo razoavel).

2.2.3 - Escolha e montagem dos cristais

A escolha do cristal conveniente para coleta deve levar em consideragdo
alguns aspectos:

1. Deve ser uma substincia cristalina. A observagdo do suposto cristal sob
microscopio polarizador de luz pode dar uma indicagdo destas caracteristicas.
Se o material sob observagdo ndo mostrar propriedades de birrefringéncia, o
mesmo pode pertencer ao sistema cristalino cubico, ou pode estar orientado
paralelo ao eixo 6tico ou simplesmente pode ndo ser uma substancia cristalina.

2. Deve ser um monocristal (um cristal unico, ¢ ndo um aglomerado de cristais).
Com o uso do microscopio polarizador de luz, pode-se ter uma indicagdo se o
cristal € unico ou um policristal, pois se o cristal em questdo sofrer extingdo
(quando rodado 360°) por completo, em vez de somente partes deste, pode ser
um monocristal.

3. Tamanho conveniente (experimentalmente este tamanho deve ser entre 0.3 ¢
1.0 mm). Deve ser dada preferéncia a cristais maiores pois devido ao maior
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niimero de moléculas que podem difratar no cristal, a coleta é feita com maior
rapidez, diminuindo desta maneira, os danos devidos a radiagdo ionizante. (A
principio, hd uma limitagio ao tamanho dos cristais, pois em cristais muito
grandes a absor¢io da radiagdo pelo cristal toma valores criticos,
comprometendo a coleta).

4. Morfologia ¢ transparéncia do cristal. Experimentaimente cristais com
contornos bem definidos, apresentando transparéncia, boa aparéncia e
mostrando extingdes bem definidas sob microscopio polarizador, costumam
ser mais convenientes para experimentos de difragdo de raios-X.

Para montar cristais proteicos e submeté-los a experimentos de difragdo de
raios-X (tanto no aparelho descrito no item 2.2.1, como em outros equipamentos
como a camara de precessio) deve-se considerar que os cristais de
macromoléculas (justamente por serem moléculas de grande porte) possuem
grandes canais com solvente, de maneira que suas condigdes de equilibrio podem
ser facilmente modificadas, pela mudanga na concentragdo ou evaporagio da
solucdo dos canais.

Desta maneira, ao manipular os cristais e alterar as condi¢des em que estes
estdo no momento da retirada do pogo de cristalizagdo, os mesmos podem sofrer
danos irreversiveis que serdo refletidos na qualidade dos dados a serem medidos.
Assim, estes sdo montados de maneira que fiquem sob pressdo de vapor com a
solucdo mie, evitando evaporagdo desta, € uma eventual ‘secagem’ e perda do
cristal.

Para tanto, os passos utilizados nesta tese para a montagem de cristais
foram as seguintes:

1. Retirada da laminula da placa de cristalizagdo (ver item 5.1.3.3)

2. Colocagédo de mais solu¢do mie na laminula (a fim de evitar que o cristal fique

seco devido a evaporag¢io da solugio).

3. Usando capilares de vidro com de 1.0 ou 1.5 mm de didmetro com espessura

muito fina (a fim de minimizar a absor¢do da radiagdo pelo vidro) acoplados a

uma seringa, suga-se o cristal escolhido para dentro do capilar.

4. Coloca-se (sugando novamente com a seringa) uma coluna de solu¢do mie,

fechando-se esta ponta do capilar com cera de abelhas ou cola.

5. O cristal deve ser parcialmente seco. Isto é feito, por exemplo, com pequenas

fibras de papel filtro que devem ser inseridas dentro do capilar, evitando tocar o

cristal. Este procedimento é feito, pois quando o cristal é sugado para dentro do

capilar, traz consigo uma coluna de solugdo, a qual quando submetida a radiagdo
produz forte espalhamento, aumentando sensivelmente a radiacdo de fundo

(background) da coleta de dados. Deve-se ter em mente, que o cristal ndo deve

ser seco demasiadamente, pois é necessario um pouco de solugido para manté-lo

preso a parede do capilar por tensdo superficial.

6. O capilar deve ser cortado do lado que ainda ndo foi fechado, com tamanho

conveniente para a colocagdo no aparelho. Para tanto, apds a medi¢do de uma
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distancia entre 1.0 e 1.5 cm do cristal até a ponta aberta do capilar, pinga-se uma

gota de cera quente na posigdo a ser cortada e quebra-se o capilar com uma

pinga, evitando-se a trinca do capilar.

7. Coloca-se uma outra coluna de solu¢do mie (do lado que esta aberto do

capilar) fecha-se este com cera e acopla-se (usando cera de abelhas) o capilar na

cabega goniométrica (suporte que € colocado no aparelho para coleta de dados).
A figura 2.6 mostra um cristal montado dentro de um capilar.

coluna com

solucdo mie cera de abelha

N

@ )

cristal parcialmente
banhado

Figura 2.6 - Esquema mostrando a montagem de cristal proteico dentro de um capilar de vidro,
para posterior experimentos de difragdo de raios-X.

A cabega goniométrica com o capilar ¢ cristal deve ser acoplada ao
aparelho e o cristal deve ser alinhado ao feixe de raios-X (a fim de que durante
todo o movimento de oscilagdo do cristal, este fique exposto de maneira igual a
radiagdo). O alinhamento é feito por alguns ajustes presentes na cabeca
goniométrica observando-se o cristal em varias posi¢des com auxilio de um
microscopio (aumento de 40 vezes) presente no equipamento.

2.2.4 - Estratégias de coleta de dados de difracio de raios-X

A fim de obter os melhores dados possiveis do cristal que se dispde, antes
que este sofra danos sérios devido a exposi¢do a radiagdo ionizante, deve-se
fazer algumas consideragdes, dadas abaixo.

No caso de uma coleta de dados de um cristal proteico no qual nunca foi
feito este experimento, ndo ha muitas estratégias a serem definidas, pois ndo se
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conhece seu grupo espacial, sua sensibilidade a radiagdo ionizante, a qual
resolucdo que este difrata. Resta-se neste caso, devido a experiéncia com outras
proteinas, tentar prever estes fatores experimentais (por exemplo, sabe-se que
normalmente quanto maior o peso molecular da macromolécula mais esta sofre
danos devido a radiagdo ionizante, ou seja, o cristal de um virus sofre muito mais
com a radiagdo que uma pequena enzima).

No caso de cristais de proteinas ja manipulados (onde se conhece grupo
espacial, pardmetros de rede, sensibilidade do cristal a radiagdo ionizante), pode-
se usar este conhecimento prévio para fazer coletas onde se obtenha o melhor
conjunto de dados .possivel, que implica em obter dados mais completos em

menor tempo, com uma redundincia adequada para o escalonamento entre os
filmes (item 2.2.4.4).

Assim os fatores que se devem levar em consideragdo para a maximizagéo
dos dados, sdo os seguintes:

1._Grupo Espacial do cristal: (Stout & Jensen, 1968, pp.154-156)

Devido as simetrias dos grupos espaciais e pela lei de Friedel (Inw=Lnx.1,
Blundell e Johnson, 1976, p.133), somente uma parte dos dados possiveis de
serem medidos serdo necessarios medir, estes sio chamados de dados unicos.
Por exemplo, no caso de cristais pertencentes ao grupo espacial triclinico, s6 é
necessario medir metade dos dados (usando lei de Friedel), se o grupo espacial
tem uma simetria maior, elementos de simetria adicionais devem ser levados em
conta. No caso do grupo espacial monoclinico, ha sempre uma simetria 2/m e as

reflexdes h, k, I, podem ser divididas da seguinte maneira (eixo de ordem 2
paraleloab’):

=l =L =hu 5 Iw=hxi=Iwi=Lwg € I # L

Desta maneira, se for pensado em termos do espago reciproco, sera
necessario um quarto da esfera de reflexdes para obter um conjunto completo,
como ¢ mostrado na figura 2.7.

Assim, este calculo pode ser estendido para grupos espaciais com maior
simetria e assim, pode-se saber previamente qual a regido necessaria para uma
coleta completa de determinado cristal.

2. Pardmetros de rede de cristal: cristais com pardmetros de rede maiores
necessitam de angulos de oscilagdo menores (veja explicagdo mais abaixo).

3. Tamanho do cristal: quanto maior o cristal montado, mais difragdo ocorrera
em um tempo mais curto, tem-se assim mais condigdes de obter uma coleta

completa antes que o cristal tenha decaimento de difragdo devido a danos de
radiagio.
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Eixo Unico b*

h‘v

Figura 2.7 - Volume necessario para uma coleta de dados de difragdo de raios-X completa para
cristais do grupo espacial monoclinico (Stout e Jensen, 1989, p.161) .

4. Estado do cristal: durante a montagem, muitas vezes o cristal pode sofrer
trincas, ter pontas quebradas, etc; principalmente quando este foi tocado por
algum objeto, ou ficou sem solugdo mie por algum momento. Este cristal
difratara menos e sofrera danos por radiagdo mais rapidamente que um cristal em
boas condigdes.

O equipamento utilizado permite alguns ajustes que levam em
consideracdo os itens anteriores, estes sio dados abaixo:

1. Ajuste da distincia Cristal-Detetor.

Com este ajuste o usuario pode definir em qual resolugdo sera a coleta de
dados, ou seja, quanto mais perto o cristal do detetor pode-se gravar reflexdes
com maior angulo de Bragg (maior resolu¢do), ¢ vice-versa, porém como
desvantagem, quanto mais perto (cristal-detetor) mais préoximos os pontos de
difragdo (maior superposi¢do), 0 que torna-se mais critico para cristais com celas
unitarias grandes (o aparelho permite ajuste de distancia entre 55 € 200 mm).

2. Angulo de oscilagdo:

Uma coleta com angulos maiores (p.ex. 20) acarreta em uma maior
possibilidade de superposi¢do entre os pontos de difragdo, porém havera menor
numero de reflexdes parciais que provocam erros no processo de integra¢do dos
filmes (veja item 2.2.5.2) e maior nimero de dados num tempo menor (pois ndo
ha necessidade de troca de filme); e vice-versa para angulos pequenos (p.ex. 10).

Assim, como se pode notar, estes ajustes devem ter um compromisso,
entre resolugdo, sobreposi¢io dos pontos de difragdo, rapidez de coleta € devem
ser escolhidos pelo usuario usando, também, sua experiéncia.
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| Um recurso para obter um conjunto de dados mais completo possivel em

menor espago de tempo, é usar o programa de processamento de dados do
equipamento (op¢do simulation, dentro da rotina oscill do programa PROCESS,
item 2.2.5). Apos a obteng¢do dos filmes still ¢ de se calcular a matriz de
orientagdo do cristal (item 2.2.5.2), pode-se fazer uma previsdo de coleta de
dados conforme regido escolhida para a coleta (p.ex. coleta de dados entre os
angulos de oscilagdo ¢=0-30°), ou seja, com a matriz orientagdo pode-se calcular
qual a regidio para uma coleta de dados mais completa possivel, variando-se o
angulo ¢ de oscilagio do goniémetro.

2.2.5 - Processamento Inicial dos dados para a obtengio dos Fgpg

Durante uma coleta de dados obtém-se filmes (ou imagens) contendo
pontos de difragdo (spots) que tém uma certa intensidade (proporcionais aos
fatores de estrutura, Fohg ), 0s quais podem ser indexados pelos indices de
Miller h, k, 1. Para a indexagdo, deve-se conhecer os parametros de rede do
cristal e este deve estar com uma orientagdo conhecida em relagdo a um sistema
de referéncia (no caso da cimara de oscilagdo, o eixo z esta no eixo de oscilagdo
do cnistal (4ngulo ¢) e o plano xy fica no plano de difragdo).

Em equipamentos como a cdmara de precessdo é necessario fazer esta
orientagdo manualmente, fazendo varios filmes stil/ (filmes sem precessdo), o
que tem a desvantagem que durante esta orientagdo o cristal vai se degradando
devido aos danos da radia¢io ionizante de raios-X.

O sistema cédmara de oscilagio-placa de imagem eletrénica que foi
utilizado realiza esta orientagdio automaticamente com ajuda do programa
PROCESS (programa de processamento de dados do sistema R-AXIS IIC) que
acompanha o equipamento. Este programa permite a indexacdo dos filmes sem
conhecimento prévio dos pardmetros de rede, inclusive a partir de filmes de
oscilagdo (porém a partir destes, a indexagdo torna-se bem mais dificil, de pior
qualidade, e em varios casos ndo se consegue fazé-la).

O processo padrdo, consiste em obter filmes still (normalmente dois,
perpendiculares entre si), calcular a orientagdio em relagdo ao sistema de
coordenadas e indexar os pontos de difragio (item 2.2.5.1). E possivel
determinar usando este mesmo programa, os pardmetros de rede do cristal, se
ndo foi determinado até entio.

Em seguida, pode-se fazer a coleta de dados, propriamente dita,
obtendo-se filmes de oscilagdo os quais devem ser escalados entre si apos a
coleta (item 2.2.5.4), colocados num unico arquivo fazendo as dewvidas

estatisticas para estes (item 2.2.5.6) e finalmente, obtendo os fatores de estrutura
para cada reflexdo (item 2.2.5.7).



23

MODIFY SELECT DRAW PREDICT
CINTOUR INDEN DELETE
B LIALE PERSPLOTIVE INTENNITY

o g 14N 1

Figura 2.8 - Difratograma de um experimento de difragdo de raios-X, mostrando uma imagem
de oscilagdo, vista com a utilizagdo do programa PROCESS (foto da tela da estagio grafica).

Na figura 2.8 ¢ mostrada uma imagem de oscilagdo, vista com a utilizagdo
do programa PROCESS (foto da tela da estag¢do grafica).

As etapas no processamento dos dados (que sdo seguidas pelo programa)
sdo dadas abaixo resumidamente:

[ - Indexacgdo dos Filmes e determinacdo dos pardmetros de rede (se for o caso)
(Higashi, 1990):

O método desenvolvido por Higashi permite a indexagdo de filmes
oscilagdo ou still sem o conhecimento prévio dos parametros de rede do cristal;
no caso destes ja serem conhecidos o método fica bastante simplificado e sera
também descrito.

A auto-indexacdo € equivalente a achar, sem interven¢do manual, trés
vetores de base de um conjunto de vetores espalhamento (S) observados. Este
método € bastante similar ao usado pelo difratdmetro de 4 circulos (Busing e
Levi, 1967 ¢ manual do difratbmetro CAD-4 da Enraf-Nonius), porém para um
difratémetro a tarefa é simplificada, desde que neste equipamento esta disponivel
praticamente todo o espago reciproco durante a coleta de dados (ha muitos graus
de liberdade), porém no caso de um filme de oscila¢do tem-se um espago muito
restrito da oscilagdo (um filme de oscilagdo tem normalmente entre 10 a 20 de
oscilacdo).
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A primeira etapa ¢ a localizagdo dos pontos em relagéo ao centro do filme,
atribuindo-as as coordenadas (Y,Z), estas juntamente com o valor de D
(distancia cristal-filme) podem ser expressas por meio de um vetor X = (D, Y,
Z). Em seguida, o vetor X ¢ transformado para o espaco reciproco (Kim, 1989) o
qual serd chamado X' e pode ser expresso em termos de indices de Miller, pela
equagdo matricial (tomando o cristal no angulo de oscilagdo ¢=0):

X'=Ah (Q.1)

onde A ¢ a matriz de orientagdo cristalina que representa os trés vetores de base
a serem obtidos por este algoritmo.

Calcula-se, a seguir, vetores diferenga de X' para uma resolugdo
selecionada, e estes sdo ordenados segundo seus comprimentos (para os vetores
equivalentes, em termos de comprimento, é feito uma média entre estes). No
proximo passo os vetores sio selecionados como vetores de base, usando os
critérios:

- angulo (vi,v2) > C,
- angulo (v; x v, ,v3 ) > G, (2.2)

Os valores para C,; e C; sdo escolhidos pelo usuario, valores tipicos sdo:
C1 =300 e Cy = Omax (da coleta de dados). A partir destes vetores tem-se a
matriz A, que na realidade é uma escolha arbitraria (pois, ha outros valores
possiveis de base que também sio solugbes) e na maioria das vezes € necessario
uma redugdo para a cela apropriada (Gruber, 1973 e 1989).

A matriz A obtida pode ser refinada por minimos quadrados, baseado no
fato que os indices de Miller devem ser numeros inteiros.

Tem-se, desta maneira, a partir da matriz A, obtido os parametros de rede
a partir dos quais podem ser calculados os indices de Miller de cada reflexdo pela
equacio (2.1).

No caso dos pardmetros de rede ja conhecidos, deve-se orientar o cristal
pelos trés angulos a partir dos eixos ortogonais ¢y, by, ¢, (Arndt, UW. e
Wonacott, A.J., 1977 p.78). Da mesma maneira que no caso anterior, deve-se
calcular a matnz A (definida acima), que pode ser obtida pelas contribuigdes dos
parametros de rede e das operagdes de rotagido que sdo dadas pela equagdo:

A=RA, (23)

onde R ¢ uma matriz de rotagdo que pode ser dada em termos das rotagdes em
func¢ido de cada angulo, pela equag3o:

R = Ry(¢)Ry(¢y)R($) (2.4)
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(a* b*cosy * c*cosfB * \I
e A, é dado pela matriz: A, - 4 LO b*seny * —c*senﬁ*cosaJ (2.5
0 0 /¢

A matriz A, pode ser calculada pelos pardmetros de rede ja conhecidos, e
para calcular a matriz A o melhor procedimento ¢ conhecido como vector-
matching procedure (procedimento de comparagdo de vetores). O método
consiste em indexar alguns vetores (normalmente de 3 a 5) da lista de vetores
diferenga por comparagdo com vetores que sdo gerados dos parametros de rede

conhecidos (por meio da matriz A,). Destes vetores e dos seus indices obtidos, a
matriz A pode ser calculada a partir de uma equagdo equivalente a (2.1) (onde
esta é pesada, baseado no fato que os indices de Miller tem que ser numeros
inteiros (Higashi, 1990)). Desta maneira, obtém-se estas duas matrizes e usando
as equagdes (2.3) e (2.4) pode-se calcular a orientagdo do cristal (4ngulos
by, Oy, §,) (Kabsch, 1988).

O programa, apos o processo de indexagdo e determinagdo dos
parametros de rede do cristal, faz um refinamento destes parametros incluindo
pardmetros de cimara (tais como, distancia cristal-filme, coordenadas do centro
do filme (Xcen, Yeen), dngulo 6mega (deslocamento angular (°) do eixo de rotagédo
do cristal em relagdo ao eixo vertical de leitura na placa de imagem), etc).

2 - Integragado dos filmes de oscilacdo

Apds a indexagdo dos pontos de difragdo, a proxima etapa sera calcular a
intensidade de cada um destes, ou seja, ¢ necessario saber a quantos fotons
equivale cada um dos pontos de difragdo. A maior dificuldade no processo de
integragdo surge do fato de cada ponto de difragdo ndo ser, na realidade, um
tinico ponto e sim uma esfera.

Este fato é devido a alguns fatores experimentais, tais como (Amdt, UW.
e Wonacott, A.J., 1977, pp.6-7):

1. Mosaicidade do cristal. (veja Stout e Jensen, 1968, p.67).

2. O efeito do uso de uma faixa de comprimento de onda, AA, € ndo um valor
unico como seria o ideal neste experimento.

3. O fato do feixe de raios-X ndo ser colimado perfeitamente ou divergéncia dos
raios-X.

4. Tamanho finito da fonte e do cristal.

Se for pensado em termos da Esfera de Ewald, os fatores citados acima
resultam em uma certa espessura na esfera, fazendo com que os pontos da rede
reciproca tenham um volume associado. Deste modo, a reflexdo em dado
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momento comega a entrar em condi¢do de difragdo, fica nesta condigdo (por um
certo dngulo de rota¢do) e sai (figura 2.9).

Figura 2.9 - Esfera de Ewald (estilizada com uma suposta espessura), mostrando
uma reflexdo entrando (A) e saindo (B) da condigdo de difragdo.

No caso de placas de imagem que sdo divididas em pequenas areas
(pixels), da ordem de um (veja se¢do 2.2.1), o procedimento a ser feito é somar
estes a fim de se obter o numero total de fotons para cada reflexdo. Deve-se
porém, levar em consideragdo a radiagdo de fundo (background) presente em
todo o detetor, além de ser necessario diferenciar uma reflexdo da outra.
(Rossmann, 1985, p.237, cap.20, Mét. Enz.).

Lg

NRX

Figura 2.10 - Metodologia para integragio de reflexdes.
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Estes problemas s3o tratados no programa de processamento de dados
calculando-se um perfil médio para as reflexdes (figura 2.11) usando-se caixas
centradas na posi¢do calculada pela matriz de orientagdo para cada reflexdo (item
2.2.5.1). Desta caixa, ¢ retirada uma certa area na altura (NRY), largura (NRX) ¢
diagonais (NCR) (representadas por linhas pontilhadas na figura 2.10), formando
assim duas 4reas na caixa, uma interna as linhas pontilhadas e uma externa. A
externa € considerada como devido somente a radiagdo de fundo e a interna

como reflexdo e radiagdo de fundo, assim a radiagio devida unicamente a
reflexdo ¢ obtida pela equagdo:

Tnia = Area Interna - Area externa

A figura 2.11 representa uma caixa de perfil médio das reflexdes do filme,
onde se atribui niimeros conforme varia a intensidade de cada pixel.

O programa usado permite ainda, o ajuste do tamanho da caixa (a caixa da
figura 2.11 ¢ de 7x9). Este ajuste é util pois, para pontos de difragdo maiores,
obtidos por cristais com maior volume ou que ficam mais tempo expostos a
radiagdo, necessitam de caixas maiores € vice-versa.

0 1 7 76 147 82 12 1 0
0 2 25 189 255 175 32 3 1
1 2 16 80 123 65 14 3 1

0 1 4 10 13 8

w
[
O

0 0 1 1 2 1 1 0 0

Figura 2.11 - Perfil médio tipico das reflexdes de um filme.

Na realidade, o calculo do perfil médio para todo o filme é feito somente
na primeira etapa para a escolha da caixa pelo usuario; apos esta escolha, o
programa divide o filme em cinco regides, uma central e quatro periféricas, €
feito um refinamento de cada uma destas regides independentemente adequando
as coordenadas do centro do filme (X, Yeen), D (distdncia filme-detetor),
angulo dmega (veja item anterior) e parametros de distor¢do da cAmara de acordo
com a localizagdo dos pontos de difra¢io em termos dos indices de Miller. Com
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este refinamento por regides, melhora-se a qualidade dos resultados, pois pode-se
levar em consideragdo as caracteristicas de cada regido.

O programa possui um critério de inclusdo ou ndo de reflexdes de acordo
com a sua intensidade por area. Este valor deve ser colocado pelo usudrio como

pardmetro, havendo a possibilidade de colocar valores diferentes para as regides
central e periféricas do filme.

Surge porém, do fato dos filmes de oscilagio serem feitos por dngulos
limitados de coleta (geralmente sdo oscilagdes de 1° a 2°) e da Esfera de Ewald
ter uma espessura (figura 2.9), as chamadas reflexdes parciais. Sdo reflexdes
que comegam a entrar em condigdo de difragdo, mas saem desta condigdo antes
que tenham atravessado totalmente a esfera de reflexdo (Ewald) (devido ao
angulo de oscilagdo limitado) e sio desta maneira, gravadas apenas parcialmente
no filme. Porém, no filme seguinte a continuagdo desta reflexdo serad gravada,
sendo entdo, possivel utilizar estas reflexdes (para tanto, o sistema mecanico do
aparelho deve definir com grande precisdo o angulo que um filme termina e o
outro comega; na pratica este valor é da ordem de 10~ graus).

Para o uso das reflexdes parciais pelo programa, é necessario primeiro que
este saiba localizar quais sdo as reflexdes parciais (veja item 7.5 e figuras 7.10 e
7.11 do Arndt, U.W. e Wonacott, AJ., 1977, pp.87-89), e que estas estejam na
mesma escala (pois, de um filme para outro, ha normalmente uma diminui¢ido da
intensidade e qualidade devido a degradagdo do cristal), calculo que € feito no
item 4 abaixo.

O programa faz neste passo ainda, a correcdo de Lorentz e Polarizagdo
(Wonacott, p.58 ¢ 85).

3 - Merge

Este procedimento apenas junta as reflexdes integradas no item anterior

em um mesmo arquivo (arquivo merge) ¢ coloca estas em ordem crescente em
termos dos indices de Miller (sorting)

4 - Escalonamento (Scaling)

Apos a integracdo de cada reflexdo e estas estarem em um arquivo
(merge), o proximo passo € colocar as reflexdes de diferentes filmes em uma
mesma escala a fim de que estas possam ser manipuladas. Deve-se lembrar que
durante a coleta de dados o cristal vai se degradando; este fato reflete-se na
intensidade das reflexdes, de maneira que uma reflexdo medida no primeiro
filme, ndo tera a mesma intensidade se medida novamente no décimo quinto
filme, por exemplo. Assim, deve-se aplicar um fator de corregdo para estas. E til
lembrar que ha o problema das reflexdes parciais, as quais podem se tornar
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completas encontrando e colocando na mesma escala a outra parte desta, que
estara em outro filme.

O procedimento dado abaixo (Hamilton, 1965; Fox, 1966; Blundell ¢
Johnson, 1976 pp. 331 e 332) coloca na mesma escala, um conjunto de dados de
diferentes filmes levando em conta reflexdes comuns entre estes.

Seja I(h); uma intensidade observada de uma reflexdo h em um filme 7. O
que sera feito neste método é obter fatores de escala Kj, para cada filme, para ser
aplicado a cada I(h);, de tal maneira que se possa determinar o melhor valor de
ntensidade I(h) de uma reflexdo h, por minimos quadrados.

Nas equagdes dos minimos quadrados é mais conveniente ter os
parametros ndo conhecidos (K; ¢ I(h) neste caso) separados dos pardmetros
conhecidos (I(h);) tal que a fungdo de minimizagdo ndo se altere se todo K é

multiplicado por um fator de escala. Assim as equagdes observacionais podem
ser escritas como:

o(h); = w(h);* (I(h); - I(hY/K) (2.6)

onde w(h); * é o peso para cada i-ésima observagio e ¢ proporcional ao
reciproco do desvio padrio de I(h). Com o objetivo de minimizar a equagdo
acima, a fim de obter o melhor valor de I(h), sera feito:

y=33 e @7

h i=1

onde N € o numero de observagdes da reflexdo h. O melhor valor do ajuste por
minimos quadrados ¢ achado no ponto de maxima da fun¢do v, isto é, quando

3y/81(h) = 0. Assim substituindo (2.6) em (2.7), derivando em fungdo de I(h),
fazendo 1gual a zero e rearranjando, obtem-se:

iw(h) 1(n),

I(h) = - 2.8)

gw(hx(,%]

Esta equagdo calcula qual deve ser a ‘intensidade de uma reflexdo I(h)” em
fungdo das intensidades medidas nos diversos filmes (7 filmes), usando fatores de
escala ( K; ) que também serdo calculados no processo de minimiza¢do. (Deve-se
notar porém que a solugdo desta equagdo ndo linear (2.8) (observe que o fator X
no denominador € quadratico) é mais facilmente resolvida em termos
computacionais por uma expansdo em série de Taylor).




O método descrito acima, pode ser usado também no caso de escalar
dados de cristais diferentes em vez de filmes diferentes como foi mostrado.

Na rotina Scaling ha também a possibilidade de refinar, em vez de um
tnico fator de escala linear (K), um outro dependente da resolugdo. Ou seja, uma
funcdo dada por A exp(-b senf/X), onde A e b sdo fatores de escala a serem
calculados por método semelhante ao descrito acima (minimos quadrados).

3 - Pos-refinamento

A rotina de pos-refinamento permite o refinamento (utilizando método dos
minimos quadrados) dos pardmetros calculados no inicio da manipula¢do dos
dados (item 1), tais como, pardmetros de orientagdo do cristal (dngulos @y, @y,
©.), parametros de rede e de camara, além dos pardmetros mosaicidade que nio
foram refinados ainda, incluindo agora as reflexdes parciais.

Nesta rotina € calculado o grau de parcialidade, pcaic a partir do conjunto
de parametros cristalinos, orientagdo do cristal ¢ mosaicidade deste e mede o
grau de parcialidade observada, po»s. Estes dois valores, pPcac € Pobs, S30
minimizados por uma fun¢io:

E=X w(pcalc - pobs)2 (29)

onde o somatorio € sobre todas as reflexdes parciais para as quais uma ou mais
reflexdes completas (full reflections) sio também observadas e w é uma fungio

peso. As expressoes utilizadas no calculo de peac € pobs S30 dadas abaixo
(Rossmann et al, 1979):

Fa
GF

Pobs = P =397 -2¢°  (2.10)

onde F,? é uma reflexdo parcial hkl, Fy ¢ a melhor estimativa de uma reflexdo
completa hk/ obtida do mesmo filme, de outros filmes ou de outros cristais, G;
(=1/K,) € o mverso do fator de escala para um filme 1 € q € o grau de penetragio
(fragdo do volume de uma reflexdo completa). O valor de q pode ser calculado
utilizando os pardmetros de rede cristalino, orientagdo do cristal e mosaicidade
deste (Rossmann et al, 1979), e pela equagdo 2.10 observa-se que a tnica
dependéncia de p.c € q, assim quando é feita a minimizagdo determinada pela
equagdo 2.9, faz-se na realidade um refinamento dos pardmetros de cela,
orientagdo e mosaicidade com respeito as reflexdes parcias.

O programa permite o refinamento destes pardmetros separadamente ou
em conjunto, € tenta, chegar a um minimo; isto nem sempre ¢ possivel,
principalmente com dados de pior qualidade, onde a inclusdo de reflexdes
parciais podem gerar erros maiores.
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6 - Promediagdo (Averaging)

Faz a promediagdo (‘média’) entre reflexdes equivalentes (para reflexdes
| o 2 |F, (ki) (F(kl))
completas, parciais ¢ ambas), calcula Ry (R =
e ) el Rom (R g > 2 |F, (hkd)|
hkl i

Fi(h)? é a intensidade do i-ésimo filme, (Fi(h))’ é a intensidade média do i-ésimo
filme), calcula a intensidade média das reflexdes por filme e por faixa de

resolugdo e outras estatisticas, além de fazer (se optado pelo usuario) calculos do
efeito da dispersdo anomala.

O calculo de R (0u Rperge), € for feito sobre um nimero grande de
reflexdes, é um indicativo bastante util da qualidade dos dados coletados; pois se
este niimero tiver um valor grande pode indicar que os dados possuem muitos
erros devido a fatores como absor¢do dos raios-X pelo cristal, espalhamento
anomalo e determinacdo incorreta de parametros cristalinos (um valor tipico para
Rym € de 5 %).

Esta rotina do programa PROCESS possui alguns critérios de rejeigdo de
reflexdes os quais devem ser atribuidos pelo usuario. Um dos critérios leva em
consideragdo a relagdo: intensidade integrada da reflexdo/desvio padrdo. Outro
critério leva em consideragdo a diferenga entre duas reflexdes equivalentes, que €

comparado com a intensidade média das reflexdes e a intensidade média das
reflexdes equivalentes.

7 - Saida dos dados (Output)

Gera o arquivo de saida com fatores de estrutura para cada reflexdo h, k, 1
e calcula completeza dos dados com a resolugio.

2.2.6 - Coleta de dados para obtencio de derivados isomorfos

A coleta de dados para obtengdo de derivados isomorfos deve levar em
consideragdo que os cristais, quando colocados para soaking na presenga de sais
de atomos pesados (item 2.1), sofrem danos devido a presencga destes na solugdo
(as ligagdes de rede do cristal sdo afetadas com a presenga de atomos pesados
ligados as moléculas do cristal), assim normalmente, os dados coletados sdo de
pior qualidade do que para uma coleta de cristais nativos.

Na tabela 2.2 sdo mostrados detalhes das coletas de dados realizadas (da
melhor coleta para cada derivado) para os derivados onde foi possivel fazé-lo
(derivados que possuem a tltima coluna na tabela 2.1). Os cristais pertencentes
ao grupo espacial R32, estdo representados no sistema de coordenadas hexagonal
(International Table for X-Ray Crystallography vol. I, 1987).
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Tabela 2.2 - Resumo das coletas de dados para obtengdo de derivados isomorfos

K:PtCL K;PtBrs Mers CMNF EHgS Au PbAc PbO Usulf EuSf Smac GdSf
a,b(d) 12594 12589 12595 12596 125.76 126.31 125.74 125.71 125.77 126.07 125.99 125.98
c () 220.76 22186 222.72 22450 223.38 222.11 223.16 223.25 222.95 220.79 222.90 222.79
dist. filme-cristal} 130.31 130.35 130.45 130.12 130.49 130.70 150.17 150.21 150.39 130.32 130.18 130.21
Rym (%0) 8.2 6.5 9.0 83 8.1 74 53 4.7 4.8 438 16 7.1
Refl. independ. | 22611 6559 10327 7155 13150 13064 11384 3121 10072 20914 14300 18050
Refl. medidas | 52005 9391. 23135 11850 25100 23121 16957 3788 17376 36558 23979 29342
n° fotos 15 10 15 15 20 3 17 3 10 15 15 14
n® coletas 2 5 5 3 1 2 1 1 2 2 2 2
Completeza (%)} 955 50.1 784 51 554 577 864 237 | 76.6 8.1 629 825
Resolugdo (&) | 2.5 3.0 3.0 3.0 25 25 3.0 3.0 3.0 25 25 25
Rueriv (%0) 26.8 16 163 113 104 10.1 1.7 7.1 74 9.7 105 145

Abreviaturas: dist. filme-cristal: distancia cristal-filme (apos pos-refinamento), R, indice de
consisténcia em relagao as reflexdes do mesmo conjunto de dados, Refl. independ: Reflexdes
independentes, Refl. medidas: reflexdes medidas, n© coletas: coletas realizadas com diferentes cristais
para o mesmo derivado de atomo pesado, Completeza: porcentagem dos dados medidos dos possiveis
teoricamente, Rgyeriv indice de consisténcia do derivado em relagdo ao nativo. Os resultados apresentados
se referem ao melhor conjunto de dados medidos. K,PtCl,: tetracloro platinato (IV) de potassio ,
K;PtBrs: hexabromo de platina (IV) de potassio, Mers: acido mersalico, CMNF: 2-cloro merciirio
nitrofenol, EHgS: acido tiosalicilico etilmercurio, Au: tetracloro-aurato (III) de potassio, PbAc: acetato
de chumbo, PbQ: 6xido de chumbo, Usulf: sulfato de uranila, EuSf: sulfato de eurdpio (IIl), Smac:
acetato de samario (III), GdSf: sulfato de gadolinio (II).

A comparagdo do Rym (veja item 2256) com 0 Rgerv
(Rueriv=2||Fpu(h)|-Fp(h)|/Z[Fp(h)]) do derivado, pode indicar a presenga de um
derivado promissor se a diferenga entre estes for grande; porém a decisdo final €
obtida apds o mapa de Patterson diferenga (item 3.1), onde devem haver picos
significativos. Da tabela 2.2 pode-se notar que os derivados das quatro primeiras
e da ultima colunas tém Rg.;v com valores bem superiores aos valores dos outros
denvados.

Desta maneira, para a resolu¢do da estrutura da GIcN6P desaminase,
utilizou-se o derivado K,PtCl4 com dados a 2.5 A e também derivados de
Merctrio, o acido mersdlico (C;3H7HgNOg) e 2-Cloromercurio-4-nitrofenol
(C¢H4ClHgNO3) com dados a 3.0 A de resolugdo (que tem sitios de liga¢do de
atomos pesados equivalentes, sendo considerados um so6 derivado, veja capitulo
3).

Com a finalidade de conseguir-se um terceiro derivado e desta maneira,
obter fases de melhor qualidade (veja capitulo 3), continuou-se a busca por
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outros derivados, mesmo apos a obtengdo destes. Ndo sendo possivel porém,
obter um terceiro derivado, resolveu-se a estrutura com estes dois e por
conseguinte, as fases foram melhoradas com métodos de modificagdo de
densidade e refinamento (capitulo 4).
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CAPITULO 3
CALCULO INICIAL DAS FASES

3.1 - O METODO DA SUBSTITUICAO ISOMORFICA MULTIPLA
(MIR) PARA O CALCULO DE FASES

3.1.1 - Determinacdo das posicdes dos atomos pesados

Apos a obtengdo dos derivados isomorfos, a proxima etapa no método da
substitui¢do isomorfica ¢ a determinagdo das posi¢gdes dos atomos pesados, que
nesta tese foi feita pelo método de Patterson (Patterson, 1934). Este método sera

discutido brevemente a seguir (Blundell € Johnson, 1976 e Patterson, 1934).
A funcdo de Patterson é definida como:

P(uvw) = Jp(xyz)p(x +u,y+v,z+w)dx (3.1)
A\

Esta integral é conhecida da teoria de série de Fourier como auto-
correlagdo de p(x). Assim, o valor desta fun¢do em um particular ponto u(uvw) €
calculado pelo produto dos vetores de densidade eletronica nas posi¢des x € x+u
(ou seja, separados por um vetor u) somado sobre toda a cela unitaria.

A distribuigdo de densidade pode ser expressa na seguinte forma:

o [ <\o-27ih X
p(X) =7 LF®e™ (3.2)
h=—x
Substituindo (3.2), para as posi¢des x e x+u, em (3.1), obtém-se:

1 - . oo
P() = 2 [F(h) e 20 (3.3)

h

E util notar que a fun¢do de Patterson é a transformada de Fourier de
IF(h)?, em vez de F(h), que pode sempre ser calculado das intensidade de
difracio.

Pode-se ver que as principais contribui¢des para P(u) serdo quando p(x) e
p(x+u) tém grandes valores, entdo um pico na curva P(u) para um dado valor de
u=u,, significa que pode-se ter dois atomos separados pela distancia u;. Deste
modo, a funcio de Patterson representa um mapa de vetores interatdmicos. E atil
notar ainda, que sempre havera um pico na origem, isto €, para u=0.
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Em geral, se um atomo i contém Z; elétrons e um atomo j contém Z;
elétrons, entdo o pico no mapa de Patterson que representa o vetor entre estes
atomos tera um peso proporcional a ZZ; Assim, os atomos mais pesados
resultardo em picos mais relevantes no mapa.

A fungdo de Patterson contém um centro de simetria na origem, embora a
estrutura em si possa ndo ser centro-simétrica. A natureza centro-simétrica da
sintese de Patterson implica que o grupo espacial ¢ diferente daquele da estrutura
real; este pode ser derivado da estrutura real pela adi¢ido de um centro de simetria
e perda de elementos de simetria translacionais (ver International Table for X-ray
Crystallography, Vol. I, 1987) formando o chamado grupo de simetria de Laue.

A fungdo a ser utilizada para o calculo do mapa de Patterson para
determinacdo de dtomos pesados no método MIR, dada pela equagdo 3.4, deve
usar coeficientes (|Fpyl-|Fp|)>. Esta fungio é conhecida como Patterson diferenca.

O mapa de Patterson possui picos de densidade eletronica relativos a
vetores interatémicos, desta maneira o objetivo é, a partir destes picos, calcular
as coordenadas atOmicas.

Para tanto, o primeiro passo € determinar as /inhas ou segoes de Harker.
Nestas posi¢des especiais do mapa de Patterson ha uma grande densidade de
picos relacionados por simetria correspondentes ao Grupo Espacial da estrutura a
ser resolvida. As se¢des ou linhas de Harker de uma dado grupo espacial, podem
ser obtidas fazendo subtragdes entre operagdes de simetria deste grupo espacial.

Nestas linhas e se¢des de Harker de um mapa de Patterson, os picos com
coordenadas u, v, w corresponderdo a uma diferenca entre coordenadas de
atomos relacionados por simetria. Estes picos correspondem a auto-vetores
(também chamados de picos de Harker), pois sdo vetores diferenga entre mesmos
atomos (mesmo sitio) relacionados por simetria. No mapa de Patterson ha outros
picos que podem estar em qualquer posi¢do neste mapa, estes correspondem a
vetores cruzados, que sdo vetores entre atomos diferentes (estdo em sitios
diferentes e ndo estio relacionados por operagdes de simetria).

3.1.2 - Calculo das fases

Conhecidas as posi¢des dos atomos pesados pode-se calcular o fator de
estrutura dos atomos pesados Fy pela equagdo Fy(hkl) = Z f; exp 2mi (hx; + ky; +
1z;) (onde f; ¢ o fator de espalhamento atomico do atomo j e X, yj, z sdo as
coordenadas do atomo j) (Blundell € Johnson, 1976, p.127).

Seja Fpy € Fp os fatores de estrutura da proteina + atomo pesado e da
proteina, respectivamente (os modulos dos fatores de estrutura proteina+atomo

pesado e da proteina nativa, |Fpy| e [Fp| sdo mensuraveis), pode-se escrever a
seguinte equagdo:

FpH = Fp + FU (34)
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Aplicando a le1 dos cosenos na figura 3.1, pode-se escrever que a fase da
proteina ¢ (Blundell e Johnson, 1976, p.156):

F2 -F!-F?
) ey P H '
Q, =a, +Cos a,ta 35
P H ( 2 FP FH H ( )
A
Eixo
Imaginario -
' \ Otpy-Oly
opy  Fyo b
..................... oy
Fy
|
Xp EiXO
HeH Real

Figura 3.1 - Diagrama mostrando uma representagio dos vetores fatores de estrutura, Fp
(proteina nativa), Fpy (proteina+atomo pesado) e Fy; (atomo pesado) e suas respectivas fases
op, Opy, oy (Blundell € Johnson, 1976, p.156).

A equagdo 3.5 mostra que ha uma ambigiiidade na solugdo da fase que
podera ser resolvida utilizando mais um derivado isomorfo. Esta ambigiiidade
pode ser ilustrada graficamente pela construgdo de Harker (Harker, 1956),
mostrada na figura 3.2. Nesta construg¢do, faz-se um circulo de raio [Fp| € do
centro deste por sua vez, desenha-se um vetor -Fy. Do final deste, desenha-se
outro circulo de raio |Fpy|. As interse¢des dos dois circulos correspondem aos
dois angulos de fase para a proteina (ap) que sdo igualmente provaveis, pois o
tridngulo vetorial Fpy = Fp + Fy (equagdo 3.4) deve, teoricamente, fechar
exatamente.

Com um segundo derivado isomorfo pode-se, em principio, distinguir entre
as duas possibilidades. Este fato pode ser representado graficamente a partir da
figura 3.2, desenhando-se um vetor -Fy(2) (que ilustra o segundo derivado
isomorfo), do ponto O; ¢ a partir da extremidade do vetor Fy(2), desenha-se um
circulo de raio |[Fpy(2)| (figura 3.3). Nota-se que os trés circulos se interceptardo
em um Unico ponto, o qual sera a solugdo unica para Fp, isto €, estara
determinada a fase ap. Da figura 3.3, pode ser visto ainda, que quando Fy; e Fip
sdo colineares, o segundo derivado ndo ajudara em nada para a resolugdo da
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ambigiiidade do calculo. O caso de dois derivados colineares ocorreu para os
derivados de acido mersalico e 2-cloro mercurio nitrofenol no caso desta tese,
nos quais haviam atomos pesados de mercirio nos mesmos sitios de ligagdo.
Eixo

Imaginario

&

Fru Fp(1)

—
>

\
Fy F»(2) Eixo Real

Figura 3.2 - Construgdo de Harker para o calculo de fases. No método da substitui¢do
isomorfica cada derivado de atomo pesado contribui com duas possibilidades para o angulo de
fase da proteina ap, correspondendo a dois vetores Fp(1) e Fp(2) (Drenth, 1994, p.171)

Porém, normalmente, a interse¢do dos circulos da figura 3.3 ndo sera em
um tnico ponto, devido a erros na coleta de dados de difragdo de raios-X e a
perda de isomorfismo dos cristais com atomos pesados. Assim, permanecerao
incertezas com respeito ao real valor das fases da proteina (ap). Uma maneira
para minimizar estes erros € utilizar mais do que dois derivados isomorfos.

Desta maneira, o método que usa varios derivados isomorfos é chamado
de método da substitui¢io isomorfica miiltipla.

Os erros no calculo das fases da proteina (ap), podem ser calculados pelo
método dado a seguir (Blow e Crick, 1959). Blow e Crick discutem em seu
trabalho que estes erros tem duas causas principais ¢ distintas. Uma delas reside
em Fi;“* devido ao erro no calculo das posi¢des do atomos pesados pela relagéo
aproximada para reflexdes ndo centrosimétricas: |Fpy| = |Fp| + |Fyj, perda de
isomorfismos dos cristais derivados, ocupag¢do e paridmetros térmicos atribuidos
aos atomos pesados. A outra causa de erros esta nas imprecisdes experimentais
na determinagdo das amplitudes de |Fp|, [Fpy.

Blow e Crick mostraram também, que estes erros podem ser representados
por duas fun¢des probabilidade com erros devidos a Fy; e Fpu. Estas duas fungdes
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probabilidade podem ser combinadas em uma so e mostra-se entdo, que esta
fungdo probabilidade tem maior peso devido a variagio do modulo de |Fpy™®
(veja Blundell e Johnson, 1976, p.365).

~ Eixo
Imaginario

—
Lg

\ Eixo Real

Figura 3.3 - A construgdo de Harker para determinagdo da fase pelo método da substitui¢do
isomorfica multipla. Neste método sdo utilizados dois derivados Fi(1) e Fi(2) obtendo
somente um ponto de interse¢do que determina o angulo de fase da proteina .
(Drenth, 1994, p.171; Blundell e Johnson, 1976, p.161)

O triangulo vetorial (figura 3.2) Fpy = Fp + Fy, somente se fechara na
interse¢do dos dois circulos de raios |Fp| € [Fpy|; estas intersegdes corresponderdo
aos valores de ap. Para os outros valores de ap o erro para fechar o triangulo sera
(veja figura 3.1):

g(ap) = |Fppl™ - [Fpyl™™ (3.6)

Para todos os valores de ap, 0o comprimento AC (ou Fpi™) pode ser
calculado pela regra do coseno (fig. 3.4), pois [Fp| e Fy s@o conhecidos, desta
maneira g(op) (chamado de lack of closure) € a diferenca entre o valor calculado
AC (ou |Fpy®©) e o valor observado |Fpy/®®. Se e(ap) ¢ pequeno, ha maior
probabilidade das fases da proteina estarem corretas, € vice-versa.
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Figura 3.4 - Situagdo real, onde o tridngulo vetorial Fpy = Fp + Fy; ndo fecha exatamente. Os
valores observados e calculados de |[Fpy| diferem do erro € (Drenth, 1993, p.170).

Tomando a distribui¢do de probabilidade Gaussiana (Blow e Crick, 1959)
para €(ap) para cada reflexdo de cada derivado, tem-se:

[ o]
Plar) = P& (a,)) = Nexp| - 52|

onde N € um fator de normalizagéo, relacionado com o fato que ap deve ter valor
2
entre 0 ¢ 2x (ou seja: J'P(a,,)dap =1), E* ¢ a média quadratica de (ap).
ap-0
Se E € pequeno, a curva de probabilidade tera picos bem pronunciados e
as fases da proteina serdo bem determinadas, senio (E tem valor grande) as fases
ndo serdo bem determinadas. Para cada reflexdo, P(ap) podera ser calculada
como fungdo de ap. A curva obtida serd simétrica (pois tem-se na equagdo 3.7
poténcia de 2) como dado na figura 3.5, em um ponto D.

Pi(a)

0 —>a D 2n

Figura 3.5 - A probabilidade P;(c) para uma reflexdo ter o como angulo de fase correto obtida
do derivado j ¢ mostrada como fungdo de todos os angulos entre 0 e 2x (Drenth, 1994, p.172).
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Os dois picos correspondem aos dois valores possiveis de ap da figura 3.2.
Esta figura pode ser calculada para cada uma das reflexdes de cada um dos n
derivados. A probabilidade total (todos os derivados) para cada uma das
reflexdes pode ser obtida multiplicando » vezes a equagdo 3.7:

P(ap) = [}P (0p)= N'ex;{ ; Jz(EZP) J (3.8)

A probabilidade total P(aip) normalmente ndo sera simétrica como em 3.5,
e sim algo mostrado na figura 3.6.

P(a) P(a)

—_—a — O

Figura 3.6 - Exemplos da probabilidade total P(a) para o angulo de fase a de uma reflexdo
obtida de mais de um derivado (Drenth, 1994, p.173).

Assim, se for calculado um mapa densidade eletronica usando a fase oy,
a probabilidade para que este mapa esteja correto sera dada pela equagdo 3.8,
1sto €, Iy Prxi(ouk). Porém, o objetivo é obter o melhor mapa de Fourier possivel
de ser calculado, que ndo ¢ necessariamente o mais provavel. O melhor mapa ¢
definido como o minimo erro da média quadratica na densidade devido a erros

nos angulos de fases. A razdo para isto é que a fungdo P, (a,)= l_[Pj (a,,) ndo
J=1

tem sempre um valor minimo tnico, mas as vezes dois, ou é assimétrico ao redor
do seu maximo. Calculando o mapa densidade eletronica mais provavel, isto €
completamente desprezado, assim a melhor solugdo para o problema ¢ a
seguinte.

Seja o fator de estrutura Fpg = |Fu expliong] onde a amplitude €
conhecida e a distribui¢do de probabilidade Py (o) também pode ser calculada. A
melhor estimativa Fy(best) para o fator de estrutura real, que pode ser calculada
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por meio do método dos minimos quadrados com base em dados experimentais,
¢ dada por (Drenth, 1994, p.167):

0= (Pu(@)Fylexplia]- Fylbest)}’da  (3.9)

a

que deve ser minima, assim:
dQ

aFy ey -0 1)

Resolvendo-se a equagdo 3.10, obtém-se:

Fy(best) = | (Poy(a) Frl expliaT}da = Fylin (3.11)

[#4

onde:
= (P, (a)expliallda ; 0<|m<I

a

Ou seja, o melhor valor de Fyy € obtido tomando a média ponderada sobre
os possivels Fyy, € 0 ponto Fy(best) sera o centro de gravidade da fungdo
distribuicdo de probabilidade.

Na pratica, substitui-se a integragdo pela somatéria, e a equagdo 3.11
torna-se: '

F, =—-——————Z§Zz§§a) (3.12)

Fazendo m =m exp[iawes] a equagdo 3.11 torna-se:
F,,(best) = |F,,Im explia,,, ] (3.13)

_ IF;MSbest)[ (3.14)
thkll
m é chamado de ‘figura de ménto’.

Se os valores de Fiy(best) sdo usados no calculo da distribuigdo densidade
eletronica, € obtido um mapa que minimiza o erro quadratico médio devido a
erros nas fases da proteina ap; desta maneira a figura de mérito atua como uma
fungdo peso para as melhores reflexdes.

A figura de mérito, m, pode ser interpretada como a probabilidade de ap
estar correta (equagdo 3.7), podendo a sua magnitude variar entre 0 ¢ 1. Um
valor de 1 para a figura de mérito representa, teoricamente, uma fase correta e 0
significa que qualquer valor para a fase é igualmente provavel (na figura 3.2
significa que qualquer valor de Fp € possivel como solu¢do).
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O método descrito acima (Blow ¢ Crick, 1959) tem como desvantagem em
sua formulagdo que a cada vez que alguma nova informagdo ¢ obtida (ex. um
novo derivado, método de nivelamento de solvente (cap. 4), fases calculadas da

estrutura parcial etc), a soma X [gap)/2E%] tem que ser reavaliada e a
distribuigdo probabilidade inteira (total) deve ser recalculada. Assim, deve-se
armazenar todos os dados para cada um dos derivados para qualquer novo

calculo. Hendrickson e Lattman (1970) mostraram que a fungdo probabilidade
pode ser expressa por:

P(a,)=exp[Acos(a,)+ Bsen(a ;) + Ccos(2a ) + Dsen(2a ;)] (3.15)

onde os coeficientes A4, B, C, D constituem uma informagdo completa da fase
para uma reflexdo. Desta forma, a inclusio de uma nova informagdo obtida,
somente requer adigdes para estes coeficientes, ou seja, a nova representagédo
separa os parametros de informagdo da fase das fungdes de fase e é€ isto que

facilita as combinagdes de diferentes ou novas informagbes de fase (veja
Blundell e Johnson, 1976).

3.2 - METODOLOGIA EMPREGADA PARA A CONSTRUCAO DO
MAPA DE PATTERSON DIFERENCA

Todos os programas que serdo usados neste capitulo estdo incluidos no
pacote de programas do CCP4 (Colaborative Computacional Project, Number 4,
1994). Deve-se ressaltar porém, que durante o processamento dos dados desta
tese, este programa foi trocado de versdo (versdo anterior. CCP4, 1985), desta
maneira foram utilizadas no processamento de dados duas versdes do referido
pacote de programas. A nova versdo apresenta varias vantagens em termos de
praticidade em relagdo a antiga. Varios programas foram totalmente refeitos e
outros mantidos com poucas modifica¢des, no entanto praticamente para todos
os programas da versdo ‘antiga’ existe um equivalente na versdo ‘nova’, assim
pode-se fazer praticamente o mesmo com as duas versoes.

Nesta tese, toda a vez que for citado programas do CCP4, sera da versdo
nova (exceto quando nio houver equivaléncia entre as duas versdes), pois o atual
e futuro usuario utilizara esta versdo nos seus trabalhos.

O mapa de Patterson diferenca a ser determinado utiliza (|Fpy| - |Fp|) como
fatores de estrutura, ou seja, ira se determinar |Fyy|. Na realidade, a igualdade [Fy
= [Fpp - |[Fp| somente € verdadeira quando o dngulo entre |[Fpy € [Fp|, (opr - op ) €
pequeno (veja figura 3.1), porém para a maioria dos casos esta aproximacgio ¢é
satisfatoria, principalmente quando |Fy é pequeno quando comparado com [Fpy|
¢ |Fp| (Drenth, 1994, p.149); além disso, estes erros sdo minimizados quando ¢
feito o refinamento das posi¢oes dos atomos pesados (item 3.3).
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Para a construgdo do mapa de Patterson diferenga podem ser utilizadas as
seguintes etapas:
1. Transformagdo para o formato MTZ (este é o formato utilizado para o
processamento de dados no CCP4 ‘novo’): F2MTZ.

2. Ordenagdo das reflexdes em ordem crescente de #kl: SORTMTZ.
. Escalonamento das amplitudes do derivado em relagéo ao nativo: SCALEIT.

4. Transformagdo de Fourier: Fator de estrutura—»Densidade eletronica: FFT
(opcdo Patterson).

Em seguida, sera dado um pouco mais de detalhes sobre os dois ultimos
programas citados acima.

O programa SCALEIT calcula e aplica uma fung¢do de escala do derivado
para o nativo. A metodologia empregada para este escalonamento € bastante
parecida com a empregada no item 2.2.4.4, na qual se aplica uma fungdo de
escala aos dados do derivado, que pode ser uma constante (C) ou dependente da
resolugdo (C exp(-B sen@/4), onde C e B sdo constantes, A o comprimento de
onda e 6 o angulo de Bragg). Apos a aplicagdo destas fungdes ha um processo de
refinamento dos valores C e B (item 2.2.4.4). O programa possibilita a analise
dos dados dos derivados com relagdo ao nativo comparando 0 Ryeriv= Z||Fpyl-
|Fp|l/Z|Fp| inclusive por faixas de resolugdo, facilitando uma melhor decisdo para
o usuario se o derivado a ser utilizado € conveniente, ou ainda se é realmente um
derivado.

O programa FFT (Fast Fourier Transform) faz, como o nome indica, uma
transformacdo de Fourier rapida, pois este ¢ um passo que consome muito tempo,
principalmente durante as etapas de refinamento onde para cada ciclo deve haver
uma transformagdo de Fourier. O programa pode ser usado para calcular mapas
de Fourier, Fourier diferenga, Patterson e Patterson diferenga. Qualquer grupo
espacial pode ser utilizado.

O método reduz o tempo da transformagio de Fourier (calculo de fatores
de estrutura via densidade eletronica e vice-versa) dividindo a cela unitdria em
pontos de uma grade (grid points) ao longo das trés dire¢des principais em
multiplos inteiros, nx, ny, nz, os quais devem ser multiplos de numeros primos
pequenos, isto € 2, 3, 5 e 7. Além disso, estes valores devem ser da ordem de trés
vezes 0 maximo valor de A, k, [ para os fatores de estruturas de entrada (este
valor pode ser calculado pela formula: »nx = 3a/d,, onde a é o comprimento da
cela unitaria e dp;n € a resolugdo limite, ambos em Angstrons). Valores menores
que duas vezes o maximo de A, k, / resultardo em mapas densidades eletronicas
incorretos (devido a amostragem das fungdes a serem transformadas ser
insuficiente para descrever de maneira completa a fung¢do densidade eletronica),
valores muito supertores a trés vezes consumirdo muito tempo de maquina e os
resultados ndo serdo tdo superiores.

I
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Uma discussdo completa sobre o procedimento teorico para cristalografia
(pots a técnica ja era usada em outros ramos da ciéncia desde 1965) ¢ descrita no
artigo de Eyck, 1973.

3.3 - RESOLUCAO DO MAPA DE PATTERSON DIFERENCA DO
DERIVADO 2-CLOROMERCURIO 4-NITROFENOL

Como descrito no capitulo anterior foram obtidos trés derivados, os quais
posteriormente mostraram ser somente dois, pois os derivados de Acido
Mersalico ¢ 2-Cloromercirio 4-nitrofenol (CMNF) tratam-se do mesmo, porém
o de CMNF possui menos sitios de ligagdo de atomos pesados.

Devido ao dertivado CMNF apresentar um mapa bem mais simples (mais
‘limpo’) que os outros dois, este sera o mapa utilizado inicialmente para o
calculo de posi¢des atomicas.

Antes de comecar a analisar o caso da GIcN6P desaminase, cabem
algumas ressalvas. Primeiramente, que a solu¢do da fun¢do de Patterson nédo é
tnica, ha diferentes conjuntos de posi¢ées que podem explicar o mesmo
Patterson; estas diferentes solu¢des caem em duas categorias: mudanca de
origem e escolha de enantiomorfo. A escolha da origem ¢ arbitraria, € a escolha
do enantiomorfo correto é importante porque somente a solugdo de mio direita ¢
correta para proteinas. Ndo ha como saber durante os calculos para obtengdo do
mapa qual o enantiomorfo correto, ou seja, somente de posse do mapa densidade
eletronica da proteina é possivel decidir qual o correto, porém se o enantiomorfo
estiver errado, pode-se modifica-lo simplesmente invertendo os sinais de todas as
posi¢cdes de dtomos pesados e recalculando as fases.

As segdes e linhas de Harker podem ser obtidas fazendo a subtragdo entre
todas as operagdes de simetria do Grupo Espacial R32, ao qual pertencem os
cristais obtidos para a GIcN6P desaminase (tabela 3.1).

Tabela 3.1 - Vetores de Harker do grupo Espacial R32.

R 32

X,V,Z -y, X-V,Z XtV -X Z Y, X, -Z X-y, -y, -Z -X, ~X+ty, -Z
X,Y,Z 0,0,0 xty, -x+2y,0 2x -y, xty, 0 x-y, -x+y, 2z y, 2y, 2z 2x, X, 2z
-X, X-~V,Z |-y-X, X-2y, 0 0,0,0 X-2v, 2x-y, 0 -2y, -y, 2z -X, X, 2Z x-y,2x-2y, 2z
X 1y, X, z|-2xty,-x-y,0  -x+2y, 2x-y, O 0,0,0 -X, 2X 2z  -2xt+2y, -xty2z y, -y, 2z
Yy, X. -Z y-X, X-y, -2z 2y, vy, -2z X, 2x -2z 0,0,0 -x+2y, x+y x+y, 2x-y. 0
X-y, -y, -z | -y, -2y, -2z X, =X, -2Z 2x -2y, x-y.-2z x-2y, -x-y, 0 0,0,0 2x-y, x-2y, 0
X, -xty, -z | -2X, -X, -2z -xty, -2x+2y, -2z -y Y, -2z -x-y, -2x+y,0  -2xty, -x+2y,0 0,0,0
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Da tabela 3.1 pode-se notar que ha dois tipos de se¢des de Harker, uma

delas devido aos eixos de ordem 3, (segdes do tipo u,v,0) e a outra devida aos
eixos de ordem 2 ( se¢des do tipo u,u,w).
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Figura 3.7 - Se¢do de Harker para Z=0 (u, v, 0), para o derivado 2-cloro mercurio 4-nitrofenol
(os numeros de 1 e 2 correspondem aos picos analisados e a &rea hachurada representa a
unidade assimétrica do grupo espacial R3m )

Deve-se notar que, devido a natureza centro-simétrica da sintese de
Patterson, o grupo espacial do mapa de Patterson dos cristais da GIcN6P
desaminase a ser analisado (simetria de Laue) é R3m (grupo espacial n° 166 da
International Table for X-ray Crystallography Vol I). Assim, a unidade
assimétrica relativa a este grupo espacial é: 0 <x<2/3; 0 <y <2/3;0<z < 1/6;
x < 2y, esta ¢ desenhada de maneira hachurada na figura 3.7.

A figura 3.7 representa o plano xy, ou seja, representa qualquer uma das
se¢des de Harker do tipo u,v,0. Deve-se levar em conta também, que a cada pico
do mapa de Patterson diferenga pode-se associar 36 operagdes de simetria do
grupo de Patterson R3m.

Por inspecdo da figura 3.7, nota-se que ha somente dois picos
independentes, que s30 possiveils vetores interatomicos (indicados pelos numeros

1 e 2 na figura 3.7). As coordenadas dos atomos relativos a estes picos serdo
analisadas abaixo.

O calculo das coordenadas dos atomos pesados requer alguns passos a
seguir:
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e Usando o pacote de programas CCP4, deve-se fazer o processamento de
dados (item 3.1) obtendo-se as amplitudes de difragdo do derivado, das quais

calcula-se um mapa de Patterson diferenca (a se¢do Z=0 ¢ dada pela figura
3.7)

e Para calcular as coordenadas fracionarias de cada pico (figura 3.7) deve-se
fazer uma simples regra de trés, atribuindo-se 1/2 a ordenada e a abcissa,
medidas em milimetros (86 a cada uma delas), medir u e v dos picos (em
milimetros) no mapa e calcular as coordenadas fracionarias de u e v:

Pico 1) Coordenadas em milimetros: (58, 20.5)

12 — 86
u — 580 = u=0.337
12 — 86
\% — 205 = v=0.119

Assim, as coordenadas fracionarias sdo: (0.337, 0.119)

Da mesma maneira, tem-se respectivamente as coordenadas em milimetros
¢ as fracionarias para o pico 2:

pico 2) (71.5, 36) = (0.415,0.209)

e (Calculo das coordenadas X e Y: Para tanto usa-se as se¢des de Harker do tipo
u,v,0 da tabela 3.1, por exemplo: X+ Y,2X-Y,0

— u=X+Y

2X-Y

il

— v
Resolvendo o sistema, tem-se:

pico 1) X=0.152 Y=0.186
pico 2) X=0208 Y=0.207

Determinada as coordenadas X e Y dos possiveis atomos pesados, resta
agora calcular a coordenada Z, que pode ser obtida pelas se¢des de Harker do
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tipo u,u,w, citada acima. Ou seja, devem ser calculadas as coordenadas x, y € z
pelas segdes de Harker deste tipo e compara-las com as ja calculadas pelas do
tipo u,v,0.

As segdes de Harker do tipo u,v,w podem ser divididas em trés grupos:
grupo 1:-x,X,27; y,-y,2z; X-y,-x+y,2z; grupo 2. 2xX,2z; -2y,-y,2z, -2x+2y,-
x+y,2z; grupo 3: -x,2X,2z; y,2y,2z; x-y,2x-2y,2z

Na figura 3.8 é mostrada uma se¢io de Harker -x,x,2z, onde sdo mostrados
0s quatro possiveis picos desta se¢do de Harker representados pelas letras A,B,C.

Sera analisado, a seguir, cada um dos possiveis picos:

O pico A tem valor muito proximo de Z=0, assim os valores para as
coordenadas do atomo pesado sdo:

pico A: XouY=0224,2=0

Para analisar os picos B e¢ C, deve-se levar em conta que havera trés picos
com o mesmo Z que pertencem ao grupo 1 de se¢des de Harker citadas acima: -
X, X, 27, ¥,-y,2Z; X-y,-X+y,2z. Assim para um dado valor de w (w=2z) havera trés
valores para u.

pico B: (w=0.067 = Z=0.033)
proje¢desemu: u’ =0.201
u’ =0840-1=0.160
u’>’=0907-1=0.030

Estes valores correspondem a X, y, x-y respectivamente, quando
comparados aos valores obtidos para as se¢oes de Harker Z=0.

pico C: (w=0.044 = Z=0.022)
projegdesemu: u’ =0.119
u’ =0.366

u’’=0.504

Somando-se 2/3 as proje¢des acima obtém-se os valores parau’, u”” eu’’’:
0.207, 0.030, 0.174 que sdo os valores de y, x-y e x respectivamente. Desta
maneira, este pico ¢ equivalente ao B pela operagdo de simetria (y,x,z) do grupo
espacial R32.
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Figura 3.8 - Se¢do de Harker do tipo -x,x,2z (plano uw) para o derivado 2-cloromercurio 4-

nitrofenol (com os picos A, B, C e as projegdes dos picos B e C devido as outras segdes de
Harker do tipo |: y,-y,2z; x-y,-x+y,2z, B’, B>, C’ ¢ C*’ indicadas no mapa).

Assim comparando-se os dois tipos de Se¢des de Harker (u,v,0) € (u,u,w),
tem-se:

O pico A € o pico 2 no plano uv, e suas coordenadas sdo: (0.21, 0.21, 0.0)

O pico B (ou C) € o pico 1 (ou 1”) no plano uv, e suas coordenadas sio:
(0.19, 0.15, 0.03).

Estes sdo os dois picos de Harker para este derivado.

Com o intuito de confirmar as posi¢des dos sitios de atomos pesados
obtidos e tentar localizar novos, pode-se utilizar o programa VECSUM
(pertencente ao CCP4). O VECSUM usa para tanto o método da superposi¢do
vetorial (Stout & Jensen, 1968, pp. 339-352) que serd discutido
simplificadamente abaixo.

O método de Patterson (item 3.1) foi descrito em termos do conjunto de
vetores entre todos os atomos constituintes da estrutura, tendo os picos relativos
a estes vetores ‘altura’ proporcional ao produto dos numeros atémicos dos
atomos. Uma manetra totalmente equivalente de ‘olhar’ para a fungio de
Patterson considera esta como uma combina¢do de N imagens da estrutura
cristalina original, onde cada uma delas ¢ transladada por uma quantidade
necessaria para trazer cada uma dos atomos para a origem. A figura 3.9
exemplifica um mapa de Patterson obtido desta maneira para uma estrutura com
quatro atomos.
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Figura 3.9 - A fungdo de Patterson para um conjunto de N atomos na cela unitaria (neste caso
A.B,C e D) que contém » imagens do conjunto (Stout e Jensen, 1968, p.345).

O método da superposicdo, utilizado pelo VECSUM, faz a superposi¢cdo
de diversas copias do mapa de Patterson original. Para compreender o principio
deste método, ira se supor um pico (AB) em um mapa de Patterson que
representa o vetor de um atomo A até outro atomo B. O mesmo mapa de
Patterson contém imagens da estrutura original com A colocado na origem € com
B colocado nesta, as quais serdo chamadas, respectivamente de I(A) e I(B) (para
tanto considere a figura 3.9 com apenas dois atomos A e B e consequentemente,
com duas imagens I(A) e I(B) representados na figura com as linhas— ¢ - ).
Considere agora o mapa de Patterson original, como mapa M, e seja um mapa N,
que foi transladado de tal maneira que sua origem cai no pico (AB) do mapa M.
Assim, o ponto pertencente a I(A) no mapa M coincidira com o de I(B) no mapa
N, ou seja, aqueles picos que pertencem a outros conjuntos nio coincidirdo,
exceto por acidente. Entdo, em principio, a estrutura ou uma aproximagdo desta,
pode ser obtida selecionando-se somente os picos que se superpuserem nos dois
mapas.

Ha uma grande diferenga deste método em relagdo ao feito manualmente
por nos (utihzando se¢des de Harker) para localizar os sitios de ligagdo de
atomos pesados, € que no caso da superposig¢do vetorial sdo usados todos os
picos interatdmicos, ou seja, 0s autovetores (picos entre mesmos atomos
relacionados por simetria) e os vetores cruzados (entre atomos diferentes). Em
contrapartida, os picos utilizados por nés nas se¢des de Harker sdo autovetores
(veja item 3.1).

Assim, na pratica, com um ou mais picos inicialmente pode-se obter outros
utilizando o VECSUM. Estes novos picos vdo sendo colocados um a um numa
lista de sitios do programa o qual vai refinando a ocupagio destes. Os picos que
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apos o refinamento tiverem uma ocupagdo razoavel sdo os sitios de ligacio de
atomos pesados.

O passo seguinte ¢ utilizar o programa VECREF para refinar as posi¢des
destes sitios. Este programa faz basicamente um refinamento por minimos
quadrados no espago real, ou seja, no espago dos vetores interatomicos do mapa
de Patterson diferenca. A minimizagdo é feita entre dois mapas de Patterson
diferenga utilizando como coeficientes os valores: [Fy® (obtido pela equagdo
Fy(hkl) = X f; exp 2mi (hx; + ky; + 1z)), onde x;, yj, z; € o sitio do &tomo pesado j) e
[Fl*™ (= [Forl*™ - [Fp™).

Esta maneira de minimizagdo traz vantagens em relagdo a maneira
convencional de refinar posigdes de atomos pesados, que é feita no espago
reciproco usando a relagdo E= Y w(hkD[|FS®F-FZ F . O refinamento no

hil

espago dos vetores interatomicos (mapas de Patterson) é somente feito proximo
dos picos dos vetores interatdmicos, onde a densidade dos pontos é
significantemente positiva. Ao passo que, no refinamento feito no espago
reciproco ocorre 0 contrario, pois a maior parte do espago real estd vazio € a
probabilidade de superposi¢do ¢ pequena. Desde que os fatores de estrutura
representam em maior parte este espago vazio (cada fator de estrutura contém
informagdo de todos os pontos do espago real), € como os fatores de estrutura
sdo o inverso do espago real, eles sio dominados por erros que originam-se de
pequenas diferengas entre grandes quantidades. Como resultado, o refinamento
de espago reciproco de pardmetros de atomos pesados tem convergéncia bastante
lenta e ¢ insensivel para distinguir entre sitios € erros no inicio do refinamento.

No caso do derivado CMNF foi colocado inicialmente o pico (0.19, 0.15,
0.03) no programa VECSUM com o qual obteve-se o outro pico, confirmando
assim as suas coordenadas. Em seguida, as posi¢des destes sitios foram refinadas
(VECREF), obtendo-se os valores dados na tabela 3.2.

Tabela 3.2 - Sitios de ligagdo do derivado 2-Cloromercurio 4-nitrofenol.

Sitios J X Y Z Ocupacgdo
1 0.19 0.15 0.05 0.12
2 0.45 0.11 0.01 0.17

Da tabela 3.2 nota-se que o sitio 2 € equivalente ao pico 2 (obtido usando
as se¢oes de Harker) somando-se -2/3, -1/3 as coordenadas x e y. E 1til observar,
ainda, que para ambos os sitios, a ocupagdo € bastante baixa (menor que 20%).
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3.4 - DETERMINACAO DAS POSICOES DOS ATOMOS PESADOS DO
ACIDO MERSALICO E GERACAO INICIAL DAS FASES

O célculo das posi¢des dos atomos pesados para o derivado de acido
mersalico deve seguir o mesmo procedimento utilizado para o derivado CMNF,
no qual obtém-se as coordenadas x,y dos picos na se¢do de Harker Z=0 (u,v,0) €
deve-se compara-las com as coordenadas obtidas para a se¢do -x,x,2z (u,u,w).

Nestas se¢des de Harker foram 5 picos (numerados de 1 a 5) nas figuras 3.10 e
3.11 dadas abaixo.
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Figura 3.10 - Sean de Harker Z—O para o denvado de ac1do mersallco.

Da figura 3.10 nota-se muita semelhanga com relagdo a figura 3.7 do
derivado CMNF, ou seja, ha alguns picos a mais no Acido Mersalico; este fato

induz a pensar que no Acido Mersalico ha os mesmos sitios do CMNF e mais
alguns.

Utilizando os programas VECSUM e VECREF da mesma maneira que

para o CMNF, obtém-se os seguintes sitios de ligagdo para o derivado Acido
Mersalico (tabela 3.3).

Tabela 3.3 - Sitios de Ligacdo do derivado Acido Mersalico.

Sitio i X Y V4

Ocupac¢do
1 0.4953 0.1284 0.0207 0.4121
2 0.1787 0.1195 0.0534 0.4608
3 0.2124 0.1425 0.0641 0.2059
4 0.6197 0.3392 0.0499 0.2553
5 0.5181 0.1581 0.0103 0.2156



1 i I i
u o e ; i 1= we o (
o 1 N 1 i 1 I 1
I ) I i I I ]
....-4_...._;_--.?..._..4-_.._1._..-_L._-_.t----x._.g._
1 1 i ] ] ] i
' 1 ¢ ] ] i 1 i} Q
! ' 4! I ] P i
- 4 ] ! ' v_o__:_____:____;_____
oo .
I K S PP Y S SN S | I E dommabaa--
| B O 6 oo ' f 1
] i A ] & i !
] ! t )
.._--_°.'x__-_L-.Q-x....--;-..__L-__g.___.:--.._:.__--
1 ) ! i
' { %, ' ' 1 1 ]
o 1 ! | | * 1 (.
. ] i 1. " ! I \ A L
e e b y———— SIS VSRV B VPRSP Ui
H H ¥ ] i y ! I
] ] |
R S S A S N
| ] ————
ke R LT Bl b el --p—- -~¥i-—&sT
3 1 ' r ; i 1 @ [} ] : .
] 1 ! 1 ] i i t 5
-t 1 i i b} ] ‘ I i '
——emdeccmbem e eed cceebcg el e d e L -
5 1 ] | 1 « Y \ 1 |
’ I g 1 ' 1 1 ’
4‘ 3 T S 1 I e : !
Lalabtibo L
® 21 P 1 ] 1 u' .: :
o .: .‘: i 1 ' | D Y
1] 1 R 1 X el Rl L

Figura 3.11 - Se¢do de Harker -x, x, 2z para o derivado de acido mersalico

Da tabela 3.3 conclui-se ainda que os sitios 3 e 4 do acido mersalico sdo
equivalentes aos dois sitios do CMNF (tabela 3.2).

Assim, tem-se até aqui, na realidade, um tnico derivado isomorfo para ser
utilizado para fases da proteina, o acido mersalico que ¢ um derivado com
qualidade de dados bem superior a0 CMNF (veja no capitulo 2, tabela 2.2, a
completeza dos derivados, acido mersalico: 78.4%, CMNF: 51.1%).

Tendo-se obtido as posigdes dos atomos pesados (e por sua vez Fy e suas
fases oy, lembrando que Fy=Fy expiay), pode-se obter, a partir da equagio 3.5,
a primeira aproximagdo de fases para o modelo, que sdo conhecidas como fases
SIR (Single Isomorphous Replacement). Estas serdo usadas para obter as
posi¢des dos atomos pesados dos outros derivados por Fourier diferenga (neste
caso, chamado de Founier Cruzado ou Cross Fourier) usando os coeficientes:
[Fpul - [Fp|, 0tsr -

As fases SIR sio obtidas como descrito na introdugdo do capitulo
(equacdo 3.5), e as posigdes dos atomos pesados podem ser obtidas pela
observa¢do de um mapa densidade eletronica utilizando a expressio (Blundell e
Johnson, 1976, p.349; Drenth, 1994, p.151 e Stryer et ai., 1964)

1 I )
AP(F) = V?manﬂ(h)(—i Fo(h)|Jexp[~2nih.F +iagg] (3.16)

onde m ¢ a figura de mérito (equagdo 3.14).
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Para obter um mapa Fourier diferenga, tem-se os seguintes passos a seguir,
apos o procedimento 1 a 3 dado no item 3.2:
1. Usando o programa MLPHARE geram-se as fases iniciais e figuras de mérito
associadas.
2.Com o programa FFT, pode-se fazer um mapa Fourier diferenga com
coeficientes ([Fpy| - |Fp|), usando para |[Fpy os dados coletados do &cido
mersalico.
3. Geragdo do mapa (pode ser feita com o programa MAPEXCHANGE) para a
visualiza¢do na estagdo grafica.
Observando o mapa (isto poder ser feito diretamente na Estagdo Grafica),

deve-se compara-lo com os picos previstos pelo mapa de Patterson para este

derivado e observar-se os picos que ocorrem em ambos, a fim de obter a
confirmacgdo de cada um destes.

3.5 - DETERMINACAO DAS POSICOES DOS ATOMOS PESADOS DO
DERIVADO K;PtCl; E GERACAO DAS FASES MIR.

Para a determinagdo das posigdes dos atomos pesados do derivado K,PtCly
fo1 utilizado o procedimento de Fourier cruzado (Cross Fourier), descrito no
item anterior.

Nas figuras 3.12 e 3.13 tem-se respectivamente as se¢des Z=0 e -x, X, 2z
para o derivado de Pt, que deve ser comparado com o mapa Fourier diferenga
para a localizag@o dos atomos pesados.
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Figura 3.12 - Se¢do de Harker Z=0 para o derivado K,PtCly
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Figura 3.13 - Sec¢do de Harker -x, x, 2z para o derivado K;PtCl,

Na tabela 3.4 sdo dados os sitios de ligagdo para o derivado de Pt apos o
refinamento com VECREF e com o programa MLPHARE que utiliza
refinamento no espago reciproco, cuja metodologia € descrita a seguir.

Tabela 3 .4 - Sitios de ligagdo do derivado K>PtCly

Sitios X Y Z Ocupacido
1 0.7135 0.1101 0.0616 0.1587
2 0.6748 0.5744 0.2375 0.1176
3 0.5789 0.3944 0.3536 0.0740
4 0.6025 0.5123 0.1353 0.1358
5 0.5301 0.1679 0.3293 0.1145
6 0.5154 0.4654 0.2800 0.1554
7 0.3325 0.0347 0.3078 0.0855

O programa MLPHARE faz o refinamento dos sitios de atomos pesados e
ocupacdo destes, porém este refinamento sera diferente do método utilizado pelo
programa VECREF, pois agora ja se tem fases calculadas.

O método a ser descrito aqui (Drenth, 1994, pp.169-170) necessita de
fases preliminares para proteina ap para poder desenhar o tridangulo vetorial Fp +
Fy; = Fpy (figura 3.1) para cada reflexdo. O modulo e dire¢do aproximados de Fp
¢ Fy1 ja sdo conhecidos (a fase ap € uma fase preliminar e ay para o derivado de
Pt pode ser calculado do mesma modo que para o derivado CMNF) e Fpy; senia
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colocada desta maneira, a completar o tridngulo da figura 3.4, que na pratica
porém, pode ser mais curto ou comprido a fim de que o triangulo da figura fique
correto. Faz-se entdo, usando o método dos minimos quadrados, a minimizagdo
entre os valores de [Fpy®™ que foram medidos experimentalmente e os valores
deste calculado pela expressio (usando a lei dos cosenos a partir da figura 3 .4):

[Fpi % ={ |Fpl? + [Fuf + 2|Fs| [Fid cos(arr - ap)}?  (3.17)

onde sdo usados para |Fp| valores obtidos experimentalmente ¢ para |Fy valores
calculados a partir das posi¢des dos atomos pesados do derivado (Pt no caso
desta tese).

Desta maneira, a expressdo a ser minimizada é:

E= %{quFpHr’bs ); = (Fpyr| ™)) (3.18)

onde ) representa cada derivado e &; ¢ um fator de escala.

Note que os pardmetros que variam na equag¢do acima sdo na realidade os
relacionados com |[Fy (da equagdo 3.17), ou seja, coordenadas atGmicas e
ocupagdo dos atomos pesados, de maneira que o grafico da figura 3.4 fique o
mais proximo possivel de fechar o tridngulo.

Tem-se agora condigdes de calcular as fases MIR (cuja metodologia ¢
descrita no item 3.1.2) utilizando o programa MLPHARE usando as fases do
acido Mersalico e do K,PtCl, até 3 A de resolugdo.

A seguir, sdo dadas algumas tabelas mostrando a qualidade das fases
obtidas. Na tabela 3.5 é mostrado a figura de mérito média por faixa de resolugao
para reflexdes centradas e ndo centradas; e na tabela 3.6 mostra a Phasing Power
média (definida por ZH|FH|“"c / ansl, onde ¢ é definido na equagdo 3.6 e figura
3.4) em fungdo da resolugdo para cada um dos derivados.

Tabela 3.5 - Figura de mérito em fungéo da resolugio para reflexdes centradas e ndo centradas

Resolugio (A) n° de reflexdes figura de merito n’ de reflexdes figura de mérito
nio centradas refl. ndo centradas centradas refl. centradas
10.65 190 0.5504 48 0.7958
7.26 494 0.5784 80 0.8790
5.51 970 0.5656 113 0.7918
4.44 1807 0.5010 198 0.6872
3.72 2683 0.4521 232 0.6017
3.20 3698 0.4078 244 0.6120
2.81 4751 0.3641 237 0.5705
2.50 5815 0.3412 221 0.5719
TOTAIS 20408 0.4057 1373 0.6443




56

A figura de mérito (m) é um numero entre 0 e 1 que ¢ atribuido a cada
reflexdo. O valor médio para fases MIR da GlcN6P desaminase ¢ de m = 0.521
para reflexdes centradas e ndo centradas.

Tabela 3.6 - Phasing Power (defini¢do no texto) em fun¢do da resolugdo para reflexdes
centradas e ndo centradas para os derivados de acido mersalico e KoPtCL,.

Resolugio (A) Phasing Power  Phasing Power Phasing Power Phasing Power
refl. ndo centradas  refl. centradas  refl. ndo centradas  refl. centradas
acido mersalico acido mersalico K,PtCl4 K,PtCl4
10.54 : 1.6 1.1 1.2 1.0
7.26 1.9 1.2 14 1.3
5.51 1.5 13 1.8 1.3
4.44 1.1 0.8 1.4 1.3
3.72 1.0 0.6 1.3 0.8
3.20 0.9 0.5 1.3 09
2.81 0.8 04 1.4 1.1
2.50 - - 1.5 09

O nimero Phasing Power representa a mais significativa estatistica para se
analisar a qualidade de uma derivado. Um valor considerado ‘bom’ para Phasing
Power ¢ acima de 1 (McRee, 1994, p.141). A analise da tabela 3.6 mostra que os
valores obtidos para Phasing Power para o derivado de Platina sdo bem melhores
que para o derivado de mercurio, fato devido a melhor qualidade dos dados do
derivado de Pt.

Com os derivados isomorfos obtidos foi possivel calcular as fases MIR até
3 A de resolugdo e além disso, pode-se utilizar os dados de K,PtCly para calcular
as fases SIR no intervalo de 3.0 a 2.5 A de resolugdo. Ambas serdo utilizadas
para construir o modelo.

Apos a obtengdo das fases MIR e posterior analise do mapa densidade
eletronica da proteina, principalmente das hélices-a, observou-se que havia sido
escolhido o enantiomorfo incorreto. Como descrito no item 3.3, as fases corretas
puderam ser obtidas simplesmente calculando-se novamente as coordenadas dos
atomos pesados (invertendo o sinal destas) e recalculando as fases.

3.6 - LOCALIZACAO DOS SITIOS DOS ATOMOS PESADOS NA
PROTEINA NATIVA

Com o intuito de estudar as ligagdes dos atomos pesados com a proteina,
foi feito um estudo posterior a construgdo do modelo da proteina.

A partir das coordenadas ortogonais dos atomos pesados colocadas juntas
ao modelo da proteina nativa (dois mondmeros da unidade assimétrica),
observou-se quais sdo os aminoacidos que estdo proximos dos atomos pesados
fazendo possiveis ligagdes com estes.
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Como visto no item 3.4, ha cinco sitios de ligagdo para o derivado de acido
mersalico (tabela 3.3). Os sitios 2 e 3 estio muito proximos entre si
(aproximadamente 3 A) e ambos estdo egiiidistantes da Cis 118. A hipotese mais
razoavel para este arranjo € que a Cis 118 possui duas conformagdes possivels
que estdo distribuidas aleatoriamente ao longo do cristal, e assim, as moléculas
de mersalil podem ligar-se a uma ou outra conformagdo. Quanto aos sitios 1 € 5,
ocorre a mesma situagdo dos sitios 2 € 3, porém estes estdo no outro mondémero
da unidade assimétrica (serd chamado aqui de mondémero 1). O sitio de ligagdo 4
do acido mersalico esta proximo da Cis 228 (a 3.55 A da CB da Cis 228) no
mesmo monomero dos sitios 2 € 3 (mondmero 1).

Tabela 3.7 - Ligagdes do derivado K,PtCly com a GIcN6P desaminase.

Sitos Residuos de ligagdo Distancia aproximada (A) Monomero de ligagdo
(dtomo pesado-enzima)

1 Met 223 2.82 1
Thr 251 291

2 Met 223 3.21 2
Thr 251 3.88

3 Met 46 2.14 2
Lis 50 2.66
Asn 92 3.33

4 Met 245 4.19 2
His 164 3.67
Asp 165 3.38

5 Met 46 2.50 1
Lis 50 3.35
Asn 92 3.63

6 Met 245 3.58 1
His 164 3.89
Asp 165 3.47

7 Met 55 2.68 1
Lys 14 2.98
Glu 60 3.49

E importante notar que a ligagdo de acido mersalico a Cis 228 se deu
somente em um dos mondmeros. Este fato pode ser justificado pela
acessibilidade deste residuo ao solvente e¢ aos ions de atomos pesados as
moléculas situadas no cristal. Observando o empacotamento das moléculas no
cristal nota-se que o hexdmero é construido com os mondmeros 2 frente a frente



com os mondmeros 2 do outro hexdmero, enquanto os mondémeros 1 ficam
bastante acessiveis ao solvente.

Os sitios de ligagdo do derivado K,PtCl, a enzima sdo dados na tabela 3.7.

Nota-se da tabela 3.7 que os sitios 1 € 2, 3 € 5, 4 e 6 sdo equivalente nos
dois mondmeros, porém o sitio 7 s6 ha no mondmero 1 devido provavelmente ao
empacotamento deste monémero. Por inspe¢do nota-se que o sitio 7 estd na
interface entre os monomeros 1 de dois hexameros.

Comparando com a literatura existente sobre ligagdo de atomos pesados
(Blundell e Johnson, 1976, p. 199-235). Verifica-se que usualmente ocorre
ligagdo de derivados de Hg com cisteinas livres na enzima, bem como ¢ comum a
ligagdo de derivados de platina com metioninas, fato que ocorreu em todos os
sitios de Pt no caso deste tese (tabela 3.7).



59
CAPITULO 4

CONSTRUCAO E REFINAMENTO DO MODELO DA
PROTEINA NATIVA

ApoOs se ter obtido o primeiro conjunto de fases, o proximo passo sera a
interpretacdo do mapa densidade eletronica em termos da cadeia polipeptidica. Se
a maior parte desta pode ser tragada utilizando o mapa densidade eletronica,
pode-se iniciar o refinamento (item 4.3) se ndo, ou seja, a densidade eletronica
ndo tem qualidade suficiente para se tragar sem ambigiiidade a cadeia, pode-se
utilizar os chamados métodos de modificagdo de densidade (item 4.1) com intuito
de melhorar a qualidade das fases. A tentativa de tragar a cadeia utilizando mapas
densidade eletrénica com baixa qualidade, pode acarretar na introdugdo de erros
no modelo os quais podem ndo ser faceis de remover durante o refinamento, por
isso ¢ interessante melhorar a0 maximo a qualidade destas antes de miciar a
interpretacdo da cadeia.

Deve-se ressaltar porém, que ¢ importante avaliar a qualidade do mapa de
densidade eletronica antes de iniciar o refinamento ou utilizar os métodos de
modificagdo de densidade eletronica. A maneira de avaliar esta qualidade
depende muito da experiéncia do usuario, porém a mais comum, ¢ notar se ha
definicdo clara de fronteiras entre proteina e solvente.

4.1 - O METODO DE NIVELAMENTO DE SOLVENTE (SOLVENT
FLATTENING)

Este método, bem como o chamado molecular averaging (promediagdo da
densidade eletronica, veja Drenth, 1993 ou McRee, 1994), sdo métodos de
modificagdo de densidade que tém por objetivo o melhoramento de fases, obtido
pela imposi¢do de restrigdes na densidade no espago real € entdo usando as fases
do mapa modificado para filtrar ou substituir as fases experimentais.

Sera feita a seguir uma breve descricio do método de nivelamento de
solvente (solvent flattening), desenvolvido por Wang, 1985, o qual foi utilizado
nesta tese.

O método assume que a densidade eletronica na regido do solvente ¢
aproximadamente plana (este fato pode ser comprovado em estruturas resolvidas
a alta resolugdo e muito bem refinadas). A razdo para tal fato é que as moléculas
de solvente estdo aleatoriamente distribuidas dentro do cristal protéico, ou seja,
ndo tém estrutura definida, exceto as moléculas de solvente que estdo localizadas
internamente a proteina ¢ as primeiras e/ou segundas camadas de hidratacdo da
superficie desta. Assim, se a regido do solvente puder ser identificada, os picos
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de densidade eletronica nesta regido que serdo devidos a ruidos (incorre¢des nas
fases) poderdo ser removidos.

Os passos do método sdo dados a seguir:

1. Constru¢do do envelope de Wang:

Uma grade tridimensional (com pontos descritos simbolicamente por j) €
superposto a grade do mapa original (pontos /) na unidade assimétrica. Para cada
ponto da grade do mapa original (i) sua densidade eletronica (p;) € substituida por
um novo valor de densidade eletronica (p;) em uma esfera de raio R (tipicamente
10 A), segundo o peso:

w,=1-r, (r,<Rou p >0)

P; :szipi (41)

w, =0 (rij>Roupi<O)
onde 7, ¢ a distdncia entre os pontos das grades (grid points), w; é a fun¢do peso
e K é uma constante.

A aplicagdo deste peso ¢é baseada no fato que exceto em casos
desfavoraveis a densidade eletronica para a regido da proteina ¢ muito maior do
que na regido do solvente e devido a que os picos existente na regido do solvente
estdo distribuidos aleatoriamente e se cancelardo fazendo a somatéria em toda
regido da esfera R.

Desta maneira, o resultado do método ¢ a apresenta¢do de uma regido mais
continua formando uma espécie de envelope em volta da proteina, revelando
assim os contornos desta.

2. Aplicagdo do filtro no espago real (nivelamento de solvente).
A densidade eletronica na regido do solvente € substituida por:

densidade na regido do solvente = <~ pyr + pe

onde < ps> € a densidade média esperada do solvente € p. € uma constante. Na
regido da proteina a sua densidade ¢ somada da constante p. € qualquer
densidade negativa nesta regido é considerada um erro e transformada para zero.
3. Com este novo mapa de densidades eletronicas calcula-se seus fatores de
estrutura e fases por uma transformada de Fourier inversa.

4. Combinagdo das fases (originais e novas apds nivelamento de solvente),
chamada de filtro no espago reciproco, feita utilizando-se a distribui¢do de

probabilidade equivalente ao procedimento de peso de Sim (Sim, 1959), dada
abaixo.

| o || F e |
—%——%Cos(aP _acalc) (42)

I obs c‘alcl

Pg{a)= Nexp
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onde N ¢é uma constante de normalizagdo, ap € @4 S30 as fases da proteina antes
e depois do processo de nivelamento de solvente respectivamente. O
procedimento de peso de Sim ¢ utilizado para ‘pesar’ uma determinada parte do
modelo que ¢ conhecida em relagdo a outra parte desconhecida (ou que ndo se
tem certeza da sua veracidade). No caso do nivelamento de solvente, a parte
conhecida ¢ a parte do solvente que deve ser plana. Esta fungdo probabilidade
(equagdo 4.2) é usada também, no chamado ‘mapa de omissdo’ (OMIT map)
onde se deseja confirmar parte da densidade eletrénica de um modelo, € desta
maneira, calcula-se 0 mapa a partir somente dos fatores de estrutura e fases da
parte conhecida.

Da equagdo 4.2 pode-se calcular a ‘melhor’ fase e figura de mérito que
pode ser combinada com a probabilidade de fases originais (P,g) produzindo
finaimente uma nova probabilidade de fases (P.oms) que dardo as fases finais do
processo, pela equagio:

P (@) = P (@) P, (@) (4.3)

Obtém-se desta maneira as novas fases; o processo deve ser entdo
novamente repetido até que se obtenha uma convergéncia para os valores de fase.
E atil combinar as fungdes probabilidades relativas as fases originais (MIR) e
apos o nivelamento de solvente, pois é evitado que erros sejam introduzidos no
modelo, isto €, ¢ feita uma filtragem de possiveis erros ocorridos durante o
processo (p.ex. inclusdo de alguma parte relativa a proteina na porgéo relativa ao
solvente). Além disso, com os varios ciclos que sdo feitos no processo de
nivelamento de solvente, obtém-se uma convergéncia nas fases onde o peso
maior na equacdo 4.3, sera devido a Pg;-.

Deve-se levar em conta que normalmente neste processo € necessario
considerar que o cristal contém menos solvente do que o calculado (nos primeiros
ciclos, 10-15% menos e nos ultimos ciclos até 5% menos) para que ndo haja o
perigo do envelope gerado para proteina cortar partes destas, ja que o método ¢
apenas uma aproximacgao.

Em 1987, Leslie publicou um aperfeigoamento desta técnica, no qual usa
basicamente 0 mesmo processo, porém minimiza o tempo computacional gasto.

Na figura 4.1 ha um fluxograma mostrando como é o método apresentado.

Deve-se ressaltar que se obtém melhores resultados com o método de
nivelamento de solvente no caso de cristais que apresentam grande quantidade de
solvente. Isto ocorre, porque nestes casos, havera um numero maior de pontos da
densidade eletronica que podem ser modificados contribuindo para os fatores de

estrutura recalculados, melhorando desta maneira, o processo de nivelamento de
solvente.
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Computagio do mapa inicial
lFobsl € OvIR

Calculo do envelope de Wang

Solvent flattening: muda a
densidade externa ao envelope

pal'a <psol >

Calculo dos fatores de
estrutura ¢ fases do mapa
apos solvent flattening

Combinagio das fases:
PcomePSFP original

Oleomb CONVETEE

Calculo do mapa melhorado:
IFobs| € Keomb

Figura 4.1 - Fluxograma do método de nivelamento de solvente (so/vent flattening)

As figuras 4.2a e 4.2b mostram duas seg¢des do mapa densidade eletronica
(Z=20 e 33) da Glucosamina 6-fosfato desaminase com fases MIR até 3.0 A de
resolugdo, indicando o envelope molecular utilizando para o método de
nivelamento de solvente. Este envelope mostra fronteiras claras entre a regido da
proteina e a regido de solvente na cela unitaria.

Na figura 4.3 ¢ mostrada uma compara¢do do mapa densidade eletronica
com a cadeia principal tragada de uma regido da GIcN6P desaminase, antes (a
esquerda) e apos (a direita) da utilizagdo do método de nivelamento de solvente.
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Figura 4.2a, 4.2b - Seg¢des (Z=20 e 33) do mapa densidade eletronica (com fases MIR até 3.0
A), mostrando o envelope molecular utilizado para o método de nivelamento de solvente.

O método de nivelamento de solvente foi utilizado no caso da GlcN6P
desaminase para remogdo da ambigiiidade de fases SIR entre 3.0 € 2.5 A, faixa
de resolugdo obtida somente pelo derivado de Pt. As fases nesta faixa de
resolugdo foram adicionadas gradativamente a medida em que os ciclos de
refinamento de fases do método de nivelamento de solvente eram feitos.

Do ponto de vista qualitativo houve uma melhora muito grande na figura de
mérito média; de 0.51 antes do nivelamento de solvente para 0.90. A figura de
mérito tem como variavel o valor de €, conhecido por lack of closure (equagdo
3.6) que por sua vez, ¢ dependente de |Fpy® e |Fpr™, usada para medir a
qualidade de Fy obtida apos o refinamento desta. Assim, normalmente, pelo
método de nivelamento de solvente tem-se valores muito proximos de Fp™* e
Fp'™, praticamente fechando o tridngulo vetorial Fpy=Fp+Fy (figura 3.4),
obtendo-se valores muito bons para figura de mérito.
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Figura 4.3 - Comparagio do mapa densidade eletronica com a cadeia principal tragada de uma
regido da GIcN6P desaminase, antes (a esquerda) e apos (a direita) a utilizagdo do método de
nivelamento de solvente.

42 - INICIO DA CONSTRUCAO DO MODELO DA GIlcN6P
DESAMINASE

Do mapa densidade eletronica com fases obtidas apds os métodos de
modificagdo de densidade eletronica, pode-se normalmente interpretar pelo
menos a maior parte da cadeia polipeptidica (cadeia principal), principalmente as
estruturas secundarias. Para tragar a cadeia principal pode-se utilizar a rotina
BONES do programa grafico ‘O’ (Jones, et al., 1991). A rotina BONES associa
as maiores densidades eletronicas a atomos de C, e tenta dar conectividade a
estes por meio de uma esfera de raio equivalente a ligagdo peptidica
convencional, a partir de um dado C, tentando encontrar outro C, nesta faixa. Se
isto ocorre, os atomos sdo conectados formando assim um esqueleto, ou seja,
uma cadeia principal mais provavel.

O mapa densidade eletronica inicial da Glucosamina 6-fosfato desaminase
foi construido utilizando as fases MIR obtidas até 3.0 A e as fases SIR, do
derivado K,PtCl; (3.0-2.5 A) apés o refinamento destas pelo método de
nivelamento de solvente. Deste mapa pode-se visualizar claramente os elementos
de estruturas secundarias e foi possivel tragar a cadeia polipeptidica utilizando a
rotina BONES do programa ‘O’. Deste mapa foi possivel tracar 230 dos 266
aminoacidos para ambos os monomeros da unidade assimétrica. Os residuos nio
encontrados eram do /oop de residuos 78-85, o segmento da cadeia de residuos
161 a 182 ¢ oito aminoacidos do C-terminal da molécula. Apds cuidadosa
inspecdo do envelope molecular automatico gerado pelo método de nivelamento
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de solvente, conclui-se que este estava ‘cortando’ parte da molécula, justamente
0 loop 78-85 ¢ os residuos 161-182. Desta maneira, usando-se sucessivos Fourier
diferenca, foi possivel tragar toda a cadeia principal exceto os oito residuos do C-
terminal que parecem estar bastante desordenados; estes residuos somente
puderam ser encontrados nos estagios finais do refinamento.

E util salientar que, apesar de ndo termos feito promediagdo de densidade
eletronica utilizando os dois mondmeros relacionados por simetria ndo
cristalografica, esta informagao foi utilizada na construgdo do modelo. Durante a
modelagem de um dos mondmeros foram superpostas as densidades eletronicas
referentes aos dois monOmeros. Desta maneira, quando haviam duvidas na
constru¢io de um mondmerc utilizando uma das densidades, estas eram
normalmente solucionadas, com a superposi¢do da densidade equivalente do
outro mondmero.

Para a constru¢do do modelo foi utilizado o programa grafico ‘O’ (Jones ef
al., 1991). |

O proximo passo € iniciar o refinamento do modelo.

4.3 - REFINAMENTO DO MODELOQO (Drenth, 1993; Briinger, 1989, 1992 e
1993)

Para melhorar um modelo deve-se ‘refina-lo’, ou seja, realizar um processo
de ajuste do modelo afim de encontrar uma melhor concordéincia entre os fatores
de estrutura observados e calculados (medido pelo fator de discordancia R,

definido na equagdo 4.4), levando em conta as caracteristicas estereoquimicas do
modelo.

DNE -k F
hil

= 4.4
. 2IE 4

hkl
onde k ¢ um fator de escala (veja equagio 4.6).

No 1nicio do refinamento o fator R costuma ter valores altos, de 40 a 50%
(no caso de estruturas aleatorias o valor € de 59% (Wilson, 1959)), alcangando
no final do processo valores tipicos entre 15 e 20% para refinamentos bem
sucedidos.

O ajuste do modelo consiste em mudangas nos parametros posicionais e de
temperatura para todos os dtomos da estrutura (exceto hidrogénios). Porém, para
proteinas ha muitos parametros a serem refinados (de 5000-50000 para proteinas
meédias) se comparados ao numero de medidas experimentais tem-se um conjunto
subdeterminado (a GIcN6P  desaminase, coletada até 2.1 A, tém
aproximadamente 39169 reflexdes independentes usadas no refinamento para
24736 parametros, ou seja, 1.6 observagdes por parametro).
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Em contrapartida tem-se varias informagdes que podem ser adicionadas ao
refinamento, tais como, informagdes estereoquimicas comuns as proteinas,
incluindo distancias ¢ 4ngulos de ligagSes quimicas, angulos diédricos, contatos
de Van der Waals, pontes de hidrogénio etc. Ha duas maneiras de utilizar estas
informagdes:

1. Constraint (constrigdo, confinamento) é o caso onde se permite variar em uma
faixa muito pequena somente alguns pardmetros. Por exemplo, tomando
distancias ¢ angulos de ligagbes quimicas como rigidos e permitindo somente
os angulos diédricos variar. Neste caso reduz-se muito os pardmetros a serem
refinados, porém ¢ muito dificil mover partes pequenas da estrutura.

2. Restraint (restrigio) é o caso onde os parimetros estereoquimicos sdo
permitidos variar dentro de uma faixa, controlados por um termo de energia.
Assim, pode-se mover pequenas partes do modelo porém € dificil mover
grandes partes da proteina, como uma molécula inteira ou dominio.

Os procedimentos computacionais de refinamento tém evoluido bastante
nos ultimos anos. No inicio, o refinamento se restringia ao ajuste dos fatores de
estrutura observados e calculados pelo método dos minimos quadrados, método
ainda utilizado para pequenas moléculas, as quais possuem alta relagdo
observagdes/parametros (Drenth, 1993, p.244). Hoje porém, inclui-se termos de
energia fazendo uma minimizagio desta durante o refinamento e, mais
recentemente, utiliza-se também a dindmica molecular. Estes dois ultimos
procedimentos serdo descritos abaixo.

Nesta tese utilizou-se o programa X-PLOR para refinamento de estruturas
(veja Briinger, 1993). Este programa ¢ bastante versatil, adequando-se a
praticamente todos os problemas encontrados durante o refinamento de estruturas
macromoleculares, usando dados de difragdo de raios-X ou ressonincia
magnética nuclear.

A figura 4.4 representa um esquema utilizado no refinamento.

Seguindo o fluxograma da figura 4.4, tem-se que no caso desta tese foi
feito o seguinte processo:

1. De posse de um modelo inicial gera-se a informagdo molecular (rotina
topology)

2. Faz-se um refinamento com minimizag¢ao de energia de corpo rigido.

. Rotina check para obter o peso W, (veja item 4.3.2)

. Refinamento por dindmica molecular com temperatura controlada (simulated

annealing).

. Refinamento posicional com minimizag¢do de energia (positional refinement).

. Refinamento dos fatores de temperatura (fatores B) em grupo.

. Refinamento dos fatores de temperatura individuais.

. Gera¢do do novo mapa de densidade eletronica. Faz-se modifica¢des no

modelo usando-se o programa grafico ‘O’ tentando adequar da melhor maneira

possivel a cadeia principal ¢ as cadeias laterais ao mapa. Nesta fase também.

4+ W

o~ O
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adicionou-se os oito residuos remanescentes em cada mondmero € incluiu-se
os ions de fosfato presente no modelo (quatro no dimero) através de um mapa
Fourier diferenga.

Modelo inicial

Geracdo do modelo
molecular

Minimizagdo de corpo
rigido

Rotina check

{obtengdo de W)
Stmulated Annealing Minimizacdo das posigdes
{(positional)
ou
Refinamento individual Refinamento em grupo dos
dos B’s B’s e ocupagio

Geragdo de mapas

Inspeg¢io dos mapas
modifica¢do do modelo

X
Inclusdo de novos alomos

. aguas ¢ ligantes 5
sim ndo

Figura 4.4 - Fluxograma para refinamento do modelo
(quadros grifados sdo as etapas onde ndo se utiliza o programa X-PLOR)
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9. Nova geragdo da informagdo molecular (rotina fopology), incluindo os novos
componentes do modelo.

10.Rotina check para obter o peso W.

11.Novo refinamento por dindmica molecular com temperatura controlada
(simulated annealing).

12.Refinamento com minimizagdo das posigdes (positional refinement) (fazendo
antes o check).

13.Refinamento dos fatores de temperatura individuatis.

14 Geragdo do novo mapa, tentando adequar da melhor maneira possivel o
modelo ao mapa..

15.Repeti¢do de 9-14 até obter os melhores resultados possiveis (o item 9
somente deve ser feito de for incluido novos dtomos).

16.Inclusdo de moléculas de agua estruturadas ao modelo por meio de um mapa
Fourier diferenga, levando em conta a estereoquimica desta. Colocagdo destas
no arquivo de coordenadas da proteina (arquivo PDB).

17 Novo processo de 9-14.

18.Inclusdo de outras moléculas de agua por analise do mapa Fourier diferenga.

19.Novo processo de 9-14.

A seguir, serdo dados mais detalhes sobre as caracteristicas do processo de
refinamento.

4.3.1 - Geracio da estrutura molecular: Topologia e Parimetros (Briinger,
1992).

O bloco topologia do programa X-PLOR consiste de informagdes sobre os
‘residuos’ de uma macromolécula, ou sobre os atomos que constituem substratos,
cofatores e moléculas de agua. Dentre estas informagdes tém-se: massa € carga
do atomo, distancia, angulos e dngulos diédricos entre estes, quais sdo 0s atomos
possiveis de doar ou receber elétrons e quais sdo os dngulos diédricos improprios
(restrigdes dadas as coordenadas com finalidade manter a planaridade dos anéis
ou quiralidade) etc.

O bloco de parametros especifica as varias constantes para os termos de
energia conformacional ¢ n3o ligada, além de varias outras aplica¢des (veja
Briinger, 1993) que serdo utilizados durante o processo de refinamento.

O programa conta com arquivos que podem ser utilizados para a maioria
dos tipos de proteina, para moléculas de agua etc; porém no caso da presenga de
algum fon (no caso desta tese ha quatro ions de fosfato no dimero na unidade
assimétrica) ou cofator (no capitulo 5 sera descrita a determinagio da estrutura
ligada com ativador e inibidor desta) os arquivos de topologia e pardmetros
destes devem ser construidos pelo usudrio tomando como base arquivos modelo
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existentes no programa e conhecimentos prévios em termos estruturais dos ions,
cofatores ou substratos a serem adicionados a estrutura (veja capitulo 5).

A rotina fopology cria um arquivo com as coordenadas atémicas com
formato PDB (protein data bank) que inclui os devidos atomos de hidrogénio que
podem estar envolvidos em ligagdes de hidrogénio e cria um arquivo do tipo PSF
(protein structure file) que inclui as informagdes estruturais e pardmetros a serem
utilizados.

4.3.2- Minimizacdo de energia

Este é um refinamento por minimos quadrados com restrigoes de
estereoquimica. A fun¢do a ser minimizada ¢ a energia potencial, na qual inclui-se
termos de energia estereoquimicos € um termo cristalografico (semelhante a
fungdo usada em um refinamento por minimos quadrados convencional).

O programa X-PLOR faz uma minimizagdo de energia que inclui um termo
empirico (termos estereoquimicos de energia) e um termo efetivo que inclui o
termo cristalografico:

EtoraL = Eempirico + EgreTivo 4.5)

Os termos da energia potencial empirica incluem os potenciais devidos a
(as equagdes que representam estes termos estdo entre parénteses):

- ligacdes covalentes (ELicacors = Ziigases kb(r-r(,)2 )

- angulos (Eanct = Zingulos Ko(0-6,)*)

- angulos diédricos (EpmEp = Zgiedricosko(COS(NG+3) )

- angulos impréprios  (Emvpr = Zquirais, planar Ke(©-00)° )

- contatos de van der Waals e eletrostaticos

(Enio ligados = Zpares de atomos(@r > + br® +cr’')

- contatos de van der Waals e eletrostaticos entre atomos relacionados por
simetria.

(onde os k’s, 8, ¢, ®,, a, b € ¢ sdo constantes e 6, ¢, ®, r sdo as variaveis
dos potenciais (veja Briinger, 1989 ou 1993))

Os termos de energia potencial efetiva sio compostos de um termo

cristalografico e termos de constrigdo de energia (constraints) (inicio do item 4.3
e Briinger, 1993). O termo cristalografico usual é:

B = (W, /N SW,[F, (W -k [F 0T (4.6)
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onde N4 ¢ um fator de normalizagdo, Wy, é uma fungdo peso individual para cada
reflexdo (normalmente dependente de [sen6/A]", no inicio do refinamento n=-1 ¢
no final n=1), k € um fator de escala entre os fatores de estrutura observados e

DIE G IF

calculados (comumente k = h-Z[ITI]—Z ) ¢ W4 é um peso adicional que relaciona
cale
h

o termo cristalografico com o termo empirico. Este peso é obtido através da
rotina check do programa X-PLOR que faz uma breve dindmica molecular (item
4.3.3) sem incluir o termo Exggr. Normalmente, é utilizada uma porcentagem do
peso Wy recomendado pela rotina check, isto €, da-se um peso maior aos termos
de energia empirico (termos estereoquimicos de energia). O peso para o termo
Exrrr deve ser maior, quanto maior a relagdo observagdes/parametros refinados.
Valores usualmente utilizados para W, estdo entre 30-80% do valor obtido no
programa check.

4.3.2.1 - Minimizacdo de corpo rigido

Neste tipo de refinamento uma geometria rigida é determinada para partes
da estrutura (um monémero por exemplo), ¢ os parametros de orientagdo e
posi¢do destas partes sdo refinados, ao invés dos pardmetros atomicos
individuais. Desta maneira, as mudangas nas posi¢gdes para OS grupos sido
calculadas pela combinagdo das mudangas para todos os atomos. Para cada grupo
€ possivel refinar até seis pardmetros, trés rotacionais e trés translacionais.

A energia a ser minimizada ¢ a Etorar (equagdo 4.5) na qual podem ser
incluidos ou excluidos termos.

Normalmente o refinamento de corpo rigido é o primeiro passo no
procedimento de refinamento do modelo e ¢é feito freqiientemente com dados a
baixa resolugio, pois se sdo usados dados a muito alta resolugfo é comum que os
grupos caiam em minimos locais.

4.3.2.2 - Minimizagdo de posicdo (positional refinement)
O programa X-PLOR usa o método desenvolvido por Powell (1977) que
. utiliza a técnica de gradiente conjugado para fazer o refinamento das coordenadas

dos atomos. A fungdo de energia total Erorar, (equagio 4.5) é utilizada.

4.3.3 - Dinidmica molecular com temperatura controlada (simulated
annealing)

O refinamento convencional por minimos quadrados com restrigdes de
estereoquimica ¢ empacotamento das moléculas (na cela unitaria) (item 4.3.2)
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era, até o final da década de 80, a {iica maneira possivel de refinar um modelo
macromolecular. Porém, este procedimento muitas vezes ndo consegue alcangar o
minimo global, atingindo somente minimos locais ¢ desta maneira, necessitando
de constantes ajustes manuais no modelo e assim pode-se ndo obter o resultado
almejado, compativel com os dados experimentais disponiveis.

O método simulated annealing (témpera simulada, em portugués), o qual
sera chamado nesta tese de dinidmica molecular com temperatura controlada,
comegou a ser utilizado para cristalografia de macromoléculas a partir de 1987
(Briinger, 1987) (ja era utilizado desde o inicio da década de 80 em outras areas).
O nome ‘t€mpera’ (annealing) vem do processo metalurgico de aquecimento de
metais até altas temperaturas e resfriamento até temperatura ambiente
melhorando assim as suas caracteristicas de condu¢do e tornando-os mais
resistentes a impactos.

Utilizando basicamente o mesmo mecanismo, o processo de simulated
annealing faz uma simulagdo matematica que tem como alvo encontrar 0 minimo
global de uma fungdo f(X) = f(xy, X, ..., Xn), (X1, X2, ..., Xy S0 pardmetros tais com
posigdes atdmicas, fatores de temperatura e ocupacgdo) onde se tenta mover estes
parametros de maneira que se possa escapar de minimos locais, sendo possivel
aumentar f(X), bem como diminui-lo. Um aumento em f(X) é dado pela
probabilidade exp[-Af(X)/kT] onde Af(X) é a variagdo desta fungdo antes ¢
depois do aumento, T é a ‘temperatura’ do sistema e k € constante de Boltzmann.
Na realidade T ndo deve ser entendido como uma temperatura fisica mas sim
como um parametro de controle para que o sistema escape de minimos locais.
Assim, deve-se utilizar valores de T bastante elevados para superar as barreiras,
seguido por uma lenta redugdo desta (resfriamento). Este processo pode ser
repetido varias vezes até alcangar-se o minimo global.

Este processo pode ser simulado com sucesso para cristalografia de
macromoléculas utilizando-se 0 método da dindmica molecular.

A dindmica molecular resolve a equag¢do de Newton de movimento
Fi=m,; 5°r/3t’, onde F; ¢ a forca ¢ m; a massa agindo sobre o atomo i. A for¢a
sobre cada atomo ¢ proporcional a energia potencial agindo sobre este: Fi=-
SEp/dri, ou seja:

m;&°ri/3t* = -SE /31 (4.7)

Em principio entdo, com uma expressdo adequada para a energia potencial
para os atomos (no caso do X-PLOR ¢ a energia total, dada pela equagdo 4.5) e
conhecendo-se suas massas, sera possivel resolver a equagdo diferencial para
futuras posigdes no tempo (a trajetoria dos atomos). Porém, a mecanica classica
permite resolver exatamente sistemas com até duas particulas, ou seja, para
sisternas com trés ou mais particulas a solu¢do da equagdo diferencial 4.7 ndo
sera exata, ¢ pode ser representada pela seguinte s€rie de Taylor, onde r(t) ¢ a
posi¢do da particula em um intervalo de tempo At:
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ST 5T At?
7 = F(t) + — At +———+... 4.8
F(t+ A =)+ S At+ o+ (4.8)

Desta maneira, a solugdo da equagdo de movimento depende do
conhecimento da posigdo r(t), da velocidade 5r/5t e da aceleragdo 8°r/dt* e
convenientes aproximagdes de termos de ordens mais altas. Pode-se obter
coordenadas de uma minimizagdo prévia ou da estrutura cristalina, velocidades
sdo atribuidas aleatoriamente obedecendo uma distribui¢do de Maxwell-
Boltzmann que correspondem a temperatura de interesse € a aceleragdo da
equagdo 4.7, assim obtém-se r(t+At). Entdo, as coordenadas originais sdo
substituidas pelas novas coordenadas, as velocidades sdo calculadas pela
subtragdo das coordenadas anteriores menos as novas e divididas pelo tempo do
passo € a acelera¢io ¢ corrigida computando-se os gradientes com as novas
coordenadas. Um ciclo é completado e o processo é repetido milhares e talvez
milhdes de vezes.

Para realizar esta tarefa, o X-PLOR utiliza como base o algoritmo de
Verlet (1967), que é dado abaixo.

Se vieq € a velocidade média durante um intervalo de tempo entre t e t+At,
entdo a posi¢do no final do intervalo é:

r(t+At) = r(t) + vyesAt (4.9)
Se for assumido que a velocidade varia linearmente no intervalo de tempo
At, tem-se:

Vined = V(t+AY2) (4.10)

Porém, a velocidade instantdnea pode ser calculada da aceleragdo média
durante o intervalo de tempo (t-At/2) e (t+At/2):

V(EFAL/2) = V(t-At/2) + Ameg At (4.11)

Se for assumido agora, que a aceleragdo varia linearmente entre (t-At/2) e
(t+At/2), entdo a aceleragdo média vale:

Amed = A(1) (4.12)
Assim, substituindo 4.12 em 4.11 ¢ 4.10 em 4.9 obtém-se as equagdes:

V(tHHAY2) = v(t-At/2) + a(t)At (4.13)
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r(tHAY2) = r(t) + V(tAL2)AL (4.14)

Um ciclo para computar novas coordenadas, é dado pelos seguintes
passos:
1. Calcula-se a aceleragéo (-1/m)dE,/dr no tempo t.
2. A partir de 4.13 obtém-se a velocidade no tempo (t+At/2) do seu valor em (t-
At/2).

3. Obtém-se as coordenadas em (t+At) a partir de 4.14

Um parametro chave no algoritmo de Verlet é o intervalo de tempo At. Se
At tiver um valor grande o processo necessitara de menor tempo de uso de
computagdo, porém ha limitagdes quanto a grandes intervalos de tempo. A
principal limitagdo é a mais alta freqiiéncia de movimento que deve ser simulado.
Vibragdes mais rapidas implicam em mudangas mais rapidas de velocidades ¢
aceleragdes.

O periodo vibracional deve ser dividido por fatores de cinco a dez, para
satisfazer as aproximacdes utilizadas no método de Verlet que assume
velocidades e aceleracdes variando linearmente no tempo de integragdo.
Supondo-se que a vibragdo mais rapida é uma ligagdo C-H, cujo o periodo ¢ da
ordem de 10" segundos, assim o intervalo de tempo de integragdo deve ser da
ordem de 107" segundos.

3
Probabilidade 100K
(x 1000) —
2 S—
1
0 |
0 1000 2000 Veloc. (m/s)

Figura 4.5 - Distribui¢io de velocidades de Maxwell-Boltzmann
para agua em varias temperaturas (Discover, 1993, p. 1/2-63)

O conceito de temperatura na simulagio de dindmica molecular €
fundamental. Sabe-se que a temperatura € proporcional a energia cinética do
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sistema, a qual pode ser expressa em termos das velocidades atémicas. A relagao
microscopica fundamental entre temperatura e velocidades moleculares € a
equagdo de Maxwell-Boltzmann:

3/2
=| = — : 4.15
f(v)dv (anT) exp(-mv’ / 2kT)4n v’ dv (4.15)

Esta formula expressa a probabilidade f (v) que uma molécula de massa m
tem de possuir uma velocidade v quando sua temperatura € 7. A figura 4.5
representa esta distribui¢io para uma molécula de agua a varias temperaturas.
Note que, quanto maior a temperatura maior a largura da curva de probabilidades,
isto é, maior ¢ a probabilidade que as moléculas tenham as mais diversas
velocidades.

O controle de temperatura durante o calculo da dindmica molecular €
obtido por reescalonameto periodico e uniforme de velocidades V;, ou seja:

Vi = escala x V"%  (4.16)
para todos os atomos i. O fator de escala é dado por:

Co—

nkT

escala =

(4.17)

O parametro n é o numero de graus de liberdade do sistema, k¥ ¢ a
constante de Boltzmann, T ¢ a temperatura, V;"""¢° ¢ a velocidade do atomo i no
tempo t ¢ < > denota a trajetéria média no intervalo de tempo entre o
escalonamento de velocidades.

Nas versdes novas do X-PLOR ha outras maneiras de controle de
temperatura (veja Briinger, 1993).

A grande vantagem do refinamento por simulated annealing ¢ o raio de
convergéncia que ¢ significativamente maior do que no refinamento convencional
(mimimos quadrados com restrigdes) ¢ pode reduzir a necessidade de correcdes
manuais.

4.3.4 - Refinamento dos fatores de temperatura (fatores B’s)

O refinamento dos fatores de temperatura isotropicos (um parametro a ser
refinado por atomo) ou anisotropicos (seis pardmetros por atcmo) podem ser
feitos de duas maneiras pelo programa X-PLOR:

- Refinamento individual de todos os B’s.



- Refinamento em grupo dos B’s.

Este refinamento é feito usando a técnica de gradiente de minmimizagdo
conjugado (item 4.3.2) utilizando como energia potencial somente o termo Exgrer
(equagdo 4.6) porém substituindo o Fyc(h) por exp(-S*B/4)F .i(h) (onde
S=2 senf/A e B ¢ o fator de temperatura) para o caso isotropico (utilizado nesta
tese).

O refinamento dos fatores de temperatura ¢ feito apds o de coordenadas.
Na rotina de refinamento de B’s é possivel também refinar a ocupagdo dos
atomos, se necessario.

4.3.5 - indice de discordincia livre, Reee

Durante o processo de refinamento de um modelo um pardmetro
importante utilizado para o acompanhamento da evolugdo do refinamento € o
indice de discordancia ou fator R (equagdo 4.4).

Porém, o fator R ¢é estritamente relacionado com o termo de energia Exger
a ser refinado (veja equagdo 4.6). Assim, este fator pode ser feito arbitrariamente
pequeno aumentando-se o numero de parametros do modelo e subsequentemente
refinando Exger.

Como os dados cristalograficos sdo de alguma maneira redundantes, assim
uma pequena por¢do dos dados podem ser omitidos sem afetar seriamente o
resultado.

Sendo assim, o programa divide os dados cristalograficos em dois
comjuntos, um conjunto de trabalho (A), o qual sera usado no processo de
refilnamento, € um conjunto teste (T) (com usualmente 10% dos dados retirados
aleatoriamente do conjunto total de dados), o qual ndo sera incluido na fungido de
minimizagao.

O refinamento é feito da maneira descrita anteriormente (minimizagdo de
energia, dindmica molecular, etc), porém sera possivel acompanhar dois fatores
R, ou seja, um para o conjunto de dados A (que esta sendo realmente refinado) e
um para o conjunto T. O fator R para o conjunto T ¢ chamado de Ryee.

Como conseqiiéncia do refinamento, os fatores R e Ry terdo valores
diferentes ao curso deste, porém se as fases e outras informagbes tém boa
precisdo, o valor de Rge. deve decrescer, mas com bem menor intensidade que o
de R, ficando no final com valores superiores a este.

Porém, se o refinamento, apesar de instabilidades, estiver minimizando
Eal € 0 modelo for fisicamente incorreto, o valor de Ry aumentara durante o
processo. Assim, a monitorizagdo de Rge. ¢ um indicador de confiabilidade do
processo de refinamento da estrutura.
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4.3.6 - Inclusio de moléculas de agua no modelo

A colocagdo de moléculas de dgua que estdo estruturadas internamente e
nas camadas de hidratagdo que envolvem a proteina, completa a resolugdo desta e
permite muitas vezes tirar importantes conclusdes com respeito as suas
caracteristicas funcionais.

O numero de moléculas de agua a serem incluidas no modelo depende de
fatores como, a resolu¢do que a estrutura estd determinada e qualidade do
modelo. :
O procedimento a ser adotado para encontrar moléculas de dgua em uma
dada estrutura utiliza o método de Fourier diferenga (veja capitulo 3). Para tanto
fo1 utilizado nesta tese o pacote de programas CCP4, da seguinte maneira:

1. Criar um mapa Fourier diferengca com coeficientes ([Foos-Fc) € fases
calculadas do modelo usando o programa FFT (item 3.2).

2. Com o programa MAPSIG calcula-se os 500 maiores picos em fungdo da
rela¢do sinal-ruido.

3. Com o programa NEWPICKS (E. Horjales) retira-se picos relacionados por
simetria e escreve-se 0s picos restantes em um formato de leitura PDB.

4. Utilizando o programa ‘O’, usando a fun¢do WATER PEKPIK, verifica-se
cada pico quanto ao sentido estereoquimico, comparando as distincias e
geometria em relagdo a proteina e com os outros picos atribuidos como aguas.

5. Os picos escolhidos como moléculas de dgua sdo colocados juntamente com a
proteina e os ions fosfato, em um arquivo tipo PDB que pode ser lido pelo
programa X-PLOR.

6. Assim, seguindo o fluxograma da figura 4.4 (programa X-PLOR), gera-se
novo arquivo de topologia para o modelo (rotina fopology, item 4.3.1), faz-se
refinamento das posigdes (item 4.3.2.2) e refinamento dos B’s (4.3.4).

7. De posse do arquivo de coordenadas atomicas final, pode-se analisar se estas
moléculas de agua estdo com fatores de temperatura (B’s) grandes demais
(usualmente acima de 50) ou pequenos demais (abaixo de 6), os quais ndo
fazem sentido fisico e devem ser retirados deste.

E aconselhavel, repetir o procedimento de 1 a 7 pelo menos mais uma vez
para a inclusdo de novas moléculas de agua.

4.3.7 - Refinamento da glucosamina 6-fosfato desaminase

Para o refinamento do modelo nativo foram utilizados dados a 2.1 A de
resolugdo, utilizando os passos descritos no inicio do item 4.3. No refinamento
foram incluidos os dois mondmeros (2 x 266 aminoacidos) da unidade

assimétrica, que foram refinados independentemente, bem como quatro ions
fostato.
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Foram feitas trés etapas de colocagdo de moléculas de dgua. As aguas que
possuiam valores de fator de vibragdo térmica muito elevados foram retiradas,
restando no final 348 moléculas de agua com fator de vibragdo térmico médio de
39.16 A%,

Na tabela 4.1 sdo dados os indices de discordancia (R e Rgee) em algumas
etapas do refinamento.

Tabela 4.1 - Indices de discordancia em algumas etapas do refinamento

Etapa do refinamento (final de cada rotina) R (%) Ree(%)
Simulation annealing (sem aguas) 29.7 34.8
Minimizagdo das posigdes (sem aguas) 28.1 340
Refinamento dos B’s (sem aguas) 23.7 28.5
Minimizagdo das posi¢des 19.8 232
(com 220 moléculas de aguas)

Refinamento dos B’s (com 220 aguas) 18.7 224
Refinamento final 17.4 22.4

Figura 4.6 - Mapa densidade eletronica com o modelo refinado, mostrando parte de uma folha
[ pregueada.
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Figura 4.7 - Mapa densidade eletronica com o modelo refinado, mostrando parte de uma
hélice-a

Foi utilizado nos refinamentos um peso de W = 200.000 para a fungdo
Exrer, aproximadamente de 30-40% o valor obtido com a rotina check do X-
PLOR.

As figuras 4.6 ¢ 4.7 mostram o mapa densidade eletronica com o modelo
refinado em duas regides deste; a figura 4.6 mostra parte de uma folha
pregueada e na 4.7 parte de uma hélice-.

Foi feito ainda, um estudo com valores de vibragdo térmica para os atomos
do modelo, para observar o sentido fisico deste (veja figuras 4.8 ¢ 4.9). Foi
observado que no C-terminal de cada um dos mondmeros, os seus atomos
apresentavam valores muito altos de vibragdo térmica. O C-terminal foi
justamente a parte mais dificil de interpretar o mapa densidade eletronica, desta
maneira pode-se concluir que neste trecho da proteina havia grande desordem.

Na figura 4.8 pode-se ver um grafico que representa o fator de vibragdo
térmica com relacdo aos atomos C, dos aminoacidos dos dois mondmeros; € na
figura 4.9 o valor médio da vibragdo térmica para os atomos das cadeias laterais
dos mondmeros. O valor médio dos B’s para os atomos C, é de 19.64 A’ e para
os atomos das cadeias laterais é 23.81 A? .

No capitulo 6 analisa-se a qualidade do modelo e descreve-se a topologia
deste.
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Figura 4.8 - Grafico mostrando os fatores de temperatura (A?) versus carbono a de cada
aminoacido (1-266 mondmero 1, 277-532 mondmero 2).
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Figura 4.9 - Grafico mostrando o valor médio des fatores de temperatura (A?) versus atomos
da cadeia lateral(1-266 mondmero 1, 277-532 mondomero 2).
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CAPITULO 5

CO-CRISTALIZACAO, COLETA DE DADOS,
CONSTRUCAO E REFINAMENTO DOS
COMPLEXOS:
PROTEINA+ATIVADOR ALOSTERICO E
PROTEINA+INIBIDOR.

O objetivo deste estudo é obter um maior conhecimento das carateristicas
dos sitios ativo (ou catalitico) e alostérico da proteina Glucosamina-6-fosfato
desaminase pela ligacdo do ativador alostérico (N-Acetil-D-Glucosamina-6-
Fosfato) e de um inibidor competitivo (2-Desoxi-2-Amino-Glucitol-6-Fosfato) ¢
desta maneira, tentar entender os seus mecanismos de catalise e de alostericidade.

5.1 - CO-CRISTALIZACAO DOS COMPLEXOS
5.1.1 - Introducio

O processo de co-cristalizagdo consiste em crescer cristais da proteina
nativa que ja estavam ligadas (antes do momento da cristalizagdo) com alguma
molécula ou cofator por meio de algum tipo de ligagdo quimica (ligagdo ionica,
pontes de hidrogénio, ponte salina etc).

No capitulo 2, foi descrito o processo de difusdo em solugdo (soaking) que
¢ a ligacdo de alguma molécula ou cofator com a proteina que ja tinha sido
cristalizada anteriormente.

Desta maneira, temos dois métodos para ligagdo de alguma molécula ou
cofator com a proteina nativa. Porém, ambos apresentam -caracteristicas e
finalidades diferentes. No método de difusdo em solugdo (soaking), onde a
proteina ja esta cristalizada, esta tem pouca mobilidade para mudangas
conformacionais e assim ¢ especialmente indicado nos casos em que se necessita
da obtengdo de cristais isomorfos (idénticos em termos de grupo espacial e celas
unitanias) porém, apresenta a desvantagem para a ligagdo de cofatores que
exigem mobilidade da proteina para que estes se liguem. O caso da co-
cristalizagdo ¢ exatamente o contrario, isto €, a proteina possui total mobilidade
para a ligagdo de cofatores; podendo ocorrer o crescimento de cristais em grupos
espaciais diferentes em relagio ao dos cristais nativos.

No caso desta tese queremos estudar justamente como é 0 comportamento,
em termos estruturais, da proteina quando esta ligada com o ativador, ou com o
mibidor, ou seja. quando ocorrem estas ligagdes, como os sitios cataliticos e
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alostéricos da proteina ficardo em termos estruturais; desta maneira, foi escolhido
o método da co-cristalizagio.

5.1.2 -Processo para cristaliza¢iio de proteinas: salting-out, difusio de vapor
e hanging drop.

Para cristalizagdo (ou co-cristalizagdo) € utilizado o processo de
salting-out. Este processo consiste na preparag¢do de uma solugdo de um agente
precipitante ¢ de proteina, e posterior aumento gradativo da concentragdo do
precipitante até alcangar o ponto de super-satura¢do da proteina, acarretando em
sua precipitagdo ou na sua cristalizagdo, se este processo for bastante lento.
Deve-se lembrar que, em termos termodindmicos, o estado de menor energia para
a proteina ¢ o estado cristalino, porém atingir este estado pode requerer um
processo termodinamicamente complicado.

Um método bastante eficiente para o aumento gradativo da concentragdo
do agente precipitante é por difusdo de vapor, no qual, em recipiente fechado, €
colocada uma solugdo de precipitante com alta concentragdo com uma solugdo
formada pelo mesmo precipitante e proteina, podendo fazer trocas apenas por
fase gasosa. Para tanto, pode-se utilizar o sistema chamado hanging drop (gota
suspensa) figura 5.1.

proteina+solugdo tampdo

laminula
\ graxa de vacuo

¥

solucdo de precipitante

— concentrado + tampdo

Figura 5.1 - Método para cristalizagdo: hanging drop (gota suspensa)

Neste sistema, a solugdo de proteina e agente precipitante ficam na gota
suspensa ¢ o precipitante com alta concentragdo fica no recipiente. A gota fica
pendurada devido a tensdo superficial entre esta e a laminula, pois nesta foi feita
um processo de siliconizagdo que aumenta a tensdo superficial. Deve-se lembrar
que o volume do precipitante no recipiente (normalmente 1 ml) é muito maior que
o da laminula (10 ul), podendo desta maneira ser considerado um recipiente
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infinito em rela¢do a gota e assim a concentra¢do final do precipitante da gota,
apos um tempo grande, sera igual ao do precipitante do recipiente.

Deve-se ressaltar que nos experimentos de cristalizagdo com proteinas um
pardmetro muito importante € o pH da solugdo onde estd a proteina, desta
maneira, além do precipitante deve-se usar um tampdo que mantenha o pH sob
controle. Outro pardmetro importante no processo de cristalizagdo ¢ a
temperatura que deve ser constante durante todos os experimentos. Além destes
pardmetros ha varios outros, tais como a for¢a idnica que ¢ caracterizada pelo
tipo de precipitante utilizado e outros possiveis aditivos presentes no meio de
cristalizag3o.

5.1.3 - Procedimento experimental
3.1.3.1 - Preparagdo da proteina nativa

Inicialmente, preparou-se a proteina fornecida pela Dra. Myriam
Altamirano e Dr. Mario Calcagno da mesma maneira que foi preparada para obter
os cristais nativos. Ou seja, a proteina que estava precipitada em sulfato de
amoOnia 2.5 M deve ser, através de uma dialise, solubilizada em um tampdo
Trnis/HCI 10mM pH 7.5. Apods a didlise, faz-se uma centrifugagdo, retira-se o
sobrenadante e finalmente, outra centrifuga¢cdo com membrana semi-permeavel
(centricon n° 100). A dltima etapa para preparagdo é a medida aproximada da
concentragdo da proteina utilizando um espectrofotdmetro UV/Vis. Pois, como o
coeficiente de extingdo (para A=278 nm) ja era conhecido por experimentos
bioquimicos €73 = 20 Mem™ (Altamirano, M.M., 1993), a concentragdo da
proteina pode ser obtida pela relagdo [C]=A.€'l"', onde A é a absorbancia da
solugdo em 278 nm e | o caminho ético do feixe de luz na cubeta. A concentragdo
utilizada para obter os cristais nativos ¢ da ordem de 10 mg/ml, desta maneira
sera utilizada a mesma ordem de grandeza para os experimentos de co-
cristalizagio.

3.1.3.2 - Determinagdo das condi¢des para cristaliza¢do

O primeiro passo no processo de cristalizagdo € saber quais devem ser as
condi¢des de precipitagdo para cada um dos agentes precipitantes que ndo sdo
necessariamente as mesmas utilizadas para a proteina nativa.

Entdo, pode-se fazer um teste preliminar de precipitagdo para determinar
qual deve ser a concentra¢do aproximada do precipitante, da seguinte maneira:

1. Preparagdo dos complexos proteina+ativador e proteina+inibidor. Estes sdo
preparados simplesmente adicionando inibidor ou ativador (com
concentragdes finais de 0.45 ¢ 4.5 mM respectivamente) a proteina com pelo
menos 10 minutos antes de fazer as etapas abaixo.
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2. Sob o microscopio vai-se colocando gotas de aproximadamente 1 pl do
precipitante-+tampéo no complexo e observando se ha precipitagdo da solugdo
formada.

3. Ocorrida a precipitagio, pode-se calcular a partir do volume colocado do
tampao qual sera a condigdo de precipitagdo para esta.

4. O ponto de precipitagdo, em geral, estd muito proximo da condi¢do de
cristalizagéo.

Outras condi¢des de cristalizagdo como pH e temperatura ndo serdo
alteradas em relagdo as da proteina nativa.

5.1.3.3 - Montagem das Placas de Cristalizagdo
Para os experimentos desta tese utilizou-se placas de cultura celular de

acrilico que possuem trinta pogos (a figura 5.2 mostra uma placa com quinze
pogos) as quais sdo seladas utilizando graxa de ultra-vacuo e laminulas

siliconizadas com a gota de proteina+tamp3o.

ORONORG
ORORORO
OROROROR®

Figura 5.2 - Arranjo utilizado para testes de cristalizagdo (placas de cultura celular).

Foram montadas placas de cristalizagdo com os seguintes complexos:
1. Proteina+Ativador (concentragdo final do ativador na gota: 4.5 mM).
2. Proteina+Inibidor (concentragdo final do inibidor na gota: 0.45 mM).
3. Proteina+Ativador+Inibidor (concentragdo final na gota: ativador: 4.5 mM

intbidor: 0.45 mM).

Fez-se inicialmente trés placas (usando os trés complexos em cada uma
delas) utilizando para cada uma destas os seguintes agentes precipitantes €
tampdes com as seguintes faixas de concentragdo:
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1. Fosfato de sodio/potassio (K,HPOs e NaH,PO4) pH 8.2, como agente
precipitante e tampdo (este sal atua com as duas finalidades), faixas de
concentragdo: 0.76 M-0.52 M

2. Acetato de sodio (AcNa) como sal precipitante em tampéo de Tris/HCI pH 8.1
200mM, faixas de concentragio: 0.8 M-1.36 M

3. Citrato de sodio como sal precipitante ¢ tampdo, faixas de concentrago:
35%-50 % (porcentagem da solugio saturada)

A montagem das placas consiste das seguintes etapas:

1. Montagem das gotas: 5 ul um dos complexos + 5 pul da solugdo tampao.

2. Montagem dos. pogos: 1 ml da composi¢io de um dos agentes
precipitantes+tampio e agua.

5.1.3.4 - Cristais obtidos

Todos os cristais obtidos para os complexos tinham uma morfologia
aproximadamente cubica, bastante diferente da morfologia dos cristais nativos,
com os seguintes tamanhos maximos aproximados e respectiva concentragdo de
precipitante:

a) Fosfato: - ativador: 0.5x0.4x0.4 mm (0.72 M)
- mibidor: 0.2x0.2x0.1 mm (0.64 M)
- ativador+inibidor: 0.1x0.1x0.1 mm (0.56 M)

b) Acetato de sodio: - ativador: microcristais menores que 0.1 mm (em toda
faixa).

- mibidor: 0.15x0.15x0.1mm (0.8 M)

- ativador-+inibidor: 0.1x0.1x0.1 mm (0.8 M)

¢) Citrato de sddio: - ativador: 0.3x0.2x0.2 mm (0.5 sat)
- intbidor: 0.2x0.2x0.1 mm (0.4 sat)
- ativador+inibidor: 0.1x0.1x0.1 mm (em toda faixa)

Nas figuras 5.3, 5.4, 5.5 sdo mostradas fotos dos cristais obtidos de
ativador em fosfato, inibidor em fosfato e inibidor em acetato com as
concentragdes descritas acima.
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Figura 5.3-Cristais de enzima+ativador alostérico crescidos em K,H/NaH,PO4 0.72 M, pH 8.2.

Figura 5.4 - Cristais de enzima+inibidor crescidos em K,H/NaH, PO, 0.64 M, pH 8.2.
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Figura 5.5 - Cristais de enzima-+inibidor crescidos em acetato de sodio, 0.8 M, pH 8.1.

5.2 - COLETA DE DADOS

A coleta de dados foi feita da mesma maneira utilizada para os derivados
isomorfos (capitulo 2), ou seja, usando uma fonte de raios-X convencional com
anodo rotatorio ¢ detetor de area com placa de imagem RAXIS-IIC da RIGAKU
Co.

Todos as coletas de dados foram feitas utilizando o sistema de resfriamento
do equipamento que mantém durante toda a coleta de dados um fluxo de
nitrogénio sobre o cristal a 4° C.

Devido ao tamanho dos cristais obtidos e interesse experimental, foram
feitas coletas de dados para cristais co-cristalizados com ativador e inibidor
utilizando como precipitante fosfato Na/K e Acetato de Sodio.

Os dados das coletas de dados sdo sumarizados na tabela 5.1.

Da tabela 5.1, ¢ importante notar que para todos os complexos tem-se o
grupo espacial R32 e parametros de rede iguais entre si € com os dados do cristal
nativo, dentro da margem de erro experimental.

Os cristais para ativador em acetato de sédio eram muito pequenos e foi
possivel indexar os pardmetros de rede apenas aproximadamente e fo1 impossivel
processar os seus dados.

Os dados dos complexos foram processados da mesma maneira descrita no
capitulo 2.
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Tabela 5.1 - Resumo da coleta de dados dos complexos co-cristalizados (os dados para
ativador em acetato sodio sdo aproximados)

Ativador Ativador Inibidor Inibidor
(fosfato Na/K)  (acetato de sodio) (fosfato Na/K) (acetato de sodio)
Grupo espacial R32 R32 R32 R32
Parametros de rede
a=b (A) 125.7 125.7 125.8 125.9
C 223.0 2231 223.1 222.5
o=B () 90 90 90 90
y | 120 120 120 120
n’ de moléculas na 2 moléculas - 2 moléculas 4 moléculas
unidade assimétrica
n’ de reflexdes 43420 - 37161 27906
(observadas/independentes) 25833 - 22131 16550
resolugdo/completeza 3.0-91.6 - 3.0-89.1 3.0-86.0
(A.%) 2.5-88.1 2.5-81.1 25-78.5
2.1-648 2.1-60.7 2.1-577
Rineree (%0) 5.14 - 5.94 7.12

5.3 - CONSTRUCAO DOS MODELOS DOS COMPLEXOS

Para a construgdo do modelo tem-se que fazer um mapa Fourier diferenga
utilizando como coeficientes: fatores de estrutura observados dos complexos -
fatores de estrutura calculados do nativo. Para tanto utilizou-se o programa FFT
do pacote de programas CCP4 (veja itens 3.1 e 3.3).

A partir do mapa Fourier diferenga do complexo com ativador (em
precipitante fosfato) foi possivel localizar a densidade eletronica relativa a
molécula de ativador alostérico, localizado na interface dos mondmeros, com o
fosfato desta molécula exatamente no local onde havia um ion fosfato na
molécula nativa. Identificaremos a partir de agora este complexo por enzima
ativador-P1.

Da mesma maneira, a partir do mapa Fourier diferenga para o complexo
com 1mibidor em Na/K fosfato, havia densidade eletronica relativa a molécula de
inibidor, com o fosfato desta no local onde havia o outro ion fosfato (ndo o sitio
da interface) na molécula nativa. Este complexo sera identificado como: enzima
mibidor-Pi.

Quanto ao complexo com inibidor em acetato de sodio havia mibidores em
ambos os sitios de ions fosfato na molécula nativa, porém com conformagdes
diferentes entre si. Este complexo sera identificado como: enzima 2-inibidor.
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Figura 5.6 - Mapa diferen¢a (36) mostrando o ativador (complexo de proteina e ativador em
precipitante fosfato Na/K), localizado entre dois mondmeros.

Figura 5.7 - Mapa diferenga (36) mostrando o inibidor (complexo de proteina e inibidor em
precipitante fosfato Na/K), localizado no interior de um monomero.
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Figura 5 8 - Mapa diferenga (2.50) mostrando o inibidor (complexo de proteina e inibidor em
precipitante acetato de sodio), localizado entre dois monomeros.

Foi possivel visualizar com muita clareza as moléculas dos complexos com
ativador-Pi e inibidor-Pi com mapas de 3o, e do complexo com 2-inibidor com
mapas de 2.5¢ (onde ¢ € rms, valor médio quadratico).

As figuras 5.6, 5.7 e 5.8 mostram os mapas densidade eletronica (mapas
Fourier diferenga) relativos ao ativador no sitio de ligagdo entre os mondmeros,
inibidor no outro sitio de ligagdo e inibidor no sitio entre os mondomeros
(complexo com precipitante acetato de sodio), com os modelos relativos a estes
construidos tomando como base estes mapas (veja a seguir).

Com base nestes mapas Fourier diferenga, a proxima etapa € a construgao
de modelos representando estes.

A construgdo dos modelos do ativador e inibidor (diferentes para os dois
sitios) se deu da seguinte maneira:

1. Construcdo de um modelo inicial utilizando o programa INSIGHT II (/nsight

11, 1993)

Modelagem a partir do modelo inicial, levando em conta a densidade

eletronica utilizando o programa TOM (Cambillan, C.C. e Horjales, E., 1987)

3. Refinamento das posi¢cdes do modelo (proteina e ativador ou inibidor), item
54.

Do mapa densidade eletronica do ativador foi possivel ver claramente que
este esta na conformac¢do do enantiomero o (0 enantiomero o significa que a

o
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hidroxila do carbono 1 estd em posi¢do cis em relagdo ao grupo NAcetil do
carbono 2 - figura 5.12).

5.4 - REFINAMENTO DOS COMPLEXOS E LOCALIZACAO DE
MOLECULAS DE AGUA

Para o refinamento dos complexos, utilizou-se o programa X-PLOR (veja
capitulo 4).

Foram usadas inicialmente as fases calculadas do modelo da proteina
nativa, excluindo, conforme o caso (complexos enzima ativador-Pi, inibidor-P1 ou
2-inibidor) um ou dois ions fosfato do modelo da proteina nativa.

Como os pardmetros de geragfio da estrutura molecular destes complexos
(item 4.3.1) ndo estdo disponiveis nos arquivos do programa, estes devem ser
adaptados utilizando arquivos j4 existentes no programa X-PLOR para
complexos parecidos com o ativador e inibidor, fazendo-se varias modificagdes
condizentes com a estrutura e carga destes (utilizou-se os seguintes arquivos de
parametros existentes no X-PLOR: param3 mod.cho e generateco.mp; ¢ para
arquivos de topologia: toph3.cho e generateco.inp). No apéndice A sdo listados
os arquivos de topologia e pardmetros adaptados para os refinamentos dos
complexos.

O procedimento para o refinamento dos complexos foi o seguinte:

1. Geragdo da informagdo molecular usando os arquivos criados acima (rotina
topology).

2. Refinamento das posicdes com minimizagio de energia (positional

refinement).

Refinamento dos fatores de temperatura em grupo.

Refinamento dos fatores de temperatura individuais.

Geragdo e analise do mapa densidade eletronica.

Repeti¢do de 1 a 5 (faz-se 1 somente se forem incluidos novos atomos).

Inclusdo de moléculas de agua, utilizando um mapa Fourier diferenga (item

4.3.6).

8. Novo processode 5a 7.

Foram refinados além dos dois mondmeros, dois ions fosfato, duas
moléculas de ativador e 189 moléculas de agua para o complexo enzima ativador-
Pi; para o complexo enzima inibidor-Pi, dois ions fosfato, duas moléculas de
intbidor ¢ 216 moléculas de agua; para o complexo enzima 2-inibidor, quatro
moléculas de inibidor e 174 moléculas de agua.

Analisando os quatro modelos obtidos apds o refinamento (nativa,
attvador-Pi, inibidor-Pi, 2-inibidor), observou-se somente pequenas mudangas
proximas aos sitios alostéricos e cataliticos.

Devido a grande semelhanga entre os modelos apds o refinamento, estes
foram superpostos na estagdo grafica; em seguida, verificou-se cada molécula de

NS wn AW



91

agua dos modelos, onde haviam moléculas de agua muito proximas referentes a
trés dos modelos, foi colocada a molécula correspondente no quarto modelo, com
exce¢do das aguas proximas aos sitios alostéricos e cataliticos. Apos este
processo, os modelos foram refinados novamente.

As moléculas de agua que apresentavam fatores de temperatura (B’s)
superiores a 60 A? foram retiradas e feito novo refinamento dos modelos. No
final os valores de B’s médio para os complexos ativador-Pi, inibidor-Pi e 2-
inibidor foram 35.81, 34.59, 34.12 A.

A tabela 5.2 sumariza dados obtidos durante o refinamento dos complexos,

refinados 4 2.1 A de resolugdo.

Tabela 5.2 - Dados estatisticos para os complexos

Ativador-Pi Inibidor-Pi 2-Inibidor
(Fosfato Na/K) (Fosfato Na/K) (Acetato de sodio)
R (%) 16.1 16.5 17.0
Riree(%0) 212 22.5 22.7
rms-distancias(A) 0.005 0.005 0.005
rms-angulos(°) 1.21 1.21 1.20
rms-ang. diédricos(®) 23.81 23.75 23.51

Na tabela 5.3 ¢ mostrada a evolugdo dos fatores R dos complexos durante

o refinamento.

Foi utilizado como peso nos refinamentos finais dos

complexos o valor de W, = 400.000, que ¢ aproximadamente 50-60 % do valor

obtido na rotina check.

Tabela 5.3 - Indices de discordancia (R) em algumas etapas do refinamento dos complexos

Etapa do Refinamento (final de cada rotina)

R(%) Ativador-Pi

R(%) Inibidor-Pi

R(%) 2-Inibidor

Valor inicial

Refinamento das posig¢des (sem agua)
Refinamento dos B’s (sem agua)
Refinamento das posigdes (com agua)
Refinamento dos B’s (com agua)
Refinamento das posi¢des

(com agua, apoOs superposicao)
Refinamento dos B’s

(com agua, apOs superposi¢io)

24.0
21.7
213
19.1
18.6
16.5

16.1

241
21.9
21.5
193
18.8
16.8

16.5

25.2
23.8
224
20.0
19.4
17.3

17.0

Nas fases iniciais do refinamento foi usado o peso W,=200.000 e nas altimas etapas (apos

superposi¢do dos modelos) W4 = 400.000.

Os valores de fatores B’s médio para os atomos C, e para os 4tomos das
cadeias laterais sdo: 22.56, 26.21; 20.44, 23.57; 20.56, 23.88 A” para ativador-Pi,

inibidor-Pi e 2-inibidor.
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fe.

Nas figuras 5.9, 5.10 e 5.11 sdo mostrados os graficos representativos dos
fatores de vibragdo térmica dos atomos de C, dos aminoacidos dos dois

monomeros.
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Figura 5.9 - Grafico mostrando os fatores de temperatura (A%) versus carbono a de cada
aminoacido do complexo enzima ativador-Pi (monémero 1: 1-266, mondmero 2: 267-532).

] ]
100 |- Monomero 1 Mondmero 2

&) -
[a+3
= -
g
5 ©OF
S
&
=
o Of
S
o X
2
&
i 20

O -

1 1 1 1 |
0 100 200 300 400 500
Cadeia o

Figura 5.10 - Grafico mostrando os fatores de temperatura (A?) versus carbono « de cada
aminoacido do complexo enzima inibidor-Pi (mondmero 1: 1-266, mondmero 2; 267-532).
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Figura 5.11 - Grafico mostrando os fatores de temperatura (A”) versus carbono o de cada
aminoacido do complexo enzima 2-inibidor (monémero 1: 1-266, monémero 2: 267-532).

Estes graficos s3o bastante similares entre si € com o grafico 4.8 da enzima
nativa, apresentando valores de B’s muito altos para os atomos do C-terminal de
ambos 0s monomeros.

As figuras 5.12, 5.13 e 5.14 mostram os modelos refinados com suas
respectivas densidades eletronicas para as molécula de ativador-Pi no sitio de
ligagao entre os mondmeros (sitio alostérico, veja capitulo 6) , inibidor-Pi no sitio
no interior do mondmero (sitio catalitico, veja capitulo 6) e 2-inibidor no sitio
entre 0s mondmeros.

A figura 5.15 representa um modelo do mondémero da GIcN6P desaminase
com as moléculas do ativador e do inibidor nos sitios alostérico e catalitico
respectivamente.
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Figura 5.12 - Modelo do ativador no sitio alostérico (complexo de proteina e ativador em
precipitante fosfato Na/K), apos o refinamento utilizando o programa X-PLOR.

Figura 5.13 - Modelo do inibidor no sitio catalitico (complexo de proteina e inibidor em
precipitante fosfato Na/K), apos o refinamento utilizando o programa X-PLOR.



- Modelo do inibidor no sitio alostérico (complexo de proteina e inibidor em

precipitante acetato de sodio), apos o refinamento utilizando o programa X-PLOR.

Figura 5.14

Figura 5.15 - Modelo da GIcN6P desaminase com as moléculas do ativador e do inibidor nos

sitios alostérico e catalitico.
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CAPITULO 6

RESULTADOS E DISCUSSAO

A estrutura do complexo enzima com ions fosfato (ou enzima-2Pi) sera
chamada de estrutura nativa neste capitulo. No capitulo 7 sera visto que a
estrutura resolvida é possivelmente uma das conformagdes encontradasin vivo.

6.1 -ANALISE DA QUALIDADE DA ESTRUTURA NATIVA

Para analisar se uma estrutura cristalografica foi corretamente resolvida,
pode-se notar, entre outros dados, os seguintes: qualidade dos mapas densidade
eletrébnica por inspe¢do, estereoquimica da estrutura, se a localizagdo dos
residuos estdo coerentes (hidrofobicos no interior e hidrofilicos na parte externa),
ambiente de cargas dos residuos, bem como, analisar se a estrutura faz sentido
com sua fungdo e comparar os dados obtidos com os de outras técnicas. Serdo
feitos alguns destes testes a seguir.

Alguns dados estatisticos relativos ao refinamento sdo: R=17.4%,
Ree=22.4% (para 10% dos dados), para dados a 2.1 A de resolugdo, incluindo o
dimero (2 x 266 residuos), quatro ions fosfato e 348 moléculas de agua. Os
desvios do rms (root mean square, raiz quadratica média) para valores
geométricos ideais sdo: para distancia das ligagdes de 0.015 A, para angulos 2.1°
e para angulos torcionais 1.0°.

O programa Procheck (Moris, A.L. et al., 1992) analisa a estereoquimica
da estrutura comparando com valores de outras estruturas resolvidas a alta
resolugdo (no minimo 2 A) e de boa qualidade (com fator R menor que 20%)
gerando varios graficos. O grafico mais interessante para se analisar € o diagrama
de Ramachandran que analisa se os angulos diédricos phi e psi estdo em regides
usualmente favordveis para proteinas. A figura 6.1 mostra o diagrama de
Ramachandran para a estrutura nativa. Neste grafico pode-se ver que ndo ha
nenhum aminoacido em regides desfavoraveis e somente um residuo em uma
regido ‘generosamente’ permitida (estas regides estdo indicadas no mapa por ~a,
~b, ~1, ~p), o residuo Ala 145. Os tridngulos representam residuos de glicinas.
Outros graficos gerados pelo programa estdo no apéndice B (estes graficos levam
em conta que a estrutura foi resolvida com resolugdo de 2.1 A).
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90 -4

Figura 6.1 - Grafico de Ramachandran do modelo da glucosamina 6-fosfato desaminase feito
pelo programa Procheck (Moris, A L. et al, 1992). O grafico mostra que ndo ha nenhum
residuo em regides ndo permitidas € somente um residuo em uma regifo ‘generosamente’

permitida, o residuo Ala 145. Os tridngulos representam residuos de glicinas.

O programa Quality (Vriend, G. e Sander, C., 1993) do What if (Vriend,
G., 1990) analisa a vizinhanga dos residuos da estrutura (principalmente em
termos das cargas desta vizinhanga e residuos mais favoraveis) e compara com
estruturas ja resolvidas atribuindo notas a estes; as notas variam entre -10 a 10.
Em um ambiente perfeitamente adequado, os residuos terdo notas proximas de 0,
e sdo consideradas notas aceitaveis, valores abaixo de [6] ou |7|.

Para a estrutura de GIcN6P desaminase foi feito este teste para o dimero,
que serviu inclusive para algumas corre¢des na estrutura, resultando num modelo
bastante razoavel com apenas 15 residuos com nota acima de |5| e 6 residuos com
nota acima de |6], sendo dois destes C-terminais dos monomeros. Obteve-se um
valor médio de -0.52, proximo ao valor médio de proteinas escolhidas do Protein
Data Bank (PDB) para formar um banco de dados.

A figura 6.2 mostra um grafico das notas atribuidas a cada aminoacido pelo
programa Quality.

Varios dados experimentais de outras técnicas (veja itens 1.1 e 1.2) ¢
cristalograficos estdo em concordancia, tais como:

1. Estrutura primaria obtida por seqiienciamento ¢ a densidade eletronica obtida
estao coerentes.

2. Estrutura quaternaria hexamérica de subunidades idénticas.

. Estrutura organizada como um trimero de dimeros.

4. Estrutura da enzima tipo o/p.

|98
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5. Presenga de sitios alostéricos e cataliticos, que podem ligar o ativador
alostérico GIcNAC6P e o inibidor GlcN-0l-6P.

6. Um sitio alostérico por monémero ou seis por hexamero.

Um sitio catalitico por mondmero ou seis por hexdmero.

8. A Cys 219 forma ponte dissulfeto.

~

Monémero 1 (1-266) Monémero 2 (267-532)

Qualidade
N

-

—_ 1 " [ " 1 i |

0 100 20 300 400 500

Residuo

Figura 6.2 - Resultado da analise de qualidade dos residuos da GlcN6P desaminase feita pelo
programa Quality (Vriend, G. e Sander, C., 1993) do What if (Vriend, G., 1990).

6.2 - DESCRICAO DA ESTRUTURA DO MONOMERO E DIMERO

O enovelamento do monémero (figura 6.3) € do tipo a/B, isto €, apresenta
estruturas secundarias o ¢ B (consistente com dados experimentais obtidos por
Altamirano et al., 1991). A estrutura tem uma folha B pregueada paralela formada
por sete fitas com a seguinte topologia: 4x, 1x, 1x, -3x, -1x, -1x situada no centro
da estrutura envolvida em ambos os lados por 8 hélices-o ¢ uma hélice 3, de
duas voltas.

A topologia do monémero é mostrada na figura 6.4, onde as hélices sdo
numeradas de 1 a 8 e as fitas da folha 3 paralela de A a G, sendo que a fita C tem
um prolongamento no seu C-terminal, o qual faz parte de uma segunda folha B
antiparalela de trés fitas, chamadas de A’, B’ ¢ C’, com topologia 2, -1.

A hélice-a 5, situada entre as fitas B’ ¢ C’, é muito flexivel e tem poucos
contatos com o resto da estrutura. A hélice-o 4 tem contatos com as duas folhas-
B, € bastante livre e hidrofilica, tendo os aminoacidos Cys 118 e Tyr121 como os
unicos contatos com o restante da estrutura.
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Figura 6.3 - Enovelamento do monémero da GlcN6P desaminase, mostrando as estruturas
secundarias

Figura 6.4 - Esquema mostrando a topologia da GIcN6P desaminase. As hélices-a sao
numeradas de 1 a 8, as fitas da folha [ paralela de A a G e a fitas da folha [ antiparalela de A’
aC’.
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Figura 6.5 - Dimero da GIcN6P desaminase presente na unidade assimétrica.

Figura 6.6 - Destaque da interface de ligagdo entre os dimeros da GIcN6P desaminase (as
pontes salinas sdo feitas entre os residuos Glu 246 e Lys 250 de ambos os mondmeros).
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Os dois ions fosfatos do monémero fazem as seguintes ligagdes: o fosfato
situado na interface dos mondmeros é ligado por pontes salinas aos residuos Arg
158 ¢ Lys 160 e ao grupo N-terminal do mondmero vizinho; o outro ion fosfato é
ligado por pontes salinas aos residuos Lys 208 e Arg 172 e também faz liga¢oes
por pontes de hidrogénio com o loop formado pelos residuos 40 a 44.

Na figura 6.5 é mostrada a estrutura do dimero presente na unidade
assimétrica. Entre os dois mondmeros estd o eixo de ordem 2 ndo cristalografico.
Os contatos entre mondmeros sdo feitos pelos residuos 244 a 250 por seis
ligagdes de hidrogénio intermondmeros. Porém, os principais contatos
intermonoméricos sdo feitos pelas duas pontes salinas entre os residuos Glu 246 ¢
Lys 250 de cada um dos mondmeros. A figura 6.6 mostra a interface entre dois
monodmeros com as pontes salinas referentes aos residuos Glu 246 e Lys 250 em
destaque.

6.3 - DESCRICAO DA ESTRUTURA DO HEXAMERO

O empacotamento cristalino apresenta as cadeias monoméricas agrupadas
em hexameros (figura 6.7). As interagdes interhexdmeros sdo muito mais fracas
do que as entre mondmeros, formadores de hexameros.

A observagdo do agrupamento hexamérico da enzima € consistente com
evidéncias experimentais obtidas por Calcagno et al., 1984.

O hexamero tem um eixo de ordem 3 cristalografico (figura 6.7) ¢ trés
erxos de ordem 2 ndo cristalograficos e perpendiculares entre si (figura 6.4),
tendo a estrutura, desta maneira, uma simetria interna 32. Os dois trimeros s3o
empacotados frente a frente com uma rotagio relativa de 15° em torno do eixo de
ordem 3.

O hexamero tem uma cavidade central comunicada com o solvente
externo. Desta maneira, os unicos contatos intermonoméricos estdo entre o €ixo
de ordem 3 e entre cada um dos trés eixos de ordem 2.

Proximo ao eixo de ordem 3, as trés Cys 219 (de cada um dos mondmeros)
estdo em posi¢do apropriada para formar uma ponte dissulfeto com cada uma das
correspondentes cisteinas dos outros mondmeros. Observando-se a densidade
eletrénica mostrada na figura 6.8, ha uma grande evidéncia que haja uma ponte
dissulfeto e um grupo SH livre, em uma distribui¢do aleatoria ao longo das
moléculas do cristal, preservando a simetria cristalografica de ordem 3 (figuras
6.9 ¢ 6.10).

A existéncia desta estrutura trigonal envolvendo as trés Cys 219 ¢é
consistente com dados experimentais prévios, nos quais foram feitos estudos
quimicos dos grupos sulfidril em GIcN6P desaminase € mostraram que na
titulagdo de ti6is na presenga de desnaturantes somente € detectada as cisteinas
118, 228 e 239 (Altamirano et al., 1989 ¢ 1992). Ou seja, o grupo sulfidril da Cys
219 comporta-se como se estivesse oxidado.
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Figura 6.7 - Hexamero da GIcN6P desaminase. A direita é mostrada a vista de cima e a
esquerda a vista lateral.

Figura 6.8 - Densidade eletronica mostrando o residuo Cys 219 de cada um dos monomeros
do trimero formando uma possivel ponte dissulfeto e SH livre em uma distribui¢do aleatoria ao

longo das moléculas do cristal.
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Figura 6.9 - Representac@o do trimero da GIcN6P desaminase, mostrando a ponte dissulfeto
entre estes e os ions fosfato (dois por mondmero).

Figura 6.10 - Destaque para a interse¢do entre os monomeros formadores do trimero da
GIcN6P desaminase, mostrando a ponte dissulfeto entre as trés Cys 219 e os ions fosfato na
interface entre monomeros.
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Todavia, segundo Altamirano et al. (1992), o arranjo particular das Cys
219 ndo tem importincia fundamental para a estabilidade do hexdmero ou para
sua funcao (veja capitulo 1).

Outros contatos intermondmeros proximos ao eixo de ordem 3, incluem
interagGes entre residuos do loop 216-223 o qual contém a Cys 219 e os residuos
230-232 da hélice 3. Estas interagdes envolvem ligagdes de hidrogénio e
contatos de van der Waals, os quais estabilizam ambas as metades do hexamero
(os trimeros).

6.4 - DESCRICAO DA ESTRUTURA DOS COMPLEXOS CO-
CRISTALIZADOS. OS SITIOS CATALITICOS E ALOSTERICOS

Os refinamentos das estruturas dos complexos co-cristalizados mostraram
que, dentro da margem de erro experimental, as suas cadeias polipeptidicas tém a
mesma estrutura da proteina nativa, discutida nos itens 6.2 ¢ 6.3. Sendo assim,
deve-se analisar apenas como se deram as ligagdes dos complexos de ativador
alostérico e inibidor a enzima. No apéndice C sdo dados os graficos de analise de
qualidade estereoquimica feitos pelo programa PROCHECK ( Moris, A.L. er al.,
1992) para os complexos. Estes graficos sdo bastantes similares com os do
modelo nativo.

6.4.1- Complexo enzima ativador-Pi : o sitio alostérico

O ativador alostérico se ligou na interface dos mondmeros, com o fosfato
situado na mesma posi¢do do ion inorginico fosfato presente na estrutura da
proteina nativa, enquanto que o outro sitio de ligagdo de fosfato da proteina
nativa continuava da mesma maneira, isto é, somente com o ion fosfato.

Os principais contatos do ativador alostérico com a enzima sdo feitos pelos
atomos de oxigénio do grupo fosfato (-OPO;H,), entre os quais com os residuos
151 e 152 e o segmento de 158 & 160. Ha também, contatos do ativador com o
monomero vizinho, que incluem uma ponte salina entre o atomo O5 do ativador
com Leu 258 e do N-terminal com o grupo fosfato. O ativador faz também, varias
pontes de hidrogénio com moléculas de agua. A tabela 6.1 mostra os principais
contatos feitos pelo ativador.

A figura 6.11 mostra uma representagio do ativador alostérico entre os
monomeros da enzima com os aminoacidos mais importantes para sua ligagdo.

Por evidéncias bioquimicas, mostrou-se que GIcNAc6P (ativador
alostérico) ¢ um ligante exclusivo da enzima no estado R (veja capitulo 1), assim
pode se inferir que o sitio de ligagdo de GIcNAC6P com esta seja o sitio
alostérico (veja discussdo no item 7.1).



Tabela 6.1 - Principais contatos entre o ativador alostérico e a enzima

Atomo Residuo Distancia(A)
OP1 N(1) Cad. principal 2.6
N(152) Cad. principal 35
OH2(120) Agua 3.8
OH2(114) Agua 2.6
OH2(5) Agua 33
OP2 N(152) Cad. principal 35
0OG(151) Ser 3.8
NZ(160) Lys 29
NH2(158) Arg 34
OP3 NE(158) Arg 2.7
OH2(5) Agua 2.7
06 N(1) Cad. principal 29
05 CD2(258) Leu 3.9
OH2(11) Agua 2.9
O3 0O(159) Cad. principal 33
01 CG1(159) Cad. principal 3.6

Neterminal

Figura 6.11 - Representag@o do ativador alostérico e seu ambiente de liga¢do, destacando os
aminoacidos mais importantes na sua ligag@o.
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6.4.2- Complexo enzima inibidor-Pi (cristais co-cristalizados com
precipitante fosfato): o sitio catalitico

O inibidor utilizado para a co-cristalizagdo, o 2-desoxi-2amino-glucitol-6-
fosfato (GlcN-0l-6P), tem uma constante de imbi¢do que ¢ trés ordens de
magnitude mais baixa do que a constante de ligagdo para os substratos GIcN6P
ou Fru6P, ou seja, a enzima tem uma afinidade muito maior pelo inibidor do que
pelo substrato. Desta maneira, esta alta afinidade da enzima por GlcN-ol-6P,
pode ser considerada como uma evidéncia para sua similaridade estrutural com
estado intermediario de transi¢do ocorrido na reagdo de catdlise, podendo assim
auxiliar na elucidagdo deste mecanismo.

A estrutura mostra o inibidor ligado no interior dos mondmeros, com o seu
ion fosfato situado na mesma posi¢do do ion fosfato presente na estrutura nativa,
enquanto no outro sitio de ligagdo de fosfato (o que esta na interface), havia
somente a presenca do ion fosfato inorgénico, ou seja, houve ligagdo do inibidor
em apenas um dos sitios (no interior do monémero). Este é possivelmente o sitio
catalitico da enzima (veja discussdo no item 7.1), permitindo-se assim, inferir
univocamente que o sitio com a presenga do inibidor € o sitio catalitico ou ativo.

Tabela 6.2 - Principais contatos entre o inibidor e a enzima

Atomo Residuo Distancia(A)
OP1 NH2(172) Arg 3.0
N(43) Cad. principal 29
OP2 NZ(208) Lys 2.9
0G1(44) Thr 32
OP3 0G1(44) Thr 2.7
N(44) Cad. principal 3.2
C6 NZ(208) Lys 3.3
0O(138) Cad. principal 32
05 NE2(143) His 2.8
CE1(143) His 3.6
04 0O(41) Cad. principal 3.7
CA(137) Cad. principal 3.5
03 0(137) Cad. principal 3.5
N2 0(@41) Cad. principal 3.6
OH(85) Tyr 3.8
Cl 0@41) Cad. principal 3.0
N(41) Cad. pnincipal 33
CB(40) Cad. principal 34
0Ol 0G1(41) Thr 33
N(41) Cad. principal 2.7
0DI(72) Asp 72 3.5
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O imbidor situa-se entre dois loops dos C-terminal das fitas B e E da
folha-f paralela. Os principais contatos do inibidor sdo dados na tabela 6.2, os
quais incluem varios contatos com os atomos de oxigénio do fosfato. O /oop
composto dos residuos 41 a 44, situado entre as fitas B e a hélice-a 2, forma
ligagdes de hidrogénio com o fosfato do imibidor. Outras interagdes do inibidor
com a enzima envolvem os residuos Arg 172, Lys 208 ¢ Thr 44.

Outro contato possivelmente importante € o do O5 do inibidor com o NE2
da His 143, pois este aminoacido faz contato com os Asp 141 e Glu 148 em um
arranjo similar a um relé de prétons comum em muitas proteinas (Fink, A.L.,
1987) . :

A figura 6.12 mostra uma representagdo do inibidor e seu ambiente de

ligagdo com a enzima, bem como os aminoicidos mais importantes para a sua
ligagdo.

Figura 6.12 - Representagdo do inibidor e seu ambiente de ligag@o



108

6.4.3- Complexo enzima 2-inibidor (cristais co-cristalizados com precipitante
acetato de sodio)

A estrutura da enzima co-cristalizada com inibidor em precipitante acetato
de sédio (ou seja, na auséncia de ions fosfato na solugdo) apresenta ambos os
sitios onde haviam ions fosfatos na estrutura nativa ocupados pelo inibidor (sitios
alostéricos e cataliticos), porém com conformagdes diferentes nestes sitios.

No sitio catalitico a conformagao ¢ a mesma do complexo descrito no item
anterior (item 6.4.2), porém no sitio alostérico (na interface dos monémeros) esta
conformagdo torna-se de alguma maneira mais parecida com a do ativador
alostérico, apesar da cadeia do inibidor ser aberta e a do ativador alostérico ser
fechada. Assim, os contatos do inibidor no sitio alostérico € a enzima sio
essencialmente os mesmos descritos na tabela 6.1.

Como a estrutura da enzima mantém uma conformac¢do praticamente
idéntica em todas as estruturas descritas neste trabalho, as quais seus cristais
foram crescidos em precipitante fosfato Na/K ou acetato de sodio, pode-se
concluir que a configuragio obtida em todas estas estruturas ¢ independente das
condi¢des de cristalizagio.



CAPITULO 7
CONCLUSOES

A resolugdo de uma nova estrutura protéica a nivel atdmico, que ndo tem
homologia significante com outra proteina e nfo tem caracteristicas funcionais
bem determinadas, ¢ apenas o passo inicial para uma série de conclusdes que
podem ser obtidas. Para tanto, pode-se simplesmente fazer um cuidadosa analise
da estrutura, ou fazer novos experimentos utilizando cristalografia, aliada ou ndo
a outras técnicas experimentais, bem como pode-se usar modelagem molecular a
partir das estruturas conhecidas.

No caso da GIcN6P desaminase, os mais eminentes interesses sdo 0s
estudos dos mecanismos de alostericidade e catalitico, para os quais a resolugdo
das estruturas nativa ¢ dos complexos descritos neste trabalho sdo de grande
importancia. Algumas conclusdes obtidas por nos a partir da anlise das
estruturas sdo dadas abaixo.

7.1 - EVIDENCIAS QUE A ESTRUTURA NATIVA (ENZIMA 2-Pi) E
DOS COMPLEXOS ESTEJAM NO ESTADO CONFORMACIONAL R:
OS SITIOS ALOSTERICO E CATALITICO

Como descrito no capitulo 1, os experimentos de cinética de reagdo
evidenciam que a GIcNAc6P é uma ativador de ligagdo exclusiva a GIcN6P
desaminase, sendo responsavel pelo mecanismo de alostericidade conformacional
desta, de maneira que, quando se da a ligagdo de GIcNAc6P a enzima, esta
adquire uma conformacéo alostérica R (Midelfort € Rose, 1977; Calcagno ef al.,
1984).

Assim, ao se obter um mapa Fourier diferenga com uma densidade
eletrénica na qual pode-se construir com relativa facilidade uma molécula de
GlcNACc6P, é bem razoavel supor que a estrutura apresentada nesta tese para os
cristais crescidos a partir de proteina e ativador (enzima ativador-P;), esteja na
conformacdo alostérica R e além disso, o local de ligagdo da GIcNAc6P a enzima
seja o sitio alostérico.

Quanto ao mibidor GlcN-0l-6P, demonstrou-se por meio de experimentos
de cinética de rea¢do (item 1.2) que este comporta-se como um ligante
homotrdpico a enzima, causando mudanga conformacional desta para o estado R,
mesmo a baixas concentragdes (note que a concentragdio do GIlcN-0l-6P na
solugdo para cristalizagdo era muito baixa, 0.45 mM, dez vezes menor que a
utilizada para o ativador). Similarmente ao modelo enzima ativador-P;, pode-se
concluir que a estrutura apresentada para os cristais de enzima € GIcN-0l-6P esta
na conformacdo alostérica R.
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Deve-se notar ainda que, apesar da baixa concentragdo de inibidor frente
aos ions fosfato no complexo co-cristalizado com tampdo fosfato Na/K, houve
ligagio em apenas um dos sitios (ficando o outro ocupado pelo ion fosfato) do
mondmero, demostrando assim a grande afinidade deste por tal sitio. Por estas
evidéncias, pode-se supor que este sitio (o sitio ocupado pelo inibidor nos cristais
co-cristalizados com tampdo fosfato Na/K) é o sitio catalitico da enzima GIcN6P
desaminase.

Como os cristais co-cristalizados com ativador e inibidor (crescidos em
fosfato Na/K ou acetato de sodio) tinham os mesmos parimetros de rede da
proteina nativa ¢ como os modelos construidos a partir destes sdo idénticos
dentro da margem de erro experimental (exceto na vizinhanga dos sitios
cataliticos e alostéricos, onde ha pouquissimas diferengas) pode-se inferir que o
modelo para a proteina nativa (enzima 2-Pi) também estd na conformagdo
alostérica R ou em uma conformag¢do bem proxima desta.

Foi concluida recentemente pelo Dr. Eduardo Horjales a estrutura da
GlcN6P desaminase de cristais crescidos em agente precipitante acetato de sodio,
0s quais pertencem ao grupo espacial P6;22.

Esta estrutura ndo apresenta qualquer ion ou ligante nos sitios alostérico ¢
catalitico. Desta maneira, pode-se inferir que a estrutura estd provavelmente no
estado conformacional T (veja capitulo 1, p. 6). Tal modelo, apresenta grandes
mudancas conformacionais em relagdio aos obtidos nesta tese: enzima-2Pi,
enzima ativador-Pi, enzima inibidor-Pi e enzima 2-imbidor, principalmente na
regido do sitio alostérico.

7.2 - PROPOSICAO DE UM MECANISMO CATALITICO

Um possivel mecanismo para a GlcN6P desaminase ¢ proposto a partir do
mecanismo geral para isomeriza¢do aldose-cetona (Fersht, 1985, p.227), dos

dados cinéticos apresentados por Midelfort ¢ Rose (1977) e das estruturas
descritas nesta tese.

Trés fatos contribuem para a proposi¢do do modelo:

¢ O imbidor competitivo 2-desoxi-2amino-glucitol-6-fosfato (GIcN-0l-6P), ¢
analogo a forma aberta do substrato GIcN6P (a diferenga esta na presenga de
uma hidroxila do carbono C1 no inibidor, em vez de um aldeido em C1 no
substrato).

e Como citado no item 6.4.2, GlcN-0l-6P tem uma constante de inibi¢do que ¢é
trés ordens de magnitude mais baixa do que a constante de liga¢do para os
substratos GIcN6P (forma fechada) ou Fru6P, ou seja, a enzima tem uma
afinidade muito maior pelo inibidor do que pelo substrato.

As duas observagdes acima indicam que o sitio ativo tem uma alta
afinidade pela forma aberta da GlcN6P.
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e Segundo Midelfort ¢ Rose (1977), o substrato GICN6P se liga a enzima
GlcN6P desaminase na forma piranose ciclica, no enantidmeroa.

Assim, pode-se inferir que a seqiiéncia de eventos que ocorrem no
mecanismo de catalise incluem a abertura do anel piranose da a-D-GIcN6P ¢
posteriormente a reagdo de desaminagio e isomerisagdo que ocorrem apos a
abertura do anel piranose do substrato.

A partir da estrutura do GlcN-0l-6P foi feito um modelo da estrutura do
substrato na sua conformagdo fechado no sitio ativo (figura 7.2). O modelo
mostra o contato do atomo O5 do substrato do anel piranose com o Ne2 da His
143 (residuo carregado positivamente) (Figura 7.2). Este residuo pode ser
importante na abertura do anel do substrato que € o primeiro passo na reagdo
catalitica (figura 7.1). O modelo mostra ainda, o contato do grupo amina da
GIcN6P com o residuo Asp 72; este arranjo pode estabilizar a carga negativa
entre 0 Asp 72 e o grupo amino do substrato. Com base nas informagdes dadas
acima, € proposto o seguinte mecanismo catalitico (veja figura 7.1, passos de I a
IX):

1. O anel piranose € aberto a partir do atomo O35 do substrato (I), com a doagdo
de um proton da His 143 para o atomo O5. Concomitantemente, ¢ formado um
aldeido a partir do C1 (II).

2. O substrato se liga com seu grupo amino protonado (II) pelo contato com Asp
72.

3. O GIcN6P ¢ enolisado pela captura de um atomo de hidrogénio do atomo C2
como um proton, pela Asp 72 (I1I).

4. E formado um intermediario cis-enol-aménio pela transferéncia de um préton
de Asp72 para o oxigénio do atomo C1 (IV).

5. A ligagdo n de C1-C2 do cis-enol-amonio € atacada por uma molécula de dgua
vinda da re-face do intermediario, isto ¢, do mesmo lado onde esta o Asp 72.
O novo intermediario formado (V) tem uma estrutura que ¢ similar a do
inibidor competitivo GlcN-0l-6P e provavelmente ¢ muito instavel (a diferenga
esta na presen¢a de uma hidroxila ligada ao atomo C2).

6. O intermediario formado anteriormente perde o proton da hidroxila em C2 que
¢ novamente capturado pelo Asp 72 (VI). Ao mesmo tempo, 0 grupo amonia €
perdido como aménia (NH;)(VII). Evidéncias cinéticas indicam que o ion em
vez da amoénia desprotonada é o verdadeiro substrato da reag¢do reversa da
GlcN6P desaminase (Midelfort e Rose, 1977), nés propomos que a Asp 72 doa
este proton (VIII).

7. A His 143 age como uma base geral catalitica para a formagéo de Fru6P (IX).
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[IX]

Figura 7.1 - Mecanismo catalitico proposto para a Glucosamina 6-fosfato desaminase



Figura 7.2 - Modelo para o substrato GIcN6P na forma de anel piranose no sitio catalitico da
enzima, construido a partir da estrutura do inibidor GlcN-ol-6P

7.3 MODELO DE MONOD-WYMAN-CHANGEUX (MWC) E SISTEMA
TIPO K

A estrutura resolvida esta em concordancia com o modelo MWC (Monod
et al., 1965), pois as suas caracteristicas estruturais estdo de acordo com este,
tais como: € um oligdmero, possui os estados conformacionais T e R, tem todos
os sitios de ligagdo equivalentes (os seis sitios cataliticos do hexdmeros sdo
equivalentes entre si e os seis alostéricos sdo equivalentes entre si).

As caracteristicas estruturais da enzima implicam em um mecanismo de
mudancas alostéricas de um sistema do tipo K (veja capitulo 1, p.6) para a
GIcN6P desaminase, em concordiancia com dados obtidos por experimentos
bioquimicos (cinética de reagdo catalitica, capitulo 1).

As caracteristicas estruturais sio:

1. O posicionamento do sitio alostérico na interface das subunidades significa que
a ligacdo do ativador € equilibrada por mudangas na estrutura quaternaria pois,
uma mudanga na estrutura quaternaria significa que as subunidades se movem
uma contra a outra (em sistemas do tipo K, a ligagdo de moléculas do ativador
altera a afinidade da enzima pelo substrato devido as mudangas
conformacionais provocadas por estas).
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2. A localizagdo dos residuos cataliticos dentro das subunidades, significa que 0
valor intrinseco de k. ndo € afetado por mudangas na estrutura quaternana
(em sistemas tipo K ambos os estados R e T tém o mesmo valor intrinseco de

Keat).

7.4 - COMPARACOES COM OUTRAS ESTRUTURAS

Quando uma nova estrutura proteica é resolvida, ¢ muito importante a
comparagdo desta com outras que tenham caracteristicas semelhantes, sejam em
termos estruturais ou em termos funcionais. Tais comparagdes, situam o novo
modelo dentro do contexto da natureza, onde se sabe que durante a evolugio das
espécies, a maioria das caracteristicas foram conservadas € outras foram
‘aperfei¢oadas’. E 1til também, para confirmar caracteristicas ja conhecidas ou
propor novas. A

A interessante ponte de dissulfeto ¢ SH livre (das Cis 219) presente
proxima ao eixo de ordem trés da GIcN6P desaminase é, pela literatura
pesquisada por nos, Unica até o momento, porém algo similar é encontrado no
virus da febre aftosa (Acharya, et al., 1989), a qual tem proximo ao eixo de
ordem cinco um arranjo semelhante de cisteinas, com cinco neste caso.

A topologia do mondémero da GIcN6P desaminase tem um padrdo de
enovelamento semelhante ao da estrutura ligadora de dinucleotideo, o NAD
binding domain (dominio de ligagdo de NAD), com trés inser¢des (na GIcN6P
desaminase); no N-terminal (aminoacidos 1-35), C-terminal (243-266) € no
segmento 143-188 (Creighton, 1993, p.250). Apesar deste fato, ndo ha nenhuma
similaridade seqiiencial entre a GIcN6P desaminase e 0 NAD binding domain.

A figura 7.3 denota a parte do mondmero da GIcN6P desaminase que tem
enovelamento similar a0 NAD binding domain, esta parte ¢ mostrada em amarelo
na figura 7.3. Em verde ¢ mostrado o N-terminal (1-35), em vermelho o C-
terminal (243-266) e em azul o segmento 143-188.

Em termos de mecanismos de alostericidade, a GIcN6P desaminase tem
caracteristicas semelhantes com a enzima fosfofrutoquinase (Fersht, 1985,
p.283). Esta enzima também faz parte do caminho metabdlico, onde se sabe que

varias enzimas chaves sdo reguladas pelo controle de sua atividade. A
fosfofrutoquinase catalisa a convers3o:

Frutose 6-fosfato + ATP <« Frutose 1,6-difosfato + ADP

e tem sido estudada em varios organismos, tais como o0s eucariontes: Escherichia
coli e Bacillus stearothermophilus. As estruturas cristalograficas da
fosfofrutoquinase de B. stearothermophilus e de E. coli foram resolvidas 4 2.4 A

de resolugdo. Ambas sdo muito semelhantes e sdo formadas por um tetramero,



com peso molecular de aproximadamente 35000 Da cada um dos monomeros
(Evans et al., 1981 e Shirakihara e Evans, 1988). Estudos de cinética de reagdo
mostraram que a enzima ¢ qualitativamente consistente com o modelo de MWC,
tendo dois estados R e T, e age como um sistema do tipo K. A enzima foi
cristalizada com a presencga de Fru6P, ADP ¢ AMP-PNP (um analogo de ADP,
estavel sob condigdes de cristalizagdo), para ambas as bactérias.

As estruturas da enzima possuem quatro sitios de ligagdo do substrato
(ATP+Fru6P) no interior dos mondmeros e quatro sitios alostéricos nas interfaces
dos monomeros (ligagdo de ADP). Ambas as estruturas estdio presumivelmente
no estado R (pois ligam o ativador alostérico ADP).

As estruturas descritas acima possuem caracteristicas bastante semelhantes
a GIcN6P desaminase, principalmente com respeito ao seu mecanismo de
alostericidade. Desta maneira, estes resultados reforgam as suposi¢des feitas no
trabalho apresentado nesta tese (itens 7.1 ¢ 7.3), mostrando que este mecanismo

talvez seja utilizado por varias enzimas, as quais devem ter sua atividade regulada
alostericamente.

Figura 7.3 - Monomero da GIcN6P desaminase. A parte mostrada em amarelo tem
enovelamento similar ao NAD binding domain, em verde € mostrado o N-terminal (1-35), em
vermelho o C-terminal (243-266) e em azul o segmento 143-188.
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CONSIDERACOES FINAIS

Nesta dissertagdo procurou-se abordar um problema novo no Brasil, a
resolugdo a nivel atdbmico de uma macromolécula proteica, de alguma maneira
abrindo portas a trabalhos que estdo sendo desenvolvidos no momento € que
virdo a ser feitos.

Pode-se se dizer que o trabalho teve éxito, que deve ser atribuido em
grande parte aos pesquisadores que nos forneceram as amostras da enzima
purificada e em grande quantidade (suficiente para as varias tentativas que foram
feitas).

Com os experimentos realizados, foi possivel obter derivados isomorfos
que difratam a razoavel resolugdo, permitindo obter um bom modelo onde foi
possivel visualizar todos os aminoacidos da proteina e desta maneira, analisar as
caracteristicas do mondmero e¢ do hexamero da enzima. Obteve-se cristais dos
complexos proteina+ativador e proteina+inibidor (que difratam até 2.1 A) sendo
possivel determinar suas conformagdes tridimensionais e localizar os sitios
alostéricos e cataliticos do hexdmero e onde sdo as ligagdes mais importantes da
proteina com estes ligantes. E proposto ainda, um possivel mecanismo catalitico
de atuagdo da enzima. Algumas comparag¢des com outras estruturas anteriormente
resolvidas, refor¢am a veracidade dos dados e conclusées obtidas.

Como planos para a proxima etapa, destacamos os mais importantes
trabalhos a serem realizados:

e Obtencdo e andlise estrutural de cristais de co-cristalizados com ativador,
crescidos em solugdo de acetato de sodio.

e Coleta de dados de cristais co-cristalizados com ativador e inibidor, crescidos
em agente precipitante fostato de sddio/potassio e acetato de sodio, onde
podera se obter uma estrutura enzima ativador-inibidor.

¢ Analise da estrutura com cristais crescidos em diferentes pHs.

e Resolugdo das estruturas com cristais crescidos em outros agentes
precipitantes: citrato de sodio e tartrato.

e Uso de outras técnicas bioquimicas e biofisicas para estudar as caracteristicas
estruturais-funcionais da enzima.



117
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Acharya, R; Fry, E.; Stuart, D.; Fox, G. Rowlands, D. e Brown, F. (1989), Nature, 327,
709.

Altamirano, M.M. (1993) Tese de doutorado, Universidad Nacional Autonoma de México,
UACPyP.

e Altamirano, M.M. e Calcagno, M. (1990), Biochim. Biophys. Acta, 1038, 291.

Altamirano, M.M_; Lara-Lemus, R.; Libreros-Minotta, C.A. e Calcagno, M. (1989), Arch.
Biochim. Biophys., 269, 555.

e Altamirano, M.M_; Mulliert, G. e Calcagno, M. (1987), Arch. Biochim. Biophys., 258, 95
e Altamirano MM ; Plumbridge, J.A.;, Barba, H.A. e Calcagno, M. (1993), Biochem. J. In

press.

Altamirano M.M.; Plumbridge, J.A e Calcagno, M. (1992), Biochemistry, 31, 1153.
Altamirano M.M_; Plumbridge, J.A.; Hérandez-Arana, A. e Calcagno, M. (1991), Biochim.
Biophys. Acta, 1076, 266.

Arndt, UW. e Wonacott, A.J., (1977) eds. The Rotation Method in Crystallography.
North-Holland, Amsterdam.

Bachmann, B.J. (1990), Microbiological Reviews, 54, 455.

Bleasby, A. e Wootton, J. (1990), Protein kng., 3, 153.

Blow, D.M. e Crick, F.H.C. (1959), Acta Crystallogr., 12, 794..

Blundell, T.L. e Johnson, L.N. (1976), Protein Crystallography. Academic Press Inc.,
London, UK.

Briinger, A.T.; Kuriyan, K. e Karplus, M., (1987), Science., 235, 458.

Briinger, A.T.; Karplus, M. e Petsko, G.A_, (1989), Acta. Cryst., A4S, 50.

Briinger, A.T. (1992), Nature, 355, 472.

Briinger, A.T. (1993), X-PLOR Version 3.1 manual, Yale Univ., USA

Busing, W.R. e Levy, H.A. (1957) Acta Crystallogr., 10, 180.

Calcagno, M.; Campos, P., Mulliert, G.Y. e Suastegui, J. (1984), Biochim. Biophys. Acta,
787, 165.

Cambillau, C.C. e Horjales, E. (1987), J. Mol. Graph., 5, 174.

Colaborative Computacional Project in Protein Crystallography (1985). SERC. Daresbury
Laboratory, Warrington, UK.

Colaborative Computacional Project, Number 4 (1994), Acta Crystallogr., D50, 760. ‘The
CCP4 Suite: Programs for Protein Crystallography’.

e Comb, D.G. e Roseman, S. (1958), .J. Biol. Chem., 232, 807.

Creighton, T. E. (1993), Proteins, Structures and Molecular Principles, W. H. Freeman
and Company, New York, USA.

Das, M. e Datta, A. (1982), Biochem. Int., 5, 735.

Discover, User Guide, Version 2.3.0. San Diego: Biosym Technologies, 1993.

Drenth, J. (1994), Principles of protein X-ray crystallography, Springer-Verlag, New
York. USA.

Enraf-Nonius (1975), manual do difratometro CAD-4.

Evans, P R ; Farrants, G.W.e Hudson, P.J. (1981), Philos. Trans. R. Soc. London., 293, 53.
Eyck, LF.T. (1973), Acta Crystallogr., A29, 183



118

Fersht, A. (1985), Enzyme structure and mechanism, W. H. Freeman and Company, New
York.

Fink, A.L. (1987) Acyl group transfer: the serine proteases. In: Enzyme Mechanisms (Page,
M.I & Williams, A, eds.) pp. 159-177, The Royal Society of Chemistry, London.
Fontes, M.R M. (1992), Dissertagdo de Mestrado, Inst. Fis. Quim. Sio Carlos-USP

Fox, G.C. e Holmes, K.C,, (1966), Acta. Cryst., 20, 886.

Gonzalez, A. e Nave, C. (1994), Acta Crystallogr., D50, 874.

Gonzalez, A ; Denny, R. e Nave, C. (1994), Acta Crystallogr., DS0, 276.

Gruber, B. (1973), Acta Crystallogr., A29, 433.

Gruber, B. (1989), Acta Crystallogr., A4S, 123.

Hamilton, W.C.; Rollett, J.S. e Sparks, R.A. (1965), Acta Crystallogr , 18, 129.

Harker, D, (1956) Acta Crystallogr., 9, 1.

Hernandez-Arana, A.; Rojo-Dominguez, A.; Altamirano, M.M. e Calcagno, M.L. (1993),
Biochemistry, 32, 2644.

e Higashi, T. (1990), J. Appl. Cryst., 23, 253.

Hodge, J.E. (1955), Advan. Carbohyde. Chem., 10, 169.

e Horjales, E.; Altamirano, M.M.; Calcagno, M.L.; Dauter, Z., Wilson, K.; Garratt, R.C. e

Oliva, G. (1992), J. Mol. Biol., 226, 1283.

e Howell, P.L. e Smith, G.D. (1992), J. Appl. Cryst., 25, 81.
e Insight II User Guide, Version 2.3.0. San Diego: Biosym Technologies, 1993.
* International Table for X-Ray Crystallography (1987), Vol.I. The Kynoch Press,

Birmingham, England.

e Jones, T.A; Zou, J.Y.; Cowan, S.W. e Kjeldgaard, M. (1991), Acta Crystallogr., A47, 110.
e Kabsch, W, (1988), J. Appl. Cryst., 21, 67.

Kendrew, J.C.; Bodo, G.; Dintzis, HM.; Parrish, R.G.; Wykoff, H. e Phillips, D.C. (1958),
Nature, 181, 662.

Kim, S. (1989), J. Appl. Cryst., 22, 53.

Leslie, A.G.W., (1987), Acta Crystallogr., A43, 134.

Luthy, R.; Bowie, J.U. e Eisenberg, D. (1992), 356, 83.

McRee, D E. (1994), Practical Protein Crystallography. Academic Press, Inc., San Diego,
USA

Midelfort, C. & Rose, . A. (1977), Biochemistry, 16, 1590-1596.

¢ Mirelman, D. (1976), in Bacterial outer membranes. Inouye, M ed., John Wiley & Sons,

Inc. New York.

e Monod, J.; Wyman, J. e Changeux, J.P. (1965), J. Mol. Biol., 12, 88.
¢ Moris, A L.; MacArthur, MW ; Hutchinson, E.G. e Thornton, J. M. (1992) Proteins:

Structure, Function and Genetics. 12, 345.

Noltmann, E.A. (1972), In The Enzymes (Boyer, P. D, ed.), 3© ed., vol. 6. 314-318.
Academic Press, New York.

Patterson , A.L. (1934), Phys. Rev., 46, 372.

Plumbridge, J.A. (1989), Mol. Microbiol, 3, 506

Powell, M.J.D. (1977), Mathematical Programming, 12, 241

Raetz, C.R. (1987), In: Escherichia coli and Salmonella typhimurium: cellular and
molecular biology. American Society for Microbiology, Washington, D.C.

Rypniewski, W.R. e Evans, P.R. (1989), J. Mol. Biol., 207, 805.

* Rogers, M.J, Ohgi, T, Plumbridge, J.A. e Soll, D.(1988), Gene, 62, 197.

Rossmann, M.G. (1979), J. Appl. Cryst., 12,225



119

Rossmann, M.G.; Leslie, A.G.W.; Abdel-Meguid, S.S. e Tsukihara, T. (1979), J. Appl.
Cryst., 12, 570.

Rossmann, M.G. (1985), In: Methods in Enzymology, Diffraction Methods for Biological
Macromolecules v. 114.

e Sarvas, M. (1971), J. Bacteriol, 1058, 467.

Sato, M.; Yamamoto, M.; Imada, K.; Katsube, Y.; Tanaka, N.; Higashi, T. (1992), Acta
Crystalogr., 25, p.348 -

o Shirakihara, Y. e Evans, P.R. (1988), J. Mol. Biol., 204, 973.
e Sim,G.A. (1959), Acta Crystalogr., 12, p.813
e Stephen, (1985) In: Methods in Enzymology, Diffraction Methods for Biological

Macromolecules v. 114, 236.

Stout, G.H. e Jensen L.H., (1968), X-ray structure determination, The Macmilan Company,
New York.

Stryer, L. (1992), Bioquimica, Ed. Guanabara Koogan S.A., Rio de Janeiro, BR.
Verlet, L. (1967), Phys. Rev., 159, p.98.

Vriend, G. (1990), J. Mol. Graphics, 8, 52.

Vriend, G. e Sander, C. (1993), J. Appl. Cryst., 26, 47.

Wang, B.C. (1985), Methods Enzymol., 115, p.90.

Wilson, A.J.C. (1950), Acta Crystallogr., 3, p.397.

Winkler, F.K.; Schutt, C.E. e Harrison, S.C. (1979), Acta Crystallogr., A35, 901.
Wu, H.C. e Wu, T.C. (1971), J. Bacteriol, 105, 455.



APENDICE A

Arquivos de topologia e pardmetros adaptados para os refinamentos dos
complexos usando o programa XPLOR: enzima ativador-Pi, enzima
inibidor-Pi, enzima 2-inibidor

e Arquivo de topologia do ativador..................occoooiiiiiieiii e Al
o Arquivo de parametros do ativador......................cccooiiiiii e A3
e Arquivo de topologia do inibidor..............ccocooiiiiiiiie e A7
e Arquivo de parametros do mmibidor....................oo A9



ATIVADOR - ARQUIVO DE TOPOLOGIA

set echo=false end
AUTOGENERATE ANGLES=TRUE END

{* *}

{default masses - only those not in protein topology TOPH19X.PRO}
MASS PN 30.97400! phosphate phosphor

MASS OPN 15.99940! phosphate oxygen, P=O

MASS ON 15.99940! phosphate oxygen, P-O

MASS CC 12.01100! carbohydrate carbon

MASS CC6 12.01100! carbohydrate carbon, exocyclic C6
MASS CCE 12.01100! carbohydrate carbon, equatorial C1
MASS CCA 12.01100! carbohydrate carbon, axial C1
MASS OE 15.99940! ether oxygen

MASS OA 15.99940! ether oxygen in glycosidic bond
MASS HA  1.00800! aliphatic hydrogen

RESIdue NAGP 12-N-Acetyl-beta-d-glucose-6P,pyranoseform
! (ALTERADO C1=CCE P/ CCA)

GROUP

ATOM C1 TYPE=CCA CHARge=0.350 END
ATOMH! TYPE=HA CHARge=0.100 END
ATOM O1 TYPE=OH1 CHARge=0.650 END
ATOM HO1 TYPE=H CHARge=0.400 END
ATOM C2 TYPE=CC CHARge=0.000 END
ATOM H2 TYPE=HA CHARge=0.100 END
ATOMN2 TYPE=NHI CHARge=-0.350 END
ATOM HN2 TYPE=H CHARge=0.250 END
ATOM C7 TYPE=C CHARge=0.550 END
ATOM O7 TYPE=O CHARge=-0.550 END
ATOM C8 TYPE=CC CHARge=-0.300 END
ATOM H81 TYPE=HA CHARge=0.100 END
ATOM H82 TYPE=HA CHARge=0.100 END
ATOM H83 TYPE=HA CHARge=0.100 END
ATOM C3 TYPE=CC CHARge=0.150 END
ATOMH3 TYPE=HA CHARge=0.100 END
ATOM O3 TYPE=OH!1 CHARge=-0.650 END
ATOM HO3 TYPE=H CHARge=0.400 END
ATOM C4 TYPE=CC CHARge=0.150 END
ATOM H4 TYPE=HA CHARge=0.100 END
ATOM 04 TYPE=OH1 CHARge=-0.650 END
ATOM HO4 TYPE=H CHARge=0400 END
ATOMCS TYPE=CC CHARge=0.100 END
ATOMHS TYPE=HA CHARge=0.100 END
ATOM O5 TYPE=OE CHARge=-0.400 END
ATOM C6 TYPE=CC6 CHARge=0.050 END
ATOM H61 TYPE=HA CHARge=0.100 END
ATOM H62 TYPE=HA CHARge=0.100 END
ATOM 06 TYPE=ON CHARge=-0.250 END
ATOMP TYPE=PN CHARge=1200 END
ATOM OP1 TYPE=OPN CHARge=-0.300 END
ATOM OP2 TYPE=OPN CHARge=-0.300 END
ATOM OP3 TYPE=OPN CHARge=-0.300 END

BOND C1 01
BOND C1 H1
BOND O1 HO1
BOND C1 05
BOND C1 C2
BOND C2 H2
BOND C2 N2
BOND N2 HN2
BOND N2 C7
BOND C7 O7
BOND C7 C8



BOND C8 H81
BOND C8 H82
BOND C8 H83
BONDC2C3 -
BOND C3 H3
BOND C3 03
BOND O3 HO3
BOND C3 C4
BOND C4 H4
BOND C4 04
BOND 04 HO4
BOND C4 C5
BOND CS H5
BOND C5 C6
BOND Cé6 Hé61
BOND C6 H62
BOND C6 06
BOND C5 O5
BOND O6 P
BOND P OP1
BOND P OP2
BOND P OP3

DIHEDRAL C1 C2 C3 C4
DIHEDRAL C2 C3 C4 C5
DIHEDRAL C3 C4 C5 05
DIHEDRAL C4 C5 05 Ct
DIHEDRAL C5 05 C1 C2
DIHEDRAL O5 C1 C2 C3
DIHEDRAL H1 C1 01 HO1
DIHEDRAL H2 C2 N2 HN2
DIHEDRAL C2 N2 C7C8
DIHEDRAL N2 C7 C8 H81
DIHEDRAL H3 C3 03 HO3
DIHEDRAL H4 C4 04 HO4
DIHEDRAL HS C5 C6 06
DIHEDRAL CS5 C6 O6 P
DIHEDRAL C6 O6 P OP1

IMPRoper C1 O5 H1 C2

! IMPRoper C1 O1 05 C2
IMPRoper C2 C1 N2 C3
IMPRoper N2 C7 C2 HN2 {planar N}
IMPRoper C7 C8 N2 O7 {planar C}
IMPRoper C3 03 C2 C4
IMPRoper C4 C3 04 C5
IMPRoper C5 C6 C4 O5
DONOr HO1 01

DONOr HN2 N2

DONOr HO3 03

DONOr HO4 04
ACCEptor O1 C1
ACCEptor O7 C7
ACCEptor 03 C3
ACCEptor 04 C4
ACCEptor O5 C5
ACCEptor 06 C6
ACCEptor OP1 P
ACCEptor OP2 P
ACCEptor OP3 P

END

A2



: , A3
ATIVADOR - ARQUIVO DE PARAMETROS

REMARKS Parameter file for pyranose sugars
set echo=false end

bond CC OE
bond CCE OE
bond CCA OE
bond CC CC
bond CC CC6
bond CCE CC
bond CCA CC
bond CC HA
bond CC6 HA
bond CCE HA
bond CCA HA
bond CC OHI
bond CC6 OHI1
bond CCE OHI1
bond CCA OHI
bond CCE OA
bond CCA OA

1780.2
1780.2
1780.2

1284.0 1.526 ! adjusted to Jeffries
1284.0 1.516
1284.0 1.526
1284.0 1.526
337.3 1.099
3373 1.099

337.3 1.099
337.3 1.099
2005.8 1.420
2005.8 1.420
2005.8 1.385
2005.8 1.398
2005.8 1.385
2005.8 1.398

1.438 ! closer to crystal structures
1.428
1.419

{ Note elongated non-anomeric C-O bond for bridges }

bond CC QA

bond CC6 OA
bond CC NHI
bond CCE NHI1
bond CCA NHI
bond CC C

1342.404 1.52 I " " "

2005.8 1.44

2005.8 1.44

2631.111 1.45 !as extended atom carbon-N
2631.111 1.45 !'as extended atom carbon-N
2631.111 1.45 !as extended atom carbon-N

-C

bond CCE C  1342.404 1.52
bond CCA C  1342.404 1.52
bond HN ON 450.0 0.96

bond OPN PN 528.0 1.48

bond ON PN 237.0 1.61

bond ON CC6 292.0 1.43

bond OPN CC6 292.0 1.43

{ Angle force constants increased 10x, except angle around bridging}
{ link oxygen increased 5 }
angle H OH1 CC 53.62 109.35
angle H OHI CC6 53.62 109.35
angle H OH1 CCE 53.62 109.35
angle H OHI CCA 53.62 109.35
angle HA CC HA 33.58 107.85
angle HA CC6 HA 33.58 107.85
angle HA CC CC 43.04 108.72
angle HA CC6 CC 43.04 108.72
angle HA CC CC6 43.04 108.72
angle HA CC CCE 43.04 108.72
angle HA CC CCA 43.04 108.72
angle HA CCE CC 43.04 108.72
angle HA CCA CC 43.04 108.72
angle HA CC OHI1 45.89 109.89
angle HA CC6 OH1 45.89 109.89
angle HA CCE OH1 45.89 109.89
angle HA CCA OH1 45.89 109.89
angle HA CC OA 45.89 109.89



angle HA CC6 OA 45.89 109.89

angle HA CC6 OPN 45.89 109.89

angle HA CC6 ON 45.89 109.89

angle HA CCE OA 45.89 109.89

angle HA CCA OA 45.89 109.89

angle HA CC OE 45.16 107.24

angle HA CCE OE 45.16 107.24

angle HA CCA OE 45.16 107.24

angle CC CC CC 3803 110.40

angle CC CC CCé6 380.3 112.50

angle CCE CC CC 380.3 110.40

angle CCA CC CC 380.3 110.40

angle CC CC6 OH1 756.8 111.20

angle CC CCE OH1 756.8 109.70

angle CC CCA OHI1 756.8 109.70

angle CCE CC OHI1 756.8 109.70

angle CCA CC OHI 756.8 109.70

angle CC CC OHI1 756.8 109.70

angle CC CC OE 809.5 110.00

angle CC6 CC OE 809.5 107.20

angle CC CCE OE 809.5 110.00

angle CC CCA OE 809.5 110.00

angle CC CC OA 809.5 109.70

angle CC CC6 OA 809.5 109.70 !guess for 1-6 links
angle CC CCE OA 809.5 109.70

angle CC CC6 OPN 809.5 109.70

angle CC CC6 ON 809.5 109.70

angle CC CCA OA 809.5 109.70

angle CCE CC OA 809.5 109.70

angle CCA CC OA 809.5 109.70

langle OE CC OH1 9256 111.55

langle OE CC OE 9256 110.70 {C5-05-Cl1}
angle CC OE CCE 9069 112.0

angle CC OE CCA 9069 114.0{05-C1-01}
angle OE CCE OH1 925.6 108.0

angle OE CCE OA 925.6 108.0

angle OE CCA OH1 925.6 112.1

angle OE CCA OA 9256 112.1

angle CCE OA CC 453.45 116.

angle CCA OA CC 453.45 115.

angle CCE OA CC6 453.45 116.

langle CCA OA CC6453.45 115.

angle CCA OA CC6 453.45 111.5 !alpha 1,6 link
{ The following are guesses, generally by analogy to extended atom}
{Carbons.Note equilibrium values not based on crystal structures}
angle CC CC NHI 650.0 110.0

angle CCE CC NHI 650.0 110.0

angle CCA CC NH1! 650.0 110.0

angle CC CCE NHI 650.0 110.0

angle CC CCA NHI 650.0 110.0

angle HA CC NHI1 45.0 109.5

angle HA CCE NH1 45.0 109.5

angle HA CCA NHI 450 1095

angle CC NH1 H 350 120.0

angle CCE NH1 H 350 120.0



angle CCA NH1 H 35.0
angle CC NH1 C 775.0
angle CCE NHI1 C 775.0
angle CCA NH1 C 775.0
angle NH1 CC OE 750.0

angle NH1 CCE OE 750.0
angle NH1 CCA OE 750.0

angleNH1 C CC 200.0
angle C CCE OHI1 700.0
angleC CCA OH1 700.0
angle C CCE OA 700.0
angleC CCA OA 700.0
angle O C CCE 850.0

angleO - C CCA 850.0

120.0
120.0
120.0
120.0
110.7 !A complete guess
110.7 A complete guess
110.7 'A complete guess
117.5
109.5 A complete guess for SIA O2
109.5 ! A complete guess for SIA 02
109.5 A complete guess for SIA 02
109.5 !A complete guess for SIA 02

121.5
121.5

angleO C CC 8500 121.5

angle C CCE HA 70.0
angleC CCA HA 70.0
angleC CC HA 70.0

109.5

109.5

109.5

{This is (360-the usual OC-C-OC angle of 122.5)/2 }

angle CCE C OC 850.0.
angle CCA C OC 850.0

118.75
118.75

{Use the same angles to HA in the C1 position of NANA }
angle C CCE OE 850.0 107.24
angleC CCA OE 850.0 107.24
angleC CCE CC 700.0 108.72
angle C CCA CC 7000 108.72
angles HNON PN 47.0 107.3
angles ONPNON 48.1 102.0
angles OPN PN ON 100.0 108.0
angles OPN PN OPN 140.0 120.0
angles PN ON CC6 47.0 120.0
angles PN OPN CC6 47.0 120.0

dihedral X CC CC X 3.0630 3 0.0

dihedral X CC CC6 X 3.0630 3 0.0

dihedral X CCE CC X 3.0630 3 0.0
dihedral X CCA CC X 3.0630 3 0.0
dihedral X CC OH1 X 1.3293 3 0.0
dihedral X CC6 OH1 X 13293 3 0.0
dihedral X CCE OH1 X 13293 3 0.0
dihedral X CCA OH! X 13293 3 0.0
dihedral X CC OA X 1.3293 3 0.0

dihedral X CC6 OA X 1.3293 3 0.0
dihedral X CCE OA X 1.3293 3 0.0
dihedral X CCA OA X 13293 3 0.0
dihedral X CC OE X 2.7834 3 0.0

dihedral X CCE OE X 2.7834 3 0.0
dihedral X CCA OE X 2.7834 3 0.0

{The following are guesses, generally by analogy to extended atom Carbons }
0.3 3 180.0 !for NAG and NANA

dihedral HA CC NH! H
dihedral X CC NHI1 X
dihedral X CCE NH1 X
dihedral X CCA NHI X
dihedral X C CCE X
dihedral X C CCA X
dihedral X C CC X

0.9 3 0.0 !beta link Asn Nd1
0.9 3 0.0 !'beta link Asn Nd1
0.9 3 0.0 !'beta link Asn Nd1

0.0 3 00
0.0 3 00

00 3 0.0

A5



]

’ ' , ' A6
dihedral XONCC6X 0.5 30.0 {*Threefold.*}

dihedral XPNONX 0.5 30.0 {*Threefold.*}
dihedral XPNOPNX 0.5 30.0 {*Threefold.*}

{ These high force constants maintain chiral centers on the rings }
improper CC X X CC 300.0 0 35.26439

improper CCE X X CC 3000 0 35.26439

improper CCA X X CC 300.0 0 35.26439

improper OHl1 X X CC 300.0 0 35.26439

improper OH1 X X CCE 300.0 0 35.26439

improper OH1 X X CCA 300.0 0 35.26439

improper OA X X CC 300.0 0 35.26439

improper OA X X CCE 300.0 0 35.26439

improper OA X X CCA 300.0 0 3526439

improper CC X X OE 300.0 0 35.26439

improper CCE X X OE 300.0 0 35.26439

improper CCA X X OE 300.0 0 35.26439

{ This is as other acids }

improper C X X CCE 300.0 0 0.0 INANA acid planarity
improper C X X CCA 300.0 0 0.0 INANA acid planarity
!'for use with:

''{NBXMOD=5 ATOM CDIEL SHIFT vswitch

I CUTNB=8.0 CTOFNB=7.5 CTONNB=6.5 EPS=1.0 E14FAC=0.4 WMIN=1.5
NONBonded HA  0.0045 2.6157 0.0045 2.6157
NONBonded CC  0.0903 3.2072 0.0903 3.2072
NONBonded CC6 0.0903 3.2072 0.0903 3.2072
NONBonded CCE 0.0903 3.2072 0.0903 3.2072
NONBonded CCA 0.0903 3.2072 0.0903 3.2072
NONBonded OE  0.1591 2.8509 0.1591 2.8509
NONBonded OA  0.1591 2.8509 0.1591 2.8509

{* Lennard-Jones parameters *}
(* e -
{* epsilon sigma  epsilon sigma *}

{* (kcal/mol) (A) (kcal/mol) (A) *}

nonbonded HN 0.0498 1.4254 0.0498 1.4254
nonbonded ON 0.1591 2.8509 0.1591 2.8509
nonbonded OPN  0.1591 2.8509 0.1591 2.8509
nonbonded PN 0.5849 3.3854 0.5849 3.3854

set echo=true end



, A7
INIBIDOR - ARQUIVO DE TOPOLOGIA

set echo=false end

AUTOGENERATE ANGLES=TRUE END
* *)

{default masses -- only those not in protein topology TOPH19X.PRO}
MASS PN 30.97400! phosphate phosphor

MASS OPN 15.99940! phosphate oxygen, P=O

MASS ON 15.99940! phosphate oxygen, P-O

IMASS CC 12.01100! carbohydrate carbon

IMASS CC6 12.01100! carbohydrate carbon, exocyclic C6
IMASS CCE 12.01100! carbohydrate carbon, equatorial C1
IMASS CCA 12.01100! carbohydrate carbon, axial C1
MASS OE 15.99940! ether oxygen

MASS OA 15.99940! ether oxygen in glycosidic bond
IMASS HA  1.00800! aliphatic hydrogen

RESIdue INH !2-N-Acetyl-beta-d-glucose-6P,pyranose form
GROUP

ATOM C1 TYPE=CH2E CHARge=0.250 END!(.35)
ATOM O1 TYPE=OH1 CHARge=-0.650 END!(-.65)
ATOM HO1 TYPE=H CHARge=0.400 END!(.4)
ATOM C2 TYPE=CHIE CHARge=0.100 END!(0)
ATOMN2 TYPE=NH1 CHARge=-0.350 END!(-.35)
ATOM HN2 TYPE=H CHARge=0.250 END!(.25)
ATOM C3 TYPE=CHIE CHARge= 0.250 ENDI!(.15)
ATOM O3 TYPE=OH1 CHARge=-0.650 END!(-.65)
ATOM HO3 TYPE=H CHARge=0.400 END!(.4)
ATOM C4 TYPE=CHIE CHARge=0.250 END!(.15)
ATOM O4 TYPE=OH!1 CHARge=-0.650 END!(-.65)
ATOM HO4 TYPE=H CHARge=0.400 END!(.4)
ATOM C5 TYPE=CHIE CHARge= 0.250 END!(.1)
ATOM O5 TYPE=OH1 CHARge=-0.650 END!(-.4)
ATOM HOS TYPE=H CHARge=0.400 END!(.4)
ATOM C6 TYPE=CH2E CHARge=0.250 END!(.05)
ATOM O6 TYPE=ON CHARge=-0.250 END
ATOMP TYPE=PN CHARge=1.200 END
ATOM OP1 TYPE=OPN CHARge=-0.300 END
ATOM OP2 TYPE=OPN CHARge=-0.300 END

ATOM OP3 TYPE=OPN CHARge=-0.300 END
BOND C1 O1

BOND O1 HO1
BOND C1 C2
BOND C2 N2
BOND N2 HN2
BOND C2 C3
BOND C3 O3
BOND O3 HO3
BOND C3 C4
BOND C404
BOND O4 HO4
BOND C4 C5



BOND C5 05
BOND OS5 HOS
BONDC5C6
BOND C6 06
BOND 06 P
BOND P OP!
BOND P OP2
BOND P OP3
DIHEDRAL HO1 01 C1C2
DIHEDRAL O1 C1 C2 C3
DIHEDRAL C1 C2 C3 C4
DIHEDRAL C2 C3 C4C5
DIHEDRAL C3 C4 C5 C6
DIHEDRAL C4 C5 C6 06
! DIHEDRAL C3 C4 C5 O5
! DIHEDRAL C4 C505C1
! DIHEDRAL C505C1 C2
! DIHEDRAL O5 C1 C2C3
! DIHEDRAL H1 C1 O1 HOI
DIHEDRAL C1 C2 N2 HN2
! DIHEDRAL C2 N2 C7 C8
! DIHEDRAL N2 C7 C8 H81
DIHEDRAL C2 C3 O3 HO3
DIHEDRAL C3 C4 O4 HO4
DIHEDRAL C4 C5 O5 HO5
DIHEDRAL C5 C6 O6 P
DIHEDRAL C6 O6 P OP1
! IMPRoper C1 OS5 H1 C2
! IMPRoper C1 O1 05 C2
IMPRoper C2 C1 N2 C3
! IMPRoper N2 C7 C2 HN2 {planar N}
! IMPRoper C7 C8 N2 O7 {planar C}
IMPRoper C3 O3 C2 C4
IMPRoper C4 C3 04 C5
IMPRoper C5 C6 C4 O5
DONOr HO1 01
DONOr HN2 N2
DONOr HO3 O3
DONOr HO4 04
DONOr HOS 05
! ACCEptor O7 C7
ACCEptor O1 C1
ACCEptor O3 C3
ACCEptor 04 C4
ACCEptor O5 C5
ACCEptor O6 C6
ACCEptor OP1 P
ACCEptor OP2 P
ACCEptor OP3 P

END

-
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INIBIDOR - ARQUIVO DE PARAMETROS

set echo=false end

{bond force constants 6x previous.Some adjustments made to}
{equilbrium values }

bond CC OE 1780.2 1.438! closer to crystal structures
bond CCE OE 1780.2 1.428

bond CCA OE 1780.2 1419

bond CC CC 1284.0 1.526! adjusted to Jeffries

bond CC CC6 1284.0 1.516

bond CCE CC 1284.0 1.526

bond CCA CC 1284.0 1.526

bond CC HA 3373 1.099

bond CC6 HA  337.3 1.099

bond CCE HA 3373 1.099

bond CCA HA 3373 1.099

bond CC OHI1 2005.8 1.420

bond CC6 OH1 2005.8 1.420

bond CCE OH1 2005.8 1.385

bond CCA OH! 2005.8 1.398

bond CCE OA 2005.8 1.385

bond CCA OA 2005.8 1.398

{Note elongated non-anomeric C-O bond for bridges }

bond CC OA 2005.8 1.44

bond CC6 OA 2005.8 1.44

bond CC NH1 2631.111 1.45 !as extended atom carbon-N
bond CCE NH1 2631.111 1.45 !as extended atom carbon-N
bond CCA NH1 2631.111 1.45 !as extended atom carbon-N
bond CC C 1342404 152 1" " " " C

bond CCE C 1342404 1.52

bond CCA C 1342404 1.52

bond HN ON 450.0 0.96

bond OPN PN 528.0 1.48

bond ON PN 237.0 1.61

bond ON CH2E 292.0 1.43 !! {COLOCADO PARA INIBIDOR}
bond ON CC6 292.0 1.43

bond OPN CC6 292.0 1.43

{ Angle force constants increased 10x, except angle around bridging}
{link oxygen increased 5x }

angle H OHI CC 53.62 109.35

angle H OHI CC6 53.62 109.35

angle H OHI CCE 53.62 109.35

angle H OHI CCA 53.62 109.35

angle HA CC HA 33.58 107.85

angle HA CC6 HA 33.58 107.85

angle HA CC CC 43.04 108.72

angle HA CC6 CC 43.04 108.72

angle HA CC CC6 43.04 108.72

angle HA CC CCE 43.04 108.72

angle HA CC CCA 43.04 108.72

angle HA CCE CC 43.04 108.72

angle HA CCA CC 43.04 108.72

angle HA CC OHI 45.89 109.89

angle HA CC6 OH1 45.89 109.89

angle HA CCE OHI1 45.89 109.89



o Al0
angle HA CCA OH1 45.89 109.89

angle HA CC OA 45.89 109.89

angle HA CC6 OA 45.89 109.89

angle HA CC6 OPN 45.89 109.89

angle HA CC6 ON 45.89 109.89

angle HA CCE OA 45.89 109.89

angle HA CCA OA 45.89 109.89

angle HA CC OE 45.16 107.24

angle HA CCE OE 45.16 107.24

angle HA CCA OE 45.16 107.24

angle CC CC CC 380.3 110.40

angle CC CC CC6 3803 112.50

angle CCE CC CC 3803 110.40

angle CCA CC CC 380.3 110.40

angle CCA CC CC 3803 110.40

angle CC CC6 OHI1 756.8 111.20

angle CC CCE OH1 756.8 109.70

angle CH1E CHIE CHIE 672.5 110.40
1{COLOCADO PARA INIBIDOR, USANDO C2 C1 C1}
angle CCE CC OH1 756.8 109.70

angle CCA CC OHI 756.8 109.70

angle CC CC OHI1 756.8 109.70

angle CH2E CHIE OH1 756.8 109.70!{COLOCADO PARA INIBIDOR}
angle CC CC OE 809.5 110.00

angle CC6 CC OE 809.5 107.20

angle CC CCE OE 809.5 110.00

angle CC CCA OE 809.5 110.00

angle CC CC OA 809.5 109.70

angle CC CC6 OA 809.5 109.70 !guess for 1-6 links

angle CC CCE OA 809.5 109.70

angle CC CC6 OPN 809.5 109.70

angle CC CC6 ON 809.5 109.70

angle CHIE CH2E ON 809.5 109.701!{COLOCADO PARA INIBIDOR}
angle CC CCA OA 809.5 109.70

angle CCE CC OA 809.5 109.70

angle CCA CC OA 809.5 109.70

langle OE CC OHI 9256 111.55

langle OE CC OE 925.6 110.70{C5-05-Cl1}

angle CC OE CCE 906.9 112.0

angle CC OE CCA 9069 114.0{O5-C1-01}

angle OE CCE OH1 925.6 108.0

angle OE CCE OA 925.6 108.0

angle OE CCA OH1 925.6 112.1

angle OE CCA OA 925.6 112.1

{bridge angle - note a fairly large spread in the literature axial generally}
{smaller than equatorial.Increased only 5x to reflect limited data}

angle CCE OA CC 45345 116.

angle CCA OA CC 453.45 115.

angle CCE OA CCé6 453.45 116.

langle CCA OA CC6453.45 115.

angle CCA OA CC6 453.45 111.5 !alpha 1,6 link

{The following are guesses, generally by analogy to extended atom}
{Carbons.Note equilibrium values not based on crystal structures. }
angle CC CC NHI 650.0 110.0

angle CCE CC NHI1 650.0 110.0



All
angle CCA CC NHI 650.0 110.0
angle CC CCE NHI1 650.0 110.0
angle CC CCA NHI1 650.0 110.0
angle HA CC NH1 45.0 109.5
angle HA CCE NH1 450 109.5
angle HA CCA NH1 45.0 109.5
angleCC NH1 H 350 120.0
angle CCE NH1 H 35.0 1200
angle CCA NH1 H 35.0 120.0
angle CC NH1 C 775.0 120.0
angle CCE NH1 C 775.0 120.0
angle CCA NH1 C 775.0 120.0
angle NH1 CC OE 750.0 110.7'A complete guess
angle NH1 CCE OE 750.0 110.7 !A complete guess
angle NHI CCA OE 750.0 110.7 !A complete guess
angle NHI C CC 200.0 1175
angle C CCE OHI1 700.0 109.5 !complete guess for SIA 02
angle C CCA OHI1 700.0 109.5 !complete guess for SIA 02
angle C CCE OA 700.0 109.5 !complete guess for SIA 02
angle C CCA OA 700.0 109.5 !complete guess for SIA 02
angleO C CCE 850.0 121.5
angleO C CCA 8500 121.5
angleO C CC 8500 121.5
angleC CCE HA 700 109.5
angleC CCA HA 700 109.5
angleC CC HA 70.0 109.5
{This is (360-the usual OC-C-OC angle of 122.5)/2}
angle CCE C OC 850.0 118.75
angle CCA C OC 850.0 118.75
{Use the same angles to HA in the C1 position of NANA }
angleC CCE OE 850.0 107.24
angle C CCA OE 850.0 107.24
angleC CCE CC 700.0 108.72
angleC CCA CC 7000 108.72
angless HNONPN 47.0 107.3
anglesONPNON 48.1 102.0
angles OPN PN ON 100.0 108.0
angles OPN PN OPN 140.0 120.0
angles PN ON CC6 47.0 120.0

angles PN ON CH2E 47.0 120.0!{COLOCADO PARA INIBIDOR}
angles PN OPN CC6 47.0 120.0

dihedral X CH2E CHIE X 4.8 3 0.0/{COLOCADO PARA INIBIDOR}
dihedral X CC CC X 3.0630 3 0.0
dihedral X CC CC6 X 3.0630 3 0.0
dihedral X CCE CC X 3.0630 3 0.0
dihedral X CCA CC X 3.0630 3 0.0
dihedral X CC OHI X 1.3293 3 0.0
dihedral X CC6 OH1 X 1.3293 3 0.0
dihedral X CCE OH1 X 13293 3 0.0
dihedral X CCA OHI X 1.3293 3 0.0
dihedral X CC OA X 13293 3 0.0
dihedral X CC6 OA X 13293 3 0.0
dihedral X CCE OA X 1.3293 3 0.0
dihedral X CCA OA X 13293 3 0.0
dihedral X CC OE X 2.7834 3 0.0



Al2

dihedral X CCE OE X 2.7834 3 0.0

dihedral X CCA OE X 2.7834 3 0.0

{The following are guesses, generally by analogy to extended atom Carbons}
dihedral HA CC NH1 H 03 3 180.0 !for NAG and NANA
dihedral X CC NHI X 0.9 3 0.0 !betalink AsnNdl

dihedral X CCE NHI X 09 3 0.0 !betalink Asn Ndl

dihedral X CCA NHI X 09 3 0.0 !betalink AsnNdl

dihedral X C CCE X 00 3 0.0

dihedral X C CCA X 00 3 00

dihedral X C CC X 00 3 00

dihedral XONCC6X 0.5 30.0 {*Threefold.*}
dihedral XONCH2E X 0.5 3 0.0 !{COLOCADO P/INIBIDOR}
dihedral XPNONX 0.5 30.0 {*Threefold.*}
dihedral XPNOPNX 0.5 30.0 {*Threefold.*}

{These high force constants maintain chiral centers on the rings}
improper CC X X CC 300.0 0 35.26439

improper CCE X X CC 300.0 0 35.26439

improper CCA X CC 300.0 0 35.26439

improper OH1 X CC 300.0 0 35.26439

improper OH1 X CCE 300.0 0 35.26439

improper OH1 X CCA 300.0 0 35.26439

improper OH1 X X CHIE300.0 0 35.26439
1{COLOCADO PARA INIBIDOR}

improper OA X X CC 300.0 0 35.26439

improper OA X X CCE 300.0 0 35.26439

improper OA X X CCA 300.0 0 35.26439

improper CC X X OE 300.0 0 35.26439

improper CCE X X OE 300.0 0 35.26439

improper CCA X X OE 300.0 0 35.26439

{This is as other acids}

improper C X X CCE 300.0 0 0.0!NANA acid planarity
improper C X X CCA 300.0 0 0.0'NANA acid planarity
!1for use with:

IINBXMOD=5 ATOM CDIEL SHIFT vswitch

ICUTNB=8.0 CTOFNB=7.5 CTONNB=6.5 EPS=1.0 E14FAC=0.4 WMIN=1.5
INONBonded HA  0.0045 2.6157 0.0045 2.6157
NONBonded CC 0.0903 3.2072 0.0903 3.2072
NONBonded CC6 0.0903 3.2072 0.0903 3.2072
NONBonded CCE  0.0903 3.2072 0.0903 3.2072
NONBonded CCA  0.0903 3.2072 0.0903 3.2072
NONBonded OE 0.1591 2.8509 0.1591 2.8509
NONBonded OA  0.1591 2.8509 0.1591 2.8509

X
X
X
X

{* Lennard-Jones parameters *}

¢t l-demmrne *}

{* epsilon sigma  epsilon sigma *}

{* (kcal/mol) (A) (kcal/mol) (A) *}
nonbonded HN 0.0498 1.4254 0.0498 1.4254
nonbonded ON 0.1591 2.8509 0.1591 2.8509
nonbonded OPN  0.1591 2.8509 0.1591 2.8509
nonbonded PN 0.5849 3.3854 0.5849 3.3854
set echo=true end



APENDICE B

Graficos de analise de qualidade estereoquimica feitos pelo programa
PROCHECK (Moris, A.L. et al., 1992) para a estrutura nativa

e Grafico dos angulos Quil versus Qui2 dos residuos...........ccovvevvveeeerririrniennnne. B1
o Gréaficos que analisam os parametros da cadeia principal: qualidade do grafico de
Ramachandran, planaridade da ligagdo peptidica, medida dos maus contatos de

atomos ndo ligados, distor¢do dos dngulos do carbono o, energias das pontes de
BIATOZENIO. ..ot B2

o Graficos que analisam os angulos diédricos da cadeia lateral............................. B3
e Grificos que analisam propriedades dos residuos: desvio do valor médio do
angulo Qui 1, desvio do valor médio do angulo émega 1, planaridade do carbono
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Total number of residues = 532

Number of residues plotted = 322
Number of labelled residues = 42

The dashed crosses represent the gauche minus, trans, and gauche plus regions for the Chi-1 and Chi-2
dihedral angles. The width of each cross is approximately one standard deviation. The points should
therefore cluster around these crosses. Points more than 2.5 standard deviations from the ideal
are labelled
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Bad contacts per 100 residues

Standard deviation (kcal/mol)
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20.0 d. Alpha carbon tetrahedral distortion

1.5 20 25 30 35 4.0
Resolution (Angstroms)

bref2803-nh

Comparison values ~ No. of

) No.of Parameter Typical Band  band widths
Stereochemical parameter data pts value value width from mean
a. %-tage residues in A, B, L 468 91.2 82.6 10.0 0.9 Better
b. Omega angle st dev 530 4.1 6.0 30 -0.6 Better
c. Bad contacts / 100 residues 5 0.9 5.2 10.0 -0.4  Better
d. Zeta angle st dev 498 0.6 3.1 1.6 -1.6 BETTER
e. H-bond energy st dev 339 0.6 0.8 02 -1.1 BETTER




Standard deviation (degrees) Standard deviation (degrees)

Standard deviation (degrees)

Slae-cnain parameters
bref2803-nh

a. Chi-1 gauche minus b. Chi-1 trans
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5 Oe. Standard deviation of Chi-2 trans angle
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0 T T T 1 Ll
LO 15 20 25 30 35 40
Resolution (Angstroms)

Plot statistics

Comparison values  No. of
No.of Parameter Typical Band  band widths

Stereochemical parameter data pts value value width  from mean

a. Chi-1 gauche minus st dev 55 8.1 19.0 6.5 -17 BETTER
b. Ch'l-l trans st dev 135 16.4 19.7 53 -0.6 Better

¢. Chi-1 gauche plus st dev 238 14.5 18.3 4.9 -0.8  Better

d. Chi-1 pooled st dev 428 14.5 18.9 4.8 -0.9 Better

e. Chi-2 trans st dev 135 17.1 20.9 5.0 0.8 Better




Chi-1 abs. mean dev.

Omega abs. mean dev.

Zeta abs. mean dev.
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Residue properties
bref2803-nh

a. Absolute deviation from mean Chi-1 value (excl. Pro)

10 20 30 40 50

Residue number

60 70 80 90 100

b. Absolute deviation from mean of omega torsion

30 40 50
Residue number

60 70 80 90 100

c. C-alpha chirality: abs. deviation of zeta torsion

50 1

Residue number

d. Max. deviation and Ramachandran plot region (see listing)
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e. Sequence

MRL 1 PLTTAEQVGKWAARH TVNR | NAFKPTADRP FVLGLPTGGTFMTTYKAL VEMHKAGQVS FKHVY TFNMDEY VGL PKEHP ESYY S FVHRNE FNAVD P

f. Secondary structure

— g —L H VYV
Key:-

"\ Helix Ramachandran plot regions: Highlighted residues in top graphs
{_71 Betastrand v Most favoured E Generous are those that deviate by more

— Random coil g Allowed | Disallowed  than 2.0 st. devs. from ideal




Chi-1 abs. mean dev.

Omega abs. mean dev.

Zeta abs. mean dev.

QO = N W A a

Residue properties
bref2803-nh

a. Absolute deviation from mean Chi-1 value (excl. Pro)

100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
Residue number

b. Absolute deviation from mean of omega torsion

100 150 160 170 0
Residue number

c. C-alpha chirality: abs. deviation of zeta torsion

150 160
Residue number

d. Max. deviation and Ramachandran plot region (see listing)

+ + +
+ * + + . * b 3 4
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+
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e. Sequence

'AENINLLNGNAPD I DAECRQYEEK IRS YGK | HLFMGGVGNDGH 1 AFNE PAS S LASRTR 1KTL THDTRVANS R FFDNDVNGYPKYALTVGVGTLLDAEEVM

f. Secondary structure

Key:-
"\ Helix Ramachandran plot regions: Highlighted residues in top graphs
| "7 Beta strand v Most favoured g Generous are those that deviate by more

—— Random coil 8 Allowed ] Disallowed than 2.0 st. devs. from ideal




Chi-1 abs. mean dev.

Omega abs. mean dev.

Zeta abs. mean dev.

100

D = N W A W

Residue properties
bref2803-nh

a. Absolute deviation from mean Chi-1 value (excl. Pro)

210 220 230 240 250 260 290 . 280 = 200 = 300
Residue number

b. Absolute deviation from mean of omega torsion

250
Residue number

c. C-alpha chirality: abs. deviation of zeta torsion

250 260
Residue number

d. Max. deviation and Ramachandran plot region (see listing)
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+* ++
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e. Sequence

[ : i , : , : : . .
1LVLGSQKALALQAAVEGCYNHVWT 1 SCLQLHPKA IMVCDEP S TMELKVKTLRY FNEL EAEN | KGLMAL I'PLTTAEQVGKWAARH I VNR INAFKPTADRF

f. Secondary structure
:]—W\\/V\/\——’VV\/\—{:—\/\/W\A/W\/\—’\/‘—II}—’\/\/\/\AMNV\——
Key:-

N\, Helix Ramachandran plot regions: Highlighted residues in top graphs
[ 1 Betastrand v Most favoured B Generous are those that deviate by more
—— Random coil 8 Allowed ] Disallowed than 2.0 st. devs. from ideal




Chi-1 abs. mean dev.

Omega abs. mean dev.

Zeta abs. mean dev.

Residue properties
bref2803-nh

a. Absolute deviation from mean Chi-1 value (excl. Pro)

350
Residue number

b. Absolute deviation from mean of omega torsion

3 320 330 340 350 360 370 380 390 0
Residue number

¢. C-alpha chirality: abs. deviation of zeta torsion

S = N W B W

Residue number

d. Max. deviation and Ramachandran plot region (see listing)

+
* * . s .

LI - - ey . s + "oy + +4

L L N P I N P e e L L N Y L T I O T P R B T T I I T T S P L O I N 1

e. Sequence

'FVLGLPTGGTPMTTYKALVEMHKAGQYS FKHVVTFNMDEYVGL PKEHPESYY S FMHRNFFNHVD | PAEN INLLNGNAPD I DAECRQYEEKI RS YGK [HLF

f. Secondary structure

—V— Y IYWNN——— "N AT VAVAVAVAVAV AV A e B
Key:-

N Helix Ramachandran plot regions: Highlighted residues in top graphs
("] Betastrand v Most favoured @ Generous are those that deviate by more

—— Random coil @ Allowed J Disallowed than 2.0 st. devs. from ideal




Chi-1 abs. mean dev.

Omega abs. mean dev.

Zeta abs. mean dev.

Residue properties
bref2803-nh

a. Absolute deviation from mean Chi-1 value (excl. Pro)

450
Residue number

b. Absolute deviation from mean of omega torsion

450 460 470 480 490 500
Residue number

c. C-alpha chirality: abs. deviation of zeta torsion

O = N W KA W

450 460
Residue number

d. Max. deviation and Ramachandran plot region (see listing)

e. Sequence

MGGVGNDGH IAFNEPAS SLASRTR IKTLTHDTRYANSRFFDNDVNQVPKYALTVGVGTLLDAEEVMI LVLGS QKALALQAAYEGCVNIWT 1 SCLQLHPK

f. Secondary structure

—

—

Key:-
VAV
U

Helix
Beta strand
Random coil

— - NANANATTT AN AANANANA——— AAANA

Ramachandran plot regions: Highlighted residues in top graphs
v Most favoured E Generous are those that deviate by more
8 Allowed | Disallowed than 2.0 st. devs. from ideal




Chi-1 abs. mean dev.

Omega abs. mean dev.

Zeta abs. mean dev.

100

Residue properties

bref2803-nh

Y
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a. Absolute deviation from mean Chi-1 value (excl. Pro)

550

Residue number

b. Absolute deviation from mean of omega torsion

550 560

Residue number

S = N W A W

Residue number

d. Max. deviation and Ramachandran plot region (see listing)
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'.‘...4.._._l.‘...i....'...t“.'

e. Sequence

A IMVCDE PSTMELKVKTLRYFNELEAENIKGL

f. Secondary structure
O A— AWV —

Key:-

~/\, Helix Ramachandran plot regions:

(.77 Beta strand v Most favoured @ Generous
~—— Random coil @ Allowed | Disallowed

Highlighted residues in top graphs
are those that deviate by more
than 2.0 st. devs. from ideal




APENDICE C

Graficos de analise da qualidade estereoquimica feitos pelo programa
PROCHECK (Moris, A.L. et al., 1992) para os complexos: enzima
ativador-P; enzima inibidor-P; e enzima 2-inibidor.

e Grafico de Ramachandran da enzima ativador-P; ... Cl
e Grafico dos angulos Quil versus Qui2 dos residuos da enzima ativador-P;................. C2
e Graficos que analisam os parametros da cadeia principal: qualidade do grafico de
Ramachandran, planaridade da ligagdo peptidica, medida dos maus contatos de atomos ndo
ligados, distor¢do dos dngulos do carbono «, energias das pontes de hidrogénio da enzima

AVAAOT-Pi........o C3
o Graficos que analisam os angulos diédricos da cadeia lateral da enzima ativador-P;..... C4
e Grafico de Ramachandran da enzima inibidor-P; ..o, C5
¢ Grafico dos angulos Quil versus Qui2 dos residuos da enzima inibidor-P;.................. C6

o Graficos que analisam os pardmetros da cadeia principal: qualidade do grafico de
Ramachandran, planaridade da ligagdo peptidica, medida dos maus contatos de atomos ndo
ligados, distor¢do dos angulos do carbono «, energias das pontes de hidrogénio da enzima

IIDIAOT-Pi......o e e Cc7
o Graficos que analisam os dngulos diédricos da cadeia lateral da enzima inibidor-P;...... C8
e Grafico de Ramachandran da enzima 2 inibidor.......................ccoi C9
e Grafico dos angulos Quil versus Qui2 dos residuos da enzima 2-inibidor.................. C10

e Graficos que analisam os pardmetros da cadeia principal: qualidade do grafico de
Ramachandran, planaridade da ligagdo peptidica, medida dos maus contatos de atomos nio
ligados, distor¢ao dos angulos do carbono a, energias das pontes de hidrogénio da enzima
2-IMIDIAOT. ... e Cll1

o QGraficos que analisam os angulos diédricos da cadeia lateral da enzima 2-inibidor...... Cl2



Psi (degrees)

Ramachandran Plot
ativador

180

135

90

45 1

45 90 135 180
Phi (degrees)

Plot statistics

Residues in most favoured regions [A,B,L] 422 90.2%
Residues in additional allowed regions {a,b,lp] 44 9.4%
Residues in generously allowed regions [~a,~b,~1,~p] 2 04%
Residues in disallowed regions 0 0.0%
Number of non-glycine and non-proline residues 468 100.0%
Number of end-residues 4
Number of glycine residues (shown as triangles) 34
Number of proline residues 26
Total number of residues 532

Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms
and R-factor no greater than 20%, a good quality model would be expected

to have over 90% in the most favoured regions.
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Plot of Chi-1 vs Chi-2
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Total number of residues = 532

Number of residues plotted = 322
Number of labelled residues = 41

The dashed crosses represent the gauche minus, trans, and gauche plus regions for the Chi-1 and Chi-2
dihedral angles. The width of each cross is approximately one standard deviation. The points should
therefore cluster around these crosses. Points more than 2.5 standard deviations from the ideal
are labelled

360
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%-tage of residues in most favoured regions

Bad contacts per 100 residues

Standard deviation (kcal/mol)

Main-chain parameters
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0oa. Ramachandran plot quality assessment
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d. Alpha carbon tetrahedral distortion
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ativador

Plot statistics

Comparison values  No. of

) No.of Parameter Typical Band  band widths
Stereochemical parameter data pts value value width  from mean
a. %-tage residuesin A, B, L 468 90.2 82.6 10.0 0.8  Better
b. Omega angle st dev 530 1.4 6.0 3.0 -1.5  BETTER
c. Bad contacts / 100 residues 16 3.0 5.2 10.0 -0.2  Better
d. Zeta angle st dev 498 1.5 3.1 1.6 -1.0 BETTER
e. H-bond energy st dev 342 0.7 0.8 0.2 -0.8  Better




C-4

Standard deviation (degrees) Standard deviation (degrees)

Standard deviation (degrees)

Side-chain parameters

ativador
a. Chi-1 gauche minus b. Chi-1 trans
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5 Oe. Standard deviation of Chi-2 trans angle
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ativador

Resolution (Angstroms)
Plot statistics
Comparison values No. of

) No.of Parameter Typical Band  band widths
Stereochemical parameter datapts  value value  width  from mean
a. Chi-1 gauche minus st dev 55 8.8 19.0 6.5 -1.6  BETTER
b. Ch}-l trans st dev 137 174 19.7 53 -0.4 Better
c. Chi-1 gauche plus st dev 236 13.3 18.3 49 -1.0 BETTER
d. Chi-1 pooled st dev 428 142 18.9 4.8 -1.0  Better
e. Chi-2 trans st dev 132 154 20.9 5.0 -1.1  BETTER




Psi (degrees)

180

135

90

45

inib_po

-45 0 45 90
Phi (degrees)

Plot statistics

Residues in most favoured regions [A,B,L] 423
Residues in additional allowed regions [a,b,1,p] 42
Residues in generously allowed regions [~a,~b,~L,~p] 3
Residues in disallowed regions 0
Number of non-glycine and non-proline residues 468
Number of end-residues 4
Number of glycine residues (shown as triangles) 34
Number of proline residues 26
Total number of residues 532

Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms
and R-factor no greater than 20%, a good quality model would be expected

to have over 90% in the most favoured regions.

135 180

90.4%
9.0%
0.6%
0.0%

100.0%
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Total number of residues = 532

Number of residues plotted = 322
Number of labelled residues = 39

The dashed crosses represent the gauche minus, trans, and gauche plus regions for the Chi-1 and Chi-2
dihedral angles. The width of each cross is approximately one standard deviation. The points should
therefore cluster around these crosses. Points more than 2.5 standard deviations from the ideal
are labelled

360




C-7

%-tage of residues in most favoured regions

Bad contacts per 100 residues

Standard deviation (kcal/mol)

Main-chain parameters

inib_po

IOOa‘ Ramachandran plot quality assessment
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7 (c) Measure of bad non-bonded interactions
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e. Hydrogen bond energies

10 15 20 25 30 35 40
Resolution (Angstroms)

Standard deviation (degrees)

2?. Peptide bond planarity - omega angle sd
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0 d. Alpha carbon tetrabedral distortion
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inib_po

Plot statistics

Comparison values  No. of

) No.of Parameter Typical Band  band widths
Stereochemical parameter datapts  value value  width  from mean
a. %-tage residues in A, B, L 468 90.4 82.6 10.0 0.8  Better
b. Omega angle st dev 530 1.3 6.0 3.0 -1.6
c. Bad contacts / 100 residues 11 2.1 5.2 10.0 -0.3  Better
d. Zeta angle st dev 498 1.4 3.1 1.6 -1.0 BETTER
e. H-bond energy st dev 342 0.7 0.8 0.2 -0.8  Better




C-8

Standard deviation (degrees)

Standard deviation (degrees)

Standard deviation (degrees)

Side-chain parameters
B
50 a (?hi-; gauche minus mlb_p : b. Chi-1 trans
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Standard deviation (degrees)
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p Oe. Standard deviation of Chi-2 trans angle
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Resolution (Angstroms)

Plot statistics

Comparison values  No. of
No.of Parameter Typical Band  band widths

Stereochemical parameter data pts value value width  from mean

a, Chi'-l gauche minus st dev 55 8.4 19.0 6.5 -1.6 BETTER
b. Chi-1 trans st dev 135 16.7 197 53 -0.6  Better

c. Chx.-l gauche plus st dev 238 14.0 18.3 49 -0.9  Better

d. Chi-1 pooled st dev 428 14.3 18.9 43 -1.0  Better

e. Chi-2 trans st dev 133 14.8 20.9 5.0 -1.2 BETTER




Psi (degrees)

Ramachandran Plot
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Plot statistics

Residues in most favoured regions [A B,L] 424
Residues in additional allowed regions [ab.l,p] 40
Residues in generously allowed regions [~a,~b,~1,~p] 4
Residues in disallowed regions 0
Number of non-glycine and non-proline residues 468
Number of end-residues 4
Number of glycine residues (shown as triangles) 34
Number of proline residues 26
Total number of residues 532

Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms
and R-factor no greater than 20%, a good quality model would be expected

to have over 90% in the most favoured regions.

90.6%
8.5%
0.9%
0.0%

100.0%




C-10

Chi-2 (degrees)
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Plot of Chi-1 vs Chi-2
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Total number of residues = 532

Number of residues plotted = 322
Number of labelled residues = 41

The dashed crosses represent the gauche minus, trans, and gauche plus regions for the Chi- 1 and Chi-2
dihedral angles. The width of each cross is approximately one standard deviation. The points should
therefore cluster around these crosses. Points more than 2.5 standard deviations from the ideal
are labelled
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Bad contacts per 100 residues
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Plot statistics

Comparison values No. of
No.of Parameter Typical Band  band widths

Stereochemical parameter data pts value value width  from mean

a. %-tage residuesin A, B, L 468 90.6 82.6 10.0 0.8  Better

b. Omega angle st dev 530 1.3 6.0 3.0 -1.6 BETTER
c. Bad contacts / 100 residues 15 28 5.2 10.0 -0.2  Better

d. Zeta angle st dev 498 1.5 31 1.6 -1.0 BETTER

e. H-bond energy st dev 340 0.7 0.8 0.2 -0.8 Better
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Standard deviation (degrees)
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Side-chain parameters
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50

15 20 25 30 35
Resolution (Angstroms)
¢. Chi-1 gauche plus

50

0 ¥ 1 L ¥ ¥
1.0 15 20 25 30 35
Resolution (Angstroms)

5 (f' Standard deviation of Chi-2 trans angle

4,

0

Standard deviation (degrees)

Standard deviation (degrees)

b. Chi-1 trans
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Plot statistics
Comparison values  No. of
. No.of Parameter Typical Band  band widths

Stereochemical parameter data pts value value width from mean
a. Chi-1 gauche minus st dev 55 9.4 19.0 6.5 -1.5 BETTER
b. Chi-1 trans st dev 135 16.7 19.7 53 -0.6  Better
c. Chi-1 gauche plus st dev 238 144 18.3 4.9 -0.8 Better
d. Chi-1 pooled st dev 428 14.7 18.9 4.8 -0.9  Better
e. Chi-2 trans st dev 131 137 20.9 50 -1.4 BETTER




