Métodos de determinacdo da estrutura
de macromoléculas



Cristalografia de raios X

* Purificagdo da proteina
+ Obtengdo de cristais de proteina

- Recolha de dados

+ Determinacdo das fases

- Refinamento da estrutura

- Validacdo da estrutura
+ Deposigdo e/ou publicagdo da estrutura



Purificacdo

» Conhecimento da sequéncia
- Sistema de expressao ?
+ Técnicas standard de purificagdo de proteina

»+ Obtengdo de quantidades na ordem do
miligrama

* A proteina deve ter uma pureza superior a
97 % para que a cristalizagdo seja vidvel
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Cristalizacdo

- Dificuldade de cristalizacdo:
as macromoléculas sdo objectos irregulares com superficies de
contacto relativamente pequenas

» Crescimento lento:
os cristais podem demorar meses até atingirem as dimensdes
necessarios (~0.5 mm)

+ Depedendéncia de miltiplos parametros:
pH, temperatura, concentragdo de proteina, solvente,
precipitantes, ides e outros ligandos. Por vezes usam-se robds de
cristalizagdo para varrer um conjunto vasto de combinagdes
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Cristal de lisozima

» Os cristas de proteina contém uma quantidade elevada de dgua

* O empacotamento € muito menos denso que num cristal idnico
como o cloreto de sédio

Cristal de cloreto de sodio



» Cristal vs solucao



Robo de cristalizacdo

Douglas Instruments
Success in protein crystallization



Software de controlo
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Método da gota pendente

» Cerca de 10 uL de uma solugdo de 10 mg/ml de proteina é colocada huma placa de vidro

* A placa € invertida sobre um copo contendo ~ 1 mL de uma solugdo concentrada de
precipitante, por exp. sulfato de amonia

» O equilibrio entre a gota e a solugdo é atingido lentamente por difusdo de vapor, e a
concentragdo de proteina aumenta por perda de dgua para o reservatoério, até ser
atingido o limite de saturagdo, com a consequente precipitagdo da proteina e formagdo de
cristais (se as condigdes forem propicias!)
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Cristais de proteina
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Producdo de raios X

Tubo de descarga de Crookes (cerca de 1900)

* A grande diferenga de potencial entre catodo e dnodo produz descarga de electrées
sobre o dnodo. A travagem dos electrdes no dnodo é acompanhada de produgdo de raios X
(Bremsstrahlung , radiagdo de travagem)

* O primeiro tipo de tubo de raios X, muito pouco eficiente. Opera com um vdcuo de cerca
de um 1 Torr



Producdo de raios X

K - catodo

A - @nodo

C - sistema de refrigeragao
W, W, - agua

X -raios X

-0 ©

Tubo de Coolidge

* Os electrdes libertam-se do catodo por emissdo termionica, sendo acelerados até ao
anodo

- O sobreaquecimento do anodo ¢ evitado através de um sistema de arrefecimento a dgua



Producdo de raios X

C - catodo

A - anodo Tubo de Anodo rotativo

C - sistema de refrigeragao
W - janela

T - zona alvo

» O @nodo roda para expor diferentes ao feixe de raios X e assim dissipar calor numa
drea mais extensa

» E o0 design mais usado actualmente para fontes monocromdticas de raios X



Radiacdo sincrotronica

magneto

/ /’ . N

Beam lines

* Radiagdo X produzida pela aceleragdo de electrdoes num acelerador circular (sincrotrdo)

* Produz feixes extraordindriamente intensos, que podem ser monocromaticos ou
policromdticos

- Permite tempos de medigdo muito mais curtos

* Instalagdes geridas e partilhadas por consdrcios de paises, p.exp o ESRF (European
Synchrotron Radiation Facility) em Grenoble






Recolha de dados - gonidmetro

* O cristal € montado huma cabega movel (goniometro), que permite a orientagdo do
cristal de acordo com os seus eixos de simetria

cristal

Goniémetro



Recolha de dados

- O cristal roda sobre o feixe de raios, e os raios difractados sdo recolhidos num
detector

feixe de raios X cristal

==  detector

goniémetro




Difractometro de raios X
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Dados de difracg¢do

* Os raios X difractados pelo cristal produzem um padrdo de pontos na superficie do
detector.
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Lei de Bragg

unit cell

crystal |

(a) (b)

diffracted
beam

d - distancia entre dois planos
A - comprimento de onda

0 - angulo de incidéncia

BC=CD=d-.sinb

()

2dsind=nA



Cdlculo da distancia entre planos

* A lei de Bragg pode ser usada para calcular a distancia entre dois planos, se o dngulo
do raio difractado for conhecido, bem como o comprimento de onda da radiagdo X
usada.
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Espaco real versus espago reciproco

» Os dados recolhidos pelo detector podem ser encarados como sendo uma secgdo
numa rede tridimensional de pontos igualmente espagadas. A cada conjunto de planos
no cristal corresponde um ponto do espaco reciproco.
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Espalhamento e periodicidade

1 atom na origem

2 atoms em -a/2 e +a/2

Intensity —>

3 atomsem-a,0e +a

4 atomos em -(3/2)a, -
(1/2)a,+(1/2)a,+(3/2)a

Numero infinito de atomos

(b)



Espalhamento numa rede bi-dimensional
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Reconstrucdo da estrutura

O padrdo produzido por um reticulo periddico de moléculas é idéntico ao da mélecula
isolado, mas apenas mensurdvel num conjunto discreto de pontos:

periodicidade

A partir do padrdo de espalhamento da molécula isolada seria possivel reconstruir a
estrutura da molécula original:

Transformada de Fourier




Reconstrucdo da estrutura

* Cada reflexdo (h,k,]) pode ser descrita por um factor de estrutura F
n
2ri(hx+ky . +iz )
Ezkl — Zf‘]e J JTE
j=1

* A densidade electrénica p(x,y,z) pode ser calculada a partir de

p(xa Vs Z) = lyyyﬂkle_zm(hx+ky+lz)
V h k1

Note-se que os factores de estrutura F,,, tém uma amp/itude e uma fase!

As intensidades medidas I sdo proporcionais a amplitude dos factores de estrutura:

[ |Fhkz

|2



(0,0.0)

(h,k,1)




Problema das fases

+ Os factores de estrutura tem fase e
amplitude, mas a intensidade dos pontos dd
apenas a amplitude

A maioria da informagdo estrutural esta na
fase

* Formas de resolver as fases:
- Sintese de Patterson
- Substituigdo isomorfica (metais pesados)
- Substituicdo molecular
- MAD (multiple anomalous dispersion)
- Métodos directos



Importdncia das fases

Sintese de Fourier usando apenas as Sintese de Fourier usando apenas as
intensidades fases

,O(X, v, Z) — l Z Z Z F;zkle_zm(hXJrkyHZ)
V h k1



Substituicdo isomorfica

Imaginary

—> Real

*Um dnico dtomo de mercdrio é capaz de produzir uma diferenca média de 30% entre
os factores de estrutura da molécula original (Fp) e a molécula substituida (Fpy) para
uma proteina de 40000 d !



Densidade electronica




Interpretar a densidade




Modelar a estrutura na densidade electroénica

(a) ()



Refinamento da estrutura

Medicdo de reflexades
Estimativa das fases

Obtengdo de um modelo, com ajuda de informagdo
estereoquimica

Transformada de Fourier inversa para obter as
intensidades e fases "tedricas” produzindo o modelo

Uso das novas fases tedricas junto com as
intensidades para criar um novo modelo

Voltar a 3
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Efeito da resolucdo




