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Resumo

As enzimas da familia da tiossulfato desidrogenase (TsdA) sdo, usualmente,
citocromos ¢ di-hémicos podendo ter actividade bifuncional de tiossulfato
desidrogenase/redutase de tetrationato dependendo das necessidades metabdlicas do
organismo em que se encontram. Em Campylobacter jejuni, um patogénico microaerdfilo da
mucosa intestinal, a TsdA_Cj funciona como redutase de tetrationato, reduzindo tetrationato a
tiossulfato. Esta dissertacdo focou-se no estudo estrutural dos mutantes K252G e N254G de
C. jejuni por cristalografia de raios-X tendo-se obtido a sua estrutura tridimensional as
resolucdes de 1,94 (incubacdo com tiossulfato), 1,86 (incubac@o com ascorbato) e 1,78 A.

Este estudo revelou que em TsdA_Cj o ligando proximal do hemo 1 (catalitico) é His”
e o ligando distal é Cys'*®, tal como His*"’ e Met* para o hemo 2 (centro de transferéncia de

255 4

eletrdes). O local de ligacdo ao centro ativo é através da Cys'"™® que, tal como a Met™”, é

indispensavel para a func¢ao enzimadtica da proteina.

Palavras-chave: Biologia estrutural, cristalografia, enzimas, estrutura 3D
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Abstract — Structural study on thiossulfate dehydrogenase from
Campylobacter jejuni

Proteins of the thiosulfate dehydrogenase (TsdA) family are bifunctional diheam
cytochromes ¢ having thiosulfate dehydrogenase / tetrathionate reductase activities. These
different catalytic activities are intimately related with the metabolic needs of the organism in
which they are present. In Campylobacter jejuni, TsdA funtions as a tetrathionate reductase,
reducing tetrathionate to thiosulfate.

This dissertation focused on the structural study of some C. jejuni variants, namely
K252G and N254G mutants, by X-ray crystallography. Recurring to synchrotron radiation,
we could obtain the crystallographic structures with 1.94 A (incubation with thiosulphate),
1.86 A (incubation with ascorbate) and 1.78 A.

This study uncovered that His” serves as the proximal ligand of heme 1 (catalytic) and

% as the distal ligand. His*”’ and Met™ serve as proximal and distal ligands,

Cys
respectively, for heme 2 (the electron transfer center). The binding site lies in a cleft close to

amino acid Cys13 ¥ with this residue being essential for catalysis.

Keywords: Structural biology, crystallography, enzymes, 3D structural
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|F cqicl: Amplitude do fator de estrutura calculado

|Fops|: Amplitude do fator de estrutura observado

2F obs=Fear: 2IF pservado) = IFcaicuiado): onde F sdo fatores de estrutura

A. vinosum: Allochromatium vinosum

Ala/A: Alanina

Asn/N: Asparagina

C. jejuni: Campylobacter jejuni

Cys/C: Cisteina

E. coli: Escherichia coli

F.a: Fator de estrutura calculado

Fons: Fator de estrutura observado

Gly/G: Glicina

His/H: Histidina

I1ia: Intensidade da reflexdo

Lys/K: Lisina

Mpb: Milhares de pares de bases

Met/M: Metionina

PDB: (Sigla inglesa: Protein Data Bank) é uma base de dados onde se encontram
depositados os modelos tridimensionais de todas as macromoléculas determinados até
hoje e que sdo dominio publico.

PEG: Polietilenoglicol (normalmente a este polimero estd associado a sua massa
molar. Por exemplo, PEG 400 tem uma massa molar média de 400 g/mol).

TdsA: Tiossulfato desidrogenase.

TsdA_Av: Enzima tiossulfato desidrogenase de Allochromatium vinosum

TdsA_Cj: Enzima tiossulfato desidrogenase de Campylobacter jejuni
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mutacgio

TsdA_Cj C138G: Enzima tiossulfato desidrogenase de Campylobacter jejuni com
uma mutacdo na cisteina 138 para glicina

TsdA_Cj K252G: Enzima tiossulfato desidrogenase de Campylobacter jejuni com

uma mutac¢ao na lisina 252 para glicina
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TsdA_Cj N254G: Enzima tiossulfato desidrogenase de Campylobacter jejuni com
uma mutagdo na asparagina 254 para glicina.

TsdA_Cj M255G: Enzima tiossulfato desidrogenase de Campylobacter jejuni com
uma mutagdo na metionina 255 para glicina

TsdBA_Mp: Enzima tiossulfato desidrogenase de Marichromatium purpuratum

®: Angulo em torno da ligacdo N-Ca da cadeia polipeptidica

¥: Angulo em torno da ligagio C-Ca da cadeia polipeptidica
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1. Tema em estudo: Introducao geral

As enzimas da familia da TsdA caraterizadas até a data (TsdA de Allochromatium
(A.) vinosum, TsdA de Campylobacter (C.) jejuni e TsdAB de Marichromatium (M.)
purpuratum) catalisam tanto a oxidacdo de tiossulfato (25,05~ - S,0%™ + 2e™) como
a reducdo de tetrationato (5,02~ + 2e~ — 25,037) (1), sendo que estas sdo fungdes
amplamente difundidas entre os organismos procariotas (2).

Apesar da ocorréncia generalizada da formagdo de tetrationato e a sua relevancia
no ciclo do enxofre estar bem documentada, a informagao estrutural sobre as enzimas
que catalisam a condensacdo oxidativa de dois anides de tiossulfato a tetrationato é
escassa (2). Para se tentar preencher esta lacuna, iniciou-se anteriormente no
Laboratério de Cristalografia de Proteinas Membranares do ITQB NOVA, um estudo
estrutural e bioquimico das enzimas TsdA de A. vinosum e TsdAB de M. purpuratum.
Tendo o gene que as codifica sido expressado recombinantemente, e a proteina
purificada e caraterizada cinética e espetroscopicamente. Além disso, determinaram-se
as estruturas cristalograficas destas enzimas em vdrios estados redox e em complexo
com varios ligandos (2; 3). Estas bactérias sulfurosas rosas (A. vinosum e M.
purpuratum) necessitam da proteina TsdA para a sua sobrevivéncia, e crescem com a
oxidacdo de compostos de enxofre reduzidos.

Dada a distribuicdo generalizada de TsdAs, tal como a C. jejuni, muitas outras
bactérias sulfurosas apresentam maior capacidade de crescimento em tetrationato. Esta
capacidade pode servir como uma vantagem ao longo da evolugdo para se adaptar
rapidamente as mudangas ambientais e a disponibilidade do substrato (2). Outro fator
interessante é que C. jejuni € um agente patogénio microaeréfilo alimentar da mucosa
intestinal, que na maioria dos casos € responsdvel por gastroenterite bacteriana
(campilobacteriase). Esta doenca provoca uma diarreia sanguinea aguda, podendo
também causar paralisia neuromuscular e até mesmo a morte (1). Causa um maior
nimero de infe¢des humanas transmitidas pelos alimentos, sendo mais prevalente que a
Salmonella. Por outro lado, sabe-se que o tetrationato pode ser produzido na mucosa
intestinal de vertebrados, a partir da oxidagdo de tiossulfato por espécies reativas de
oxigénio durante os processos inflamatorios, e a capacidade de reduzir o tetrationato
possibilita o crescimento desta bactéria no intestino do hospedeiro (4; 5). Ou seja, esta
patologia pode estar intimamente ligada a enzima TsdA e a sua capacidade de formar

tetrationato tendo, uma vez que a proteina TsdA € essencial para a sobrevivéncia deste
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microrganismo. Por isso, hd um enorme interesse no estudo da TsdA_Cj, para possivel
desenvolvimento de inibidores que possam vir a inibir a proteia e consequentemente
este microrganismo.

Estas enzimas exibem propriedades cataliticas muito diferentes, dependendo do
organismo de onde provém tendo demonstrado diferencas relativamente a
direccionalidade da reacao (1).

Neste projeto cientifico, decidiu-se determinar a estrutura cristalografica da
enzima TsdA de C. jejuni, uma tetrationato redutase/tiossulfato desidrogenase
bifuncional (4), que apresenta uma clara preferéncia para a reducdo de tetrationato em
detrimento da oxidacdo de tiossulfato (1). A enzima TsdA de C.jejuni € uma enzima
homoéloga a TsdA de A. vinosum (que neste caso € essencialmente tiossulfato
desidrogenase), que apds estudos cinéticos foi também possivel confirmar a sua bi-
funcionalidade (4). Estas proteinas homdlogas sdo constituidas por dois dominios, cada
um contendo um hemo hexacoordenado. Deste modo, pretendeu-se aprofundar o
conhecimento da sua estrutura, o seu mecanismo catalitico e fluxo de eletrdes ao longo
dos hemos da proteina TsdA_Cj, comparando-os com os resultados e conclusdes
obtidos no estudo anterior da TsdA_Av.

Deste modo, por Cristalografia de raios-X procedeu-se a obtencdo da estrutura
tridimensional da “as isolated” e de alguns mutantes de residuos especificos da TsdA de
C. jejuni em diversos estados de oxidagdo-reducdo, em complexo com substrato e
produto. Estudos complementares e a decorrer no laboratério permitirdo de futuro

propor um mecanismo para a atividade catalitica da enzima.
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2.0bjetivos

O principal objetivo deste projeto consiste no estudo estrutural da enzima
tiossulfato desidrogenase (TsdA) envolvida no metabolismo de enxofre em

Campylobacter jejuni.

2.1. Objetivos gerais

- Ter conhecimento dos conceitos e metodologias relacionados no processo de
cristalizacdo, para a obtencdo de modelos tridimensionais de variantes da enzima
TsdA_Cj, comparando-as entre si € com outras enzimas homoélogas que se encontram
no PDB.

- Realizagdo de ensaios de cristalizacdo da enzima TsdA ja purificada;

- Otimizagdo das condicdes de cristalizagdo iniciais, para se obter cristais de boa
qualidade e que difratem a radiag¢do de raios-X,

- Execu¢ao da medicao e andlise de dados de difrac@o de raios-X dos cristais obtidos, e
posterior determinacdo da estrutura tridimensional de TsdA por Cristalografia de raios-
X;

- Caracterizagdo e andlise da estrutura tridimensional de TsdA em diversos estados de
oxidagdo-redu¢do, em conjunto com ligandos de alguns mutantes de residuos
especificos, com o intuito de compreender este importante processo bioquimico e

propor um mecanismo.
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3.Introducao tedrica

Os genomas bacterianos codificam uma vasta gama de enzimas que sao
fundamentais para a vida da célula e em especial na respiracdo celular. Estas
possibilitam o bom funcionamento da cadeia transportadora de eletrdes e permitem a
sobrevivéncia destes microrganismos a diversidade ecoldgica. Deste modo, estes seres
procariotas t€ém a capacidade de facilitar o seu crescimento, através de vérias oxidagoes
e reducdes de substratos, em condi¢des de anaerobiose e aerobiose (6).

Ao longo das dtltimas décadas, a importdncia do conhecimento ao nivel
estrutural, a sua compreensao, a base quimica e o mecanismo de funcionamento de uma
determinada proteina tornou-se evidente. Neste sentido, a cristalografia de proteinas
desempenha um papel crucial nesta demanda de conhecimento, tendo sofrido uma

enorme expansao e desenvolvimento (7).

3.1. Relevancia do enxofre nos sistemas biolégicos

O interesse no estudo das diversas fungdes em processos envolvendo o elemento
quimico enxofre (simbolo quimico “S”) tem crescido ao longo dos ultimos anos,
nomeadamente na biologia molecular e celular, bioquimica e ecologia (8). O enxofre
encontra-se distribuido pela natureza, € um elemento muito versitil, tem uma
complexidade ao nivel bioquimico que lhe permite ter diversos estados de oxidagao,
podendo variar de -2 (em sulfureto) a +6 (em sulfato), e manifesta uma elevada
reatividade nas suas formas reduzidas (ver Tabela 1) (8).

O enxofre, enquanto elemento quimico, depende da atividade microbiana para a
sua distribuicao ambiental e suas transformacdes (9), estando envolvido na constituicdo
de moléculas bioldgicas (compostos organicos de enxofre primarios), como
aminodcidos (cisteina e metionina), coenzimas (biotina, 4cido lipdico, tiamina e
coenzima A), metabolitos (glutationa) bem como nas macromoléculas derivadas destes
(10; 8; 11). Por outro lado, o enxofre pode ser sintetizado por plantas formando
compostos de enxofre secunddrios de grande heterogeneidade quimica e restricdao

taxonémica. Estes compostos podem funcionar na defesa da planta contra agentes

patogénicos, insetos e outros herbivoros (8).
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Tabela 1: Importantes compostos inorganicos de enxofre e seus estados de oxidacio. Adaptada de (8).

Composto Foérmula quimica Estado de oxidacao do enxofre
Sulfato SO42' +6
Tiossulfato S,05" +5 (sulfona S) / — 1 (sulfano S)
Politionato "035(5),SO5° +5 (sulfona S) / 4+ 0 (interior S)
Sulfito SO5™ +4
Enxofre Sh (S anéis), S, ou S, (S 0
elementar polimérico)
Polisulfureto Snz' -1 (terminal S) / + O (interior S)
Sulfureto HS/S™ 2

Este elemento quimico encontra-se disponivel na maioria dos sistemas
bioldgicos, principalmente na forma de sulfato (SO,4*) ou sulfureto (HS/S>), na 4gua e
solo, mas também como diéxido de enxofre (SO,) na atmosfera. Por outro lado, existem
outros compostos que desempenham um pequeno mas muito importante papel, tais
como o tiossulfato (82032'), os politionatos (Sn062'), os sulféxidos (R-S(=0)-R") e o
enxofre elementar (S°) (8). De salientar que os compostos de enxofre de oxidagdo
intermédia (tais como o sulfito (5032') e o polisulfureto (Snz')) podem ser utilizados
como dadores ou recetores de eletrdes, em processos redox (8). O enxofre tem também
tendéncia a formar uma enorme diversidade de cadeias de anéis, preferencialmente com
estado de oxidagao 0, como € o caso do enxofre elementar. Por outro lado, em diferentes
condi¢cdes ambientais de pressdo e temperatura, o enxofre surge com anéis de tamanhos
diferentes (S,) ou cadeias poliméricas de elevada massa molecular (S, ou S.,) (8). Os
compostos de enxofre inorginicos apresentam uma relevancia biolégica (Tabela 1)

como se verifica do ciclo biolégico do enxofre (8).

3.1.1. Ciclo e metabolismo de enxofre em procariotas
O enxofre é um nutriente essencial para todos os organismos (12). Este elemento
foi inicialmente utilizado por organismos primitivos em sistemas de transferéncia de
eletroes. Hoje em dia, os aglomerados de ferro/enxofre sdo considerados uma base

indispensavel em processos que geram a energia da vida (8; 11).
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O ciclo de enxofre (Figura 1) € um dos principais ciclos biol6gicos na Natureza.
Este € constituido por uma série de reacdes de redu¢do que envolve a formacdo de
sulfuretos, e de reagdes redox que produzem o sulfato a partir de formas reduzidas de
enxofre. O sulfato € a forma mais oxidada do enxofre, sendo utilizado como nutriente
por diversos microrganismos (8; 10). O ciclo de enxofre é extremamente complexo uma
vez que este elemento se encontra em diferentes estados redox e as suas reagdes sao
catalisadas por diversas enzimas. Deste modo, o ciclo envolve vias metabdlicas

sequenciais, mediadas por diversos agentes bioldgicos (8; 13).
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Figura 1: Ilustracao simplificada do ciclo do enxofre.

O enxofre encontra-se na sua grande maioria na crosta terrestre e sedimentos, mas em menor quantidade na
atmosfera, podendo ser encontrado em diversos estados de oxida¢do nos compostos organicos e inorganicos. Uma
vez que ndo pode ser utilizado na sua forma elementar por organismos superiores, o enxofre tem de ser catalisado.
Sendo que, muitos microrganismos catalisam a sua oxidagdo e / ou reducdo, estabelecendo um ciclo. Adaptado de

(14).

Este ciclo biogeoquimico (Figura 1) é impulsionado por processos microbianos,
e apresenta duas vias complementares fundamentais (Figura 2) (15; 8): a mais
predominante é a reducdo dissimilatéria de sulfato por microrganismos marinhos,
restrita a procariotas (15; 8). Esta via tem como finalidade o fornecimento de energia
onde os compostos de enxofre sao dadores ou aceitadores de eletrdes, de acordo com o
rendimento energético (8; 10). A segunda via, menos predominante, é a de assimilacao

(Figura 2). Neste processo os compostos de enxofre auxiliam a biossintese de
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constituintes celulares que contenham enxofre. E realizada por muitos organismos

procariotas e eucariotas, e abrange a maioria dos grupos taxonémicos (15; 8).

Sulfato
Assimilacao . Dissimilagdo
Polisulfureto
Plantas PAPS/ /"TiUSSUWﬁTO Anoxigénico
e 1N g0 Fototréfico
ae 5
g outros Oxidante de
Cyanobacteria St enxofre
Outros Bactérias
M Dissimilagéo
Sulfureto oxidativa
@ Metabclismc@
de enxofre
Cisteina

Fel/s clusters

Qutros

Figura 2: Visao geral do ciclo do enxofre com énfase nos organismos fototroéficos.

O ciclo de enxofre inclui a generalizacdo dos processos de assimilacdo e dissimila¢do. Bactérias quimiolitotréficas
aerébias e anaerdbias tém a capacidade de dissimilar o sulfureto para produgéo de energia. Por outro lado, procariotas
marinhos t€ém a capacidade de realizar a dissimilacdio metabdlica e ativar o sulfato a 3'-5'-fosfoadenosina
fosfossulfato (PAPS), sem reduzir e assimilar sulfato. Sdo omissos os processos geoquimicos e atmosféricos.
Adaptado de (8).

3.2. Caracterizacao da Bactéria Campylobacter jejuni
A Campylobacter (C.). jejuni é um bacilo Gram negativo ndo esporulado, que
apresenta uma forma curvada ou espiral (Figura 3) (16; 17). O seu tamanho varia entre
0,2-0,5 um de largura e 0,5-5 pm de comprimento e é uma bactéria mével devido a
presenca de flagelos unipolares ou bipolares. O seu movimento pode ser condicionado
mediante a quantidade de oxigénio a que estd exposta. Esta bactéria ¢é
quimiorganotréfica, e € incapaz de utilizar aguicares, quer por oxidagdo quer por

fermentacao (18; 16). A espécie C. jejuni, pertence ao género Campylobacter, que
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constitui a familia da Campylobacteraceae, classe Epsilonproteobacteria, filo

Proteobacteria, reino Monera e dominio Bacteria (19).

/ :
C. jejuni com um flagelo z

unicoem cada extremidade ~—a
da célula (bipolar)

—— Forma espiral

STy

ASM Microbelibrary.org © LaGier, Pratt and Threadgill

Figura 3: Imagem microscépica de C. jejuni (82).
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Esta bactéria € considerada um agente patogénico muito versdtil, ¢é
metabolicamente ativa e apresenta uma atividade positiva para as enzimas catalase e
oxidase (17; 18). E um microrganismo microaeréfilo (os niveis de oxigénio deverdo ser
de 5-7 % (v/v) e de didxido de carbono de 5-10 % (v/v)) (17), tem um genoma
relativamente pequeno (1,7 Mpb), possui um sistema de transporte de eletrdoes
complexo, e respiracdo anaerdbia e aerdbia devido a sua cadeia respiratdria ramificada
(17; 4). E também considerada como termotolerante, crescendo lentamente a uma
temperatura entre 42-45 °C, sendo o seu crescimento inibido a uma temperatura inferior
a 30 °C ou superior a 47 °C (16; 18). Em estudos a algumas estirpes de C. jejuni,
observou-se que estas sdo capazes de reduzir tetrationato (respira¢do), permitindo-lhes
uma maior facilidade no seu crescimento na mucosa intestinal humana em condi¢des
limitadas de oxigénio (1). Esta capacidade de respirar tetrationato é importante para a
compreensdo da patogenicidade do organismo (1). Também ocorre transferéncia de
eletrdes, a partir dos dadores de baixo potencial redox de menaquinona a uma das duas
oxidases terminais, diretamente para a via de translocacdo de protdes pelo complexo do
citocromo bcl ao citocromo ¢ oxidase (4).

Este patogénico tem caréncia no sistema de transporte relativo a aquisi¢ido de
aminodcidos essenciais, determinados nutrientes e i0es a partir do exterior. Tudo ocorre

devido a sua capacidade limitada de biossintese.
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3.2.1. Patogeneidade da Bactéria Campylobacter jejuni

Diversas doencas podem ser veiculadas a partir de diversos alimentos. Embora a
maior parte das infe¢des sejam de origem bacteriana, as vias de infec¢do viral, fingica
ou intoxicacdes por toxinas provenientes do metabolismo microbiolégico desempenham
também um papel importante neste tipo de enfermidades (18). Em paises
industrializados, € muito frequente diagnosticar-se uma doenca gastrointestinal humana,
designada por campilobacteriase (20). Esta bactéria em cerca de 95 % dos casos
provoca diarreia, cdlicas abdominais e febre nos humanos (21; 16). Em casos raros,
numa pequena percentagem (cerca de 0,1 %), podem surgir algumas complicagdes apds
a infecao de C. jejuni, o que poderd levar a manifestacdo do Sindrome de Guillain-
Barré, causar paralisia muscular e, em alguns casos, a morte (4; 16).

Este microrganismo € transmitido ao homem através do consumo de carne de
origem avidria, do contato com animais de estimagdo (por exemplo cdes e gatos) e
também através da dgua contaminada (Figura 4). A transmissdo de C. jejuni também
representa um enorme risco quando sdo ingeridos alimentos que ndo sdo preparados
com as devidas condi¢des de higiene ou que ndo estdo devidamente pasteurizados. Por
outro lado, esta bactéria pode ser facilmente destruida pela desidratacdo de alimentos e
sua correta confecdo (20; 16; 21). Determinadas suscetibilidades clinicas individuais
(como por exemplo a reduzida acidez gastrica devido a utilizacdo de inibidores de
bombas de protdes) também influenciam esta transmissdo. As viagens ao estrangeiro,
sobretudo a paises com baixos niveis de higiene sanitdria (principalmente no mundo
ocidental), tém também sido indicadas como um fator de risco importante na
contaminacdo deste agente patogénico (22; 23). Na Figura 4, sdo representadas algumas
das possiveis vias de infecdo do Homem por C. jejuni. A campilobacteriase a nivel
epidemiolégico € pouco relevante, mas pode ocorrer uma infecdo cruzada entre
individuos (24). Esta transmissdo surge uma vez que o animal hospedeiro € utilizado
como um reservatdrio natural do agente patogénico na mucosa intestinal, culminando
com a sua colonizagdo. Apds contaminagao, a bactéria reside na camada epitelial da via
gastrointestinal humana podendo, deste modo, causar danos e consequentemente

perturbar a absorcao intestinal e secrecao (25).
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Figura 4: Possiveis vias de transmissao da C. jejuni, adaptado de (24).

3.3. Tiossulfato desidrogenase (TsdA) da bactéria
Campylobacter jejuni
Muitos microrganismos procariotas t€ém a capacidade de executar uma simples
oxidacdo de duas moléculas de tiossulfato (82032') a tetrationato (S4O62'), com a

concomitante libertacao de dois eletrdes muito importante para o ciclo de enxofre (26):
(25,03 - S,0% + 2e7)

Esta reacdo € catalisada reversivelmente pela enzima TsdA e ocorre nas
enzimas TsdA de A. vinosum e TsdA de M. purpuratum. Estas duas proteinas sao
fundamentais para a sobrevivéncia das bactérias de enxofre rosa em que se encontram.
No caso da TsdA_Av, esta € uma proteina di-hémica e utiliza o tiossulfato como um
doador de eletrdes, necessitando de um parceiro redox na células, para este ser o recetor
e possibilitando a realizacdo do fluxo de electrdes (26). Por outro lado, a TsdBA_Mp ¢é
uma proteina com 4 hemos, surgindo da fusdao da TsdA com a TsdB. Esta proteina
apresenta um fluxo de eletrdes completo, ndo necessita do auxilio de um para redox,

tendo a TsdB como recetor de eletrdes. Apesar desta diferenca muito interessante, que

11
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veio facultar muita informagao sobre o funcionamento do fluxo de electrées, ambas
crescem com a oxida¢do de compostos de enxofre reduzidos (26; 3).

Deste modo, foram realizados anteriormente estudos estruturais e
espetroscopicos UV-vis aos variantes destas enzimas, TsdA_Av e TsdBA_Mp. Porém,
como ainda existem algumas lacunas significativas no conhecimento, relativamente aos
papéis fisiolégicos e as propriedades bioquimicas na familia das proteinas TsdA, neste
projeto ird ser abordado um estudo estrutural a TsdA_Cj, semelhante ao ja realizado em
TdsA_Av (1). Por outro lado, sabe-se que muitas bactérias sulfurosas, que € o caso da
C. jejuni, necessitam recorrer a reducao de dois eletrdes de tetrationato em tiossulfato,
com a finalidade de lhes facilitar o seu crescimento em condi¢des anaerdbias,

realizando-se, uma reagdo inversa (4):

(S,02 + 2e™ — 2S5,0%7)

A proteina TsdA pode ndo ter o mesmo papel no funcionamento em diferentes
bactérias, mas € otimizada para a oxidag@o de tiossulfato ou reducdo de tetrationato, de
acordo com os requisitos fisiologicos e estilo de vida das bactérias especificas em causa
(26).

A TsdA de C. jejuni € uma enzima homdloga a TsdA de A. vinosum (apresentam
propriedades semelhantes) (1), e apds a realizacdo de diversos estudos cinéticos, foi
possivel confirmar a sua bi-funcionalidade (4). Esta enzima apresentou uma maior
afinidade para a reducdo do tetrationato (redutase), em relacdo a oxidagao de tiossulfato
(desidrogenase) (1). Ou seja, no caso da TsdA_Cj, o tetrationato € utilizado pelo
organismo como um aceitador de eletrdes alternativo para a respiracdo anaerdbia (3),
mas noutras duas proteinas da mesma familia (TsdA_Av e TsdAB em M. purpuratum)
ha a utilizacdo de tiossulfato como doador de eletrdes na respiracdo ou na fotossintese
destes microrganismos (1).

A TsdA_Cj esté relacionada com a campilobacteriase, uma patologia humana
(27) e a bactéria C. jejuni apresenta uma maior vantagem de crescimento em relagdo a
outras bactérias na flora comensal, que lhe permite a utilizacdo de tetrationato como
aceitador terminal de eletroes. Em condi¢des de oxigénio limitado na mucosa intestinal,
o crescimento deste patogénico microaerdfilo é estimulado por tetrationato, embora haja
uma auséncia de sequéncias do genoma de qualquer tipo conhecido por tetrationato

redutase (4).

12
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IKANRDKDFP DRKVKPLDMD VGPYDDSFST TQHRYGPYTN MIKK

Figura 5: Sequéncia clonada da proteina Tiossulfato desidrogenase (TsdA) de Campylobacter jejuni.

Nesta sequéncia estdo identificados as mutagdes feitas aos possiveis ligandos distais dos dois hemos. Relativamente

138

ao hemo 1, a mutacdo foi no residuo da Cys ™ (ligando distal) que estd indicada a rosa-claro e o motivo da ligagdo

proximal (CXXCH) a rosa-escuro. Para o hemo 2 foram feitas mutacSes aos residuos Lys™?, Asn®* e Met*>
(possiveis ligandos distais do hemo 2) que estdo assinaladas a verde-claro e o motivo proximal a verde-escuro.
Também estd ilustrado o sinal do péptido (vermelho) e o Strep-Tag (azul).

A numeracdo dos aminoacidos da TsdA_Cj € sem o sinal do péptido, mas inclui a marca Strep-Tag (28).

As enzimas da familia de TsdA sao citocromos ¢ di-hémicos, no caso da
TsdA_Cj € periplasmatica € monomérica com um peso molecular de 37 kDa (mais
propriamente de 37103 Da, ndo incluindo o sinal do péptido) (1). A sua sequéncia
(Figura 5) € constituida por 324 aminodcidos (28). Esta enzima tem dois locais de
ligacdo aos hemos ¢, que estdo ligados covalentemente a proteina por cisteinas do
motivo CXXCH (cada hemo tem um peso molecular de 616,51 Da) (26). Comparando-
se as caracteristicas estruturais entre TsdA_Av e TsdA_Cj (através da sobreposicdo de
estruturas), foi permitido obter uma melhor percecdo relativamente a ligagdo dos
dominios e dos hemos (ver Figura 6) (3). Este estudo abrange quatro mutantes por
substituicdo da Cys'®, Lys®?% Asn®*, Met* por Gly, mutacdes que afetam as ligacdes
tanto no hemo 1 como no hemo 2, com o intuito de complementar os testes cinéticos e

espectroscopicos realizados em pareceria com o grupo de investigacdo da Professora
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Christiane Dahl, Universidade de Bonn, Alemanha E importante saber se a natureza dos
residuos de ligacao aos hemos pode ou ndo alterar as propriedades cataliticas da enzima
(ambas as direcdes da reacdo sdo afetadas ou s6 uma delas) (1).

No hemo 1 os residuos His* e Cys'*®

s@o suscetiveis a terem uma ligacdo axial
ao dtomo de Ferro central (1). O estudo cinético relativo a substituicio de Cys'® por um
Gly demonstrada em Kurth, et. al, (1) indicou que este residuo ndo tem capacidade de
coordenar o ferro do hemo 1, tendo uma baixa intensidade a nivel de caraterizacdao
espetral (cerca de 622 nm) (1). Houve uma diminuicao dréstica da atividade enzimatica
comparativamente com a wild-type, e também afetou a reduc@o do tetrationato e a
oxidag¢do do tiossulfato, como indicado na Tabela 2. Deste modo, a ligacao da Cys138 ao
hemo 1 € essencial para a atividade enzimdtica da TsdA_Cj, o que tornou interessante
verificar a influéncia da proteina produzindo este mutante (4). A ligacdo axial His/Cys

parece ser rara em citocromos do tipo ¢ em procariotas, o que pode evidenciar uma

importancia especial na acumulagdo de energia no metabolismo de enxofre (26).

Hemo 1 Hemo 2

MpTsdBA 287 QTCAGCHLD MpTsdBA 402 EHCALCHGA

Ligandos AvTsdA 47 LACRHCHPG AvTsdA 158 ARCLACHGA
axiais CjTsdA 93 LSCSSCHAN CjTsdA 201 DKCAVCHQE

MpTsdBA 328 RIQGCFRY MpTsdBA 448 IAANMPLL

Ligandos AvTsdA 92 RIGDCFER AvTsdA 205 IKHKMPLG

distais CiTsdA 134 RINGCFER CGTsdA 251 IKENMPQG
Local de / l \

mutacio

G G G

Figura 6: Visao geral esquematica dos ambientes em torno do hemo 1 e do hemo 2 das proteinas TsdBA_Mp,

TsdA_AV e TsdA_Cj, adaptado de (1).

255 , como também

Relativamente ao hemo 2 o ligando distal é claramente a Met
foi demonstrado em Kurth, et. al, (1). Por outro lado, comparativamente a estrutura da
TsdA_Av, a coordenacgdo axial no estado de oxidagdo é His/Lys e hd um ligand-switch

entre o residuo Lys’® e o residuo vizinho Met*”

, quando hd uma reducdo da enzima
(1). A metionina é conservada em todas as sequéncias de TsdA (no caso da TsdA_Cj é

2 . . i o .. .
Met*’, ver na Figura 6), hd uma aparente variacdo da localizagcdo da lisina, que se situa
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préxima do terminal N (em TsdA_Cj é a Asn™*, ver na Figura 6) (1). Ou seja, estes
residuos estdo proximos do ferro do hemo 2, sendo potenciais ligandos ao hemo (1), por

255
houve

isso realizou-se a substituicdo destes residuos por glicinas. Na mutacdo da Met
um efeito dramdtico na catdlise de oxidacdo de tiossulfato, comparativamente com a
wild-type, sendo muito mais prejudicada do que a redugdo do tetrationato (Tabela 2) (1)
Os estudos cinéticos aos restantes mutantes em estudo da TsdA_Cj, apresentaram
algumas alteracdes relacionadas com a atividade enzimatica, nomeadamente no mutante
K252G as diregdes cataliticas com uma melhoria significativamente na dire¢ao oxidante
(Tabela 2) (1). Por outro lado o mutante N254G apresentou uma atividade muito mais

baixa na direcdo oxidante (Tabela 2), o que demonstra ser esta mais adaptada para

catalisar a direcdo redutora (1).

Tabela 2: Parametros cinéticos dos ensaios oxidativos e redutores dos cinco variantes da TsdA_Cj em estudo

(1).

TsdA Oxidacao de tiossulfato Reducio de tetrationato
(Vmax (units/mg)) (Vmax (units/mg))
Wild-type 1265 + 70 2328 + 273
Hemo 1 | Mutante C138G 2,1£03 3,71£0.,5
Mutante K252G 2782 + 275 3823 + 528
Hemo 2 | Mutante N254G 469 + 29 3284 £ 457
Mutante M255G 0,7+0,0 88 £ 13
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4. Cristalografia de raios-X

Durante milénios, os cristais despertaram um enorme interesse no homem,
embora este ndo possuisse informacdo sobre a sua natureza, propriedade e utilizagdo
(29). A cristalografia surgiu na segunda metade do séc. XX, e desde a primeira estrutura
de proteina determinada a 6.0 A, a da mioglobina por Sir John Cowdery Kendrew que
lhe valeu o Prémio Nobel da Quimica em 1962, muitas outras surgiram caraterizadas
por cristalografia de raios-X. Nesta técnica, muitos foram os pioneiros na difracdo,

incluindo Max Von Laue e os Bragg (pai e filho) (30; 31).

Com o passar do tempo, tomou-se consciéncia que o conhecimento estrutural é
uma ferramenta imprescindivel na compreensdo do mecanismo molecular da fun¢do da
proteina. Deste modo, houve uma enorme expansao no campo de cristalografia de
proteinas (7). Ocorreu uma melhoria significativa na producio e cristalizacdo de
macromoléculas, assim como nas fontes de raios-X, configuragdo experimental e
processamento de dados de difragdo. Outros aperfeicoamentos foram os ensaios de
cristalizacdo, que passaram a ser realizados automaticamente, com o auxilio de um
robot especializado e com condi¢des pré-estabelecidas (32). Verificou-se também um
aumento de estruturas de dados de difracdo de raios-X no Protein Data Bank (PDB;
http://www.rcsb.org/pdb) (7). Hoje em dia, a cristalografia de raios-X é considerada um
método com o intuito de se poder obter a informacdo estrutural de macromoléculas

bioldgicas com elevada resolucao (32).

4.1. Cristalizacao de proteinas

A cristalizacdo € um processo de obtencdo de condigdes muito complexo e
moroso, € possibilita o estudo da estrutura tridimensional de uma determinada proteina.
Pretende-se com este método um conhecimento detalhado da posi¢do dos atomos,
interacOes atomicas especificas, a sua mobilidade e flexibilidade da molécula, assim
como o local do centro ativo e o mecanismo de reacdo da enzima, as alteracdes
conformacionais que surgem apds a ligacdo de um determinado ligando e as
repercussoes na sua fungdo (33; 34). A bioquimica estrutural tem sido influenciada pela
técnica da cristalografia de raios-X, com a finalidade de obter a estrutura tridimensional

a partir de um cristal de proteina (33; 35; 36).
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Um cristal é um arranjo periédico e tridimensional de moléculas, que estdo
empacotadas e ordenadas simetricamente, por meio de interagdes niao covalentes
(Figura 7). (37; 33). A unidade mais pequena de um cristal é designada por unidade
assimétrica, que contém toda a informacgdo estrutural e estd relacionada por operacdes
de simetria (Figura 7). Esta encontra-se disposta numa célula unitdria (elemento
volumétrico) através da aplicacio de diferentes combinagdes de elementos de simetria, e
repete-se ao longo de uma malha (ingl., lattice) tridimensional com operacdes de
translagcdo associadas, o que define a estrutura e simetria do cristal. Cada célula unitéria
de um cristal é descrita por seis valores que definem os comprimentos das suas arestas
(a, b, c) e os angulos entre as arestas (a, f e y) (36; 37). As células unitdrias repetem-se
ao longo das trés dimensdes do espacgo, definidas pelos angulos @, f e y e cada uma

delas € separada na rede cristalina, por intervalos iguais a, b e ¢ (Figura 8) (37).

Unidade
Assimétrica Célula Unitaria Empacotamento cristalino

Figura 7: Representacio da rede cristalina de um cristal.
Composta por vérias células unitdrias. A rede cristalina resulta de operagdes de translagcdo da célula unitdria. Esta é

gerada pela unidade assimétrica através de operagdes de simetria cristalografica. Adaptado de (33).

Em 1848, August J. Bravais demonstrou ser possivel a constru¢do geométrica de
sete sistemas cristalinos basicos (Tabela 13, em anexo), que representam diferentes
organizacdes internas do cristal, devido a variabilidade dos parametros da célula unitéria
(38; 39). As operacdes de simetria cristalina da proteina sé incluem a translacdo e
rotacdo, devido a molécula ser quiral (38; 39). Por outro lado, as principais forcas que
mantém a integridade dos cristais de proteinas sdo pontos de hidrogénio entre os d&tomos

a superficie da molécula, muitas vezes mediadas por moléculas de dgua (36).
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(a) (b)

Figura 8: Ilustracio da célula unitaria de um cristal.
A) Estrutura interna tridimensionalmente ordenada e empacotada de um cristal. B) Apresentacdo da célula unitaria da

rede cristalina, com as dimensdes das arestas (a, b, ¢) e os angulos entre as arestas (a, 5 e y) (36).

4.1.1. Teoria da Cristalizacao de proteinas do Diagrama de
Fases

O processo de cristalizacdo € sempre uma incégnita para o cristaldgrafo, pois
este ndo tem qualquer informacdo sobre as condi¢cdes em que surge a nucleacdo de
cristais e o seu crescimento. Este processo pode ser ilustrado através de um diagrama de
fases (Figura 9) que possibilita o conhecimento de diferentes estados fisicos (liquido,
cristalino, ou sélido amorfo) (40). E possivel obter estas informagdes, através da curva
de solubilidade de uma proteina em fun¢do da concentracdo da mesma (40; 41).Este
diagrama divide-se em duas zonas: uma de subsaturacdo e outra de sobressaturacao.
Esta dltima subdivide-se em trés zonas fundamentais: a zona metaestavel, a zona de
nucleacdo e a zona de precipitacdo (40).

Para que o processo de cristalizagdo ocorra com sucesso, inicialmente, a amostra
devera encontrar-se sob forma de solucio subsaturada (zona de subsaturacio), para uma
possivel formacdo de ntcleos. Neste caso, as moléculas mantém-se dissolvidas em
solucdo com uma concentragdo maior do que a solubilidade em condi¢des normais (34).
A formacgdo de nucleos de cristais e o seu crescimento requer que a solugdo atinja
lentamente um estado de solubilidade minima, até alcangcar um estado de
supersaturagdo, a fim de garantir cristais de forma e tamanho desejado (36; 34). Na
Tabela 3 encontra-se descrito o que ocorre em cada uma das zonas do diagrama de fases

de crescimento de cristais.
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|

L Zona de supersaturacio)

[Zona de precipitagio|

[Proteina])

Curva de precipitagio

Zona Mmetaestive]

I

Zona de subsaturagéo

= Curva de solubilidade
L L L | -

[Precipitante]

Figura 9: Diagrama de fases do crescimento de cristais.

Mostra a evolucdo de solubilidade de uma proteina em fung¢@o da concentracdo de um agente precipitante. Para este
processo ter sucesso, deverd iniciar-se a partir de uma solugdo saturada (ponto 0), passando lentamente a curva de
solubilidade (ponto 1), até atingir a zona de nucleagdo (ponto 2). Deste ponto retorna para a zona metaestavel (ponto

3), onde ocorre o crescimento de nicleos de cristalizagio, formados na zona anterior. Adaptado de (40).

Este diagrama (Figura 9) ¢ um mapa complexo e multi-variante, que representa o
estado de um material em fungdo de determinadas condi¢des. E considerado uma
ferramenta fundamental (42). Na realiza¢do dos ensaios de cristalizagcdo, o investigador
deve alterar as condicdes de cristalizacdo da proteina, em busca das interacdes
intramoleculares favordveis para a formacdo de cristais (7). E importante realizar
screenings de proteinas soluveis em diferentes concentragdes, precipitantes, tampoes ou
aditivos, facultando assim, ao cristalégrafo dados necessarios para se tragar a curva de

solubilidade do diagrama de fases de cristalografia de proteinas (7).
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Tabela 3: Legenda descritiva do diagrama de fases de crescimento de cristais (43); (40); (34).

Descri¢io da solubilidade bidimensional de cristalizacao de proteina

Zona de Subsaturacao

Zona onde a proteina se encontra em solucio e ndo ocorrera

cristalizacao.

Curva de solubilidade

Esta curva divide o espaco em duas zonas (subsaturacdo e de

supersaturagao) de concentragdes diferentes.

Zona de

Supersaturacao

Zona metaestavel

Zona de menor supersaturagdo, logo
abaixo da zona de nucleacdo, onde
os cristais sdo estdveis e podem
crescer, mas nao ocorre a nucleagdo.
Esta zona € maior quando a
solubilidade da proteina é muito
baixa, o que torna extremamente
dificil controlar a velocidade de

nucleagio.

Zona de nucleacao

Zona de supersaturacdo moderada,
onde ocorre a nucleagdo espontanea,
onde se podem formar cristais de

tamanho e forma adequada.

A velocidade de nucleacio ¢
definida pelo ndmero de nucleos
formados por unidade de volume e
unidade de tempo. E necessério ter
em atencdo que esta formacdo pode
ser impedida pelo crescimento

rapido, surgindo cristais irregulares.

Zona de

precipitacao

Zona de alta supersaturacdo, onde a
proteina ird precipitar formando-se

um agregado amorfo.
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¢ Parametros que influenciam o crescimento de cristais

Muitos sdo os fatores que podem influir no processo de cristalizacdo de

macromoléculas, entre os quais a probabilidade de nucleagdo e a sua taxa de

crescimento. A Tabela 4 apresenta outros parametros que podem influenciar a

cristalizacao (44). A maioria destes sdo fundamentais para manter a proteina num estado

unico, homogéneo e invaridvel (44).

Tabela 4: Parametros que podem interferir na cristalizacdo de proteinas. Adaptado de (44).

Parametros Fisicos

Parametros Quimicos

Parametros Bioquimicos

Temperatura

pH

Ligandos

Superficies

Tipo de precipitantes

Aditivos especificos

Atingir o equilibrio

I6es metalicos

Tampao da amostra

Concentracdo da

Gravidade , Estabilidade da proteina
macromolécula
Sensibilidade das
Pressao Forca i6nica da solugdo conformagdes aos
parametros fisicos
. Precipitantes: tipos de
Tempo Espécies i6nicas P P

concentragao e sais

Volume e geometria das
amostras e reservatorios

Grau de sobressaturacao

Ponto isoelétrico

Grau de equilibrio

Impurezas nao-moleculares

Origem da macromolécula

Densidade e viscosidade

Detergentes

Modifica¢des quimicas ou
genéticas

Difusado e convengao

Ambiente redutor ou
oxidativo

Estado de agregagdo da
macromolécula

Pureza

Contaminantes macromoleculares

Heterogeneidade conformacional

Monodispersao
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4.2. Métodos de cristalizacao de proteinas
Como ja foi referido anteriormente, na formacdo de cristais de proteinas a
amostra em estudo deve estar em solugdo. E necessdrio diminuir a sua solubilidade, de
modo a que esta se encontre num estado de sobressaturagao, para tal, recorre-se a alguns

métodos de cristalizacdo (45; 46).

4.2.1. Técnica de Difusao de Vapor

A técnica que tem sido mais utilizada na cristalizacdo de proteinas, ¢ a de
difusdo de vapor (45). Nesta técnica s@o preparadas solucdes contendo um tampao e um
agente de precipitacdo, o que se denomina solucdo de cristalizagcdo com um volume de
100-500 pL, a partir da qual os cristais vao crescer (46). Neste caso, ocorre uma mistura
de uma gota da solu¢do da proteina, normalmente de 2-10 pL, com uma gota de volume
semelhante de solucdo de cristalizacao numa lamela selando o sistema, de modo, a que
ocorra um equilibrio por difusdo de vapor (45). Devido a diferenca de concentracdo
entre a gota e o reservatorio, esta técnica de difusdo de vapor utiliza a evaporacdo e
difusdo de 4gua da gota para o reservatorio. Pretende-se atingir um estado de
supersaturagdo da proteina, o que faz surgir um aumento da concentracdo do agente
precipitante e uma diminui¢do da solubilidade da proteina. Em condi¢des favoraveis,
esta combinacdo de eventos permite que a proteina passe de uma solu¢do desordenada,
para uma fase sélida, altamente ordenada, nomeadamente um cristal (Figura 10) (34;

46).

A) B)

Amostrasem solucao Amostraem Cristal

Figura 10: Diferenca entre as amostras em solucio e sob a forma de cristal.
A) Quando as condigdes de cristalizagdo sdo devidamente favoraveis, a proteina encontra-se em solu¢do com as suas

moléculas desordenadas. B) A amostra da proteina passa para uma solucdo sélida, ordenada, denominado cristal (47).
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Esta técnica de vapor de difusdo apresenta varios métodos, sendo os mais
comuns denominados de gota suspensa (hanging drop) e gota assente (sitting drop)

(46).

¢ Gota suspensa (hanging drop)

Neste método de cristalizacdo, hanging drop (Figura 11), as gotas contém uma
solucdo proteina-precipitante e sdo colocadas numa lamela de vidro silanizada, para
evitar o espalhamento da gota (45; 48). A gota fica assim suspensa na lamela e fecha-se
0o poco com o auxilio de silicone, de modo a formar um sistema fechado. A
concentracdo da proteina e do precipitante na gota ocorre gradual e lentamente, para
favorecer a cristalizacdo (49; 48). E muito importante a forma da gota, uma vez, que

esta influencia o nimero de locais de nucleagao e o tamanho do cristal (45).

Proteina + Reservatdrio

=
® Proteina Eri_ | — %
JI'.U

Feservatdrio

Hanging drop

|-~ Resarvatdrio

Figura 11: Representacio esquematica do método de cristalizacio hanging drop.

Estd indicado como funciona o sistema fechado no método de difusdo de vapor por hanging drop, as setas
evidenciam o sentido da difusdo do solvente que ocorre quando hd uma diferenca de concentragdo de precipitante
entre a gota e o poco. Enquanto ocorre difusdo de vapor a concentragdo de proteina e precipitante na gota aumentam,

podendo ocorrer cristalizacdo. Adaptado de (33).

¢ Gota assente (sitting drop)

Outro método usado na cristalizagdo € o sistema de sitting drop (Figura 12),
onde se podem utilizar volumes de aproximadamente 1 pL, ou superiores a 20 pL, e/ou
na presenca de aditivos que reduzem a tensdo superficial das gotas (por exemplo,
detergentes ou solventes organicos). Utiliza-se também como alternativa a hanging drop
na maioria dos casos (45). Neste caso, a mistura da solucio da proteina e do precipitante
combina-se num suporte no poco da placa de cristalizagao. O poco € fechado com uma
lamela de vidro ndo siliconizada e com a ajuda de silicone, forma-se um sistema

fechado (48; 45).
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S’L‘ﬂixg dmp Proteina + Reservatirio

® Proteina HJi _ / _L5

FReservatorio

Reservatorio

Figura 12; Representacio esquematica do método de e cristalizacio sitting drop.

Esta elucidado o método de difusdo de vapor por sitting drop num sistema fechado, as setas evidenciam o sentido
da difusdo do solvente que ocorre quando hd uma diferenca de concentragdo de precipitante entre a gota € 0 pogo.
Enquanto ocorre difusdo de vapor a concentracio de proteina e precipitante na gota aumentam, podendo ocorrer

cristalizacdio. Adaptado de (33).

4.2.2. Técnicas de seeding

As técnicas de seeding possibilitam a separacdo entre a nucleacdo e o
crescimento do cristal, o que permite uma agregacao das moléculas de forma lenta e
ordenada e geralmente encontram-se num estado de baixa subresaturacdo, impedindo a
nucleacdo espontanea (33; 50). Esta técnica apresenta trés tipos de métodos, o
microseeding; macroseeding e streak seeding (50). No microseeding, é feita uma
solucdo stock contendo alguns fragmentos de cristais e sdo preparadas algumas
diluicdes a partir da solucdo inicial. Por outro lado, macroseeding envolve a
transferéncia de um unico cristal bem formado para uma nova gota de cristalizacao (de
condicdo similar onde foi originalmente cultivada) apds lava-lo varias vezes (33). A

técnica streak seeding foi utilizada neste estudo estrutural da enzima TsdA_Cj:

® Streak seeding

Este método tem como finalidade a introducdo de ntcleos de um cristal ja
formado, numa outra gota. Assim, € possivel controlar a nucleacdo e alterar a forma de
como o cristal poderd crescer (51). Ao recorrer-se a este método, as condi¢des basicas
em que os cristais crescem normalmente modificam-se ligeiramente (51).

O método streak seeding é efetuado com um bigode de gato ou cavalo, ou
artificial (whisker). O cristalografo toca suavemente no cristal formado arrastando
alguns nucleos e transfere-os para outra gota com condi¢des de precipitagdo diferentes,
posteriormente efetua-se um seed ao longo de uma linha (Figura 13). No whisker vai-se

acumular algum precipitante, o que faz aumentar consequentemente a concentragdo do
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2

agente precipitante junto a linha, o que pode vir a estimular o crescimeto dos nicleos. E
possivel repetir o seed ao longo de trés a seis gotas diferentes, em que a primeira recebe

mais nuicleos que as gotas sucessivas (52).

Streak seeding

\ fﬁ-hisV [,_._ 3 1 \ \ i
- A - 3 | 11T g

n
Wl i

Figura 13: Representacio esquematica da técnica streak seeding de Cristalizagdo. Adaptado de (52).

4.3. Raios-X

Os raios-X foram descobertos por Roentgen, um fisico Alemao, em 1895 (53).
Sdo ondas eletromagnéticas com um comprimento de onda (L) de 10° m, e no espetro
eletromagnético situam-se entre a luz ultravioleta e raios gama (Figura 14). E possivel
ver as distncias interatomicas (mesmo as ligagdes covalentes) e tem resolugcdo
suficiente para observar os dtomos, o que faz com que os raios-X sejam adequados para
o estudo dos dtomos e ligacdes (53; 36).

Pequenas particulas podem difratar a radia¢do, devido ao comprimento de raios-
X ser de 0,5 A a 2,5 A. Para esta difracdo ser possivel, é necessdrio que o comprimento
de onda da radiac@o seja menor que o objeto em causa (54; 38). Os raios-X ndo podem
ser focados por lentes comuns, como € possivel com a luz visivel, e também ndo se
observa diretamente os objetos por meio de instrumentos, como € o caso da microscopia
6tima ou eletrénica. O indice de refracdo dos raios-X € muito perto de 1, para um A = 2
A e para materiais de alta densidade a diferenca de unidade é na ordem de 10, mas na
maioria dos casos é de 10°. Os feixes difratados pelo cristal de proteina possuem uma
intensidade detetdvel e quantificavel, podendo permitir a identificacdo dos d&tomos que a

constituem (54).
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Luz visivel
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Figura 14: Ilustracéo dos raios-X no espetro eletromagnético. Adaptado de (53).

Um sincrotrdo € uma fonte de raio-X muito poderosa, originada pela producao
de eletrdes altamente energizados. Os eletrdes sdo acelerados até atingirem uma
velocidade elevada, através de uma série de aceleradores de particulas, que se deslocam
num grande circulo no sincrotrdo (53; 55). As fontes de radiacdo de sincrotrdo
proporcionam feixes de raios-X com alta intensidade (aumenta o sinal de dados), baixa
divergéncia (reduz a sobreposicao entre reflexos adjacentes) e uma ampla gama de

energia (permite a selecao de comprimento de onda especifico) (33).

4.4. Difracao e resoluciao da estrutura da proteina

Com a obtengdo de cristais é fundamental preserva-los na presenca de agentes
crio-protetores, este processo € designado por crio-cristalografia (Figura 15), é uma
técnica indispensdvel na recolha de difracao de raios-X, e tem tido um enorme impacto
na qualidade de estruturas que se consegue obter. Nesta técnica, ocorre um flash-cooling
de um cristal de proteina obtido, para uma temperatura de cerca de 100 K, com a
finalidade de atenuar os danos causados pela radiacdo (56; 57).

O processo de crio-cristalografia tem como objetivo assegurar o prolongamento
do “tempo de vida do cristal” que normalmente resulta na melhor qualidade e maior
resolucao de dados (58). Nesta técnica recorre-se a utilizacdo de agentes crio-protetores,
que minimizam a difusdao de radicais que se formam apds incidéncia dos raios-X
diminuindo assim o0s estragos nos cristais (59). Os cristais de proteinas soldveis
geralmente t€ém um teor de solvente de 30 a 50 %, podendo atingir um teor de 70 — 80
% nas proteinas membranares. Também € necessdria a substituicdo de moléculas de
agua por solucdes crio-protetoras, que cont€ém por ex. glicerol, glicose e outros
acucares, impedindo a formagdo de cristais de gelo na superficie do cristal de proteina e

a perturbacdo concludentemente na ordem estrutural do cristal da macromolécula (38;
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59). No processamento de dados, as reflexdes que sdo mais afetados pelos anéis de gelo

sdo geralmente excluidos (59).

Pogo de Alea
crstalizaclo Soludo
v 63 gota Solugde p
com cristais ’ P crioprotetora

Figura 15: Colheita do cristal e transferéncia para solucéo crio-protetora.

A) Os cristais sd3o capturados da gota de cristalizacdo (amarela) e posteriormente submersos numa solu¢io crio-
protetora (azul) com auxilio de instrumentos apropriados Estes sdo novamente capturados e, entdo, transferidos para o
azoto liquido onde ficam armazenados até o momento da recolha de dados. Neste processo podem ser adicionados
ligandos da proteina no cristal, com o objetivo de se ter conhecimento do local do centro ativo, € o mecanismo de
reacdo da enzima. Mas € necessdrio ter-se cuidado com a adi¢do de ligando, pois podem introduzir mudancas
conformacionais da proteina quando ocorre a ligacdo, levando a destrui¢do do cristal (60).

B) Acessoérios utilizados para a crio-cristalizagdo: Pingas; Luvas; Loop; Basket e outros (57).

O fenémeno de difracdo de raios-X foi explicado por William L. Bragg e
William H. Brag, em 1913 na Universidade de Cambridge, que demonstraram o
comprimento de onda que incide num cristal e permite saber o efeito de difracdo desta
interacdo. Ou seja, mostrou que um conjunto de planos paralelos pelos indices de Miller
(hkl) e o espagamento intraplanar produz um feixe difratado. Foi desenvolvida uma
expressdo matematica, nA = 2dysind, que descreve a relagdo entre os angulos de
difracdo (h), o comprimento de onda do raios-X (k) e os espacamentos intraplanares (1)

na rede cristalina (36; 38; 29). Esta é conhecida pela Lei de Bragg.
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4.4.1. Recolha de dados e analise de difracao de raios-X

Apoés a cristalizacdo e a crio-protecdo do cristal, o passo seguinte é expor o
cristal a um feixe de raios-X e medir o seu sinal de difracdo. O feixe de raios-X vai
interagir com as nuvens de eletrdes dos dtomos no cristal, 0 que da origem a um sistema
complexo de feixes difratados (padrdo de difracdo), registados por um detetor como
pontos (Figura 16). Com este padrdo, € possivel ter-se um registo das dire¢des e
intensidades de todos os feixes de raios-X difratados por um cristal. (33). Os feixes
difratados s@o caracterizados por uma amplitude |Fyyl (relacionada com o nimero de

atomos) e uma fase oy (derivada da posicao do 4tomo dentro da célula unitéria) (33).

Detetor

Raios-X

Diregéo do difratados

feixe de
raio-X

Cristal

e .-c: ote b
Tubo de P z r Reflegbes
raio-X ‘as o S '.n:"

Figura 16: Ilustracao da recolha de dados de cristalografia de raios-X.

Com a incidéncia de um feixe de raios-X, o cristal difrata em vdrios feixes discretos, que cada um produz uma
mancha distinta (reflexio). Cada reflexdo presente no padrio de difragdo é caraterizada pelos Indices de Miller (hkl) e
pertencem ao espago reciproco. As posigdes e intensidades destas reflexdes contém a informagdo necessaria para

determinar estruturas moleculares (38).

Com o uso de programas computacionais € possivel realizar o processamento de
dados a partir do conjunto de indices de Milles (hkl) das imagens de difragcdo recolhidas,
com as suas intensidades associadas e estimativa dos parametros da célula unitaria do
cristal (61; 62). Em todo este processo € necessario executar vdrias etapas fundamentais,
nomeadamente a andlise de dados; observar corretamente os pontos de difragdo nas
imagens; indexagdo; a andlise inicial da qualidade da difracdo e dos parametros do
detetor; o refinamento de parametros iniciais da célula unitdria, a orientacdo e
mosaicidade; determinacdo do grupo espacial mais provavel; integracdo de todas as

imagens, scaling e mergir a integridade das intensidades (63).
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4.4.2. Determinacao de fases
No célculo destas intensidades, perde-se a informagdo sobre as fases, conhecido

como o "problema de fase" (64). Este problema precisa ser resolvido, pois as fases sao
1
cruciais para o cdlculo da densidade eletrénica, que € definida por p(x, y, z) = v DI

|Fhial exp (iona) exp [-2xi (hx; + Ky; + 1z;)] (64). Para a resolug@o do problema recorre-se
a diferentes metodologias que permitem determinar as fases, nomeadamente o método
de Substituicdo Molecular (MR - Molecular Replacement), a Substituicdo Isomorfica
Muiltipla (MIR - Multiple Isomorphous Replacement) ou Dispersdao Anémala Multipla
ou Simples (MAD ou SAD — Multiple/Single Wavelenght Anomalous Dispersion) (64).

4.4.3. Refinamento e validacao
Com a resolugdo do problema de fases, obtém-se um mapa de densidade
eletrénica, que € interpretado pelo cristalégrafo de modo a construir-se o modelo (65).
Este primeiro modelo contém erros e necessita ser refinado para serem removidos.
Deste modo, vao-se formar varios ciclos de otimiza¢do automética (ajuste de pardmetros
matematicos) e corre¢des manuais, para minimizar as diferencas entre as amplitudes

observadas |Fopsl € as amplitudes calculadas |F.,l, € melhorar a definicio do mapa de

densidade eletrénica (Figura 17) (65).
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Figura 17: Visualizacido do mapa de densidade eletréonica a diferentes resolucoes
O aumento da resolug¢do é proporcional ao aumento de detalhe da densidade eletrénica. Por exemplo, a 1,1 Aa
densidade eletrénica encaixa perfeitamente no modelo construido incluindo, as cadeias laterais, o que ja ndo acontece

no caso da resolucido mais baixa. A 6 A de resolugdo a densidade eletrénica sé € visivel na cadeia principal da a-

hélice e as cadeias laterais ndo estdo claramente definidas (33).
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O progresso de refinamento € monitorizado por diversos pardmetros estatisticos.
A resolugdo (A) determina o nivel de detalhe do mapa de densidade eletrénica e a
Completeness esta relacionada com a relacdo entre as reflexdes medidas e o nimero
total de reflexdes previstas. Este parametro deve ser o mais alto possivel (geralmente
com o objetivo de 100 % (33). Em relagdo a redundancia (ou multiplicidade), é
calculada pela razdo entre o nimero total de reflexdes medidas e o numero de reflexdes
unicas presentes. Este cdlculo d4 o nimero médio de medicdes independentes para cada
reflexdo. No que diz respeito a relacao sinal/ruido (I/c (I)), indica o nimero de vezes
que foram medidas as acima do ruido (33). Um outro pardmetro de avaliacao € 0 Ry g,
também conhecido como R, que mede o acordo entre as multiplas observagdes
independentes da mesma reflexdo (33). Um bom conjunto de dados deve apresentar um
Ryerge baixo (valores altos podem indicar uma qualidade de dados sub-6timo ou
problemas com o processamento de dados). Na camada de resolugdo mais alta, Ry ge
pode ser tao alta quanto 30-40 %, embora valores na ordem de 60-70 % sejam ainda
razodveis para grupos de espago de alta simetria (33).

Relativamente ao fator R, ou R,,,,x € 0 mais importante na avaliagdo da qualidade
do refinamento. Este parametro reflete a concordancia entre o modelo construido e os

R — Z||Fobs|_|Fcalc||

SIF o] ) (65; 38). Ou seja, o fator R mede o grau entre as
obs

dados observados (

amplitudes observadas e devera ter o menor valor possivel. Caso o valor de R seja maior
que 0,25, € indicio que podera existir erros importantes no modelo, pelo contrario se o
valor de R for menor a 0,2 sé deverfo existir erros locais (36).

Nesta etapa da validacdo do modelo, também € importante ser analisado 0 Rpe,.
Este é calculado de forma andloga ao fator R, mas sdo selecionadas apenas 5-10 %
das reflexdes nao utilizadas no processo de refinamento. Deve-se fazer uma anélise
comparativa entre este parametro e o fator R, em que a diferencga entre eles ndo devera
exceder os 5 %. Deste modo, também € possivel avaliar a concordancia entre o modelo
calculado e os dados observados (65; 66). Também para a dete¢do de erros no modelo é
necessdrio ter em conta os valores do fator B, que variam entre ~2 A% e ~100 A? (38).
Com o fator B (parametro de deslocamento) € possivel ter conhecimento da oscilagao
dindmica de um d&tomo numa dada posi¢do (66).

Durante o refinamento também se deve analisar os valores de RMSD (Root-
mean-square deviation). Este parametro permite avaliar os desvios dos parametros

geométricos do modelo referentes a comprimentos e angulos de ligacdo e conformacdes
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do modelo. Para um modelo estar bem refinado, deve ter valores de RMSD de
aproximadamente 0,02 A para comprimentos de ligacdo, e para os angulos de ligacao
deve ter valores préximos de 4° (38; 65). Por tltimo, para analisar e validar o modelo do
ponto de vista estereoquimico, recorre-se ao Ramachandran (Figura 18). Este
diagrama permite verificar todas as conformacdes dos angulos diedros em torno do Ca,
v e ¢ (Figura 18) nos aminodcidos, que contribuem para a conformacio da estrutura da
proteina (65). Algumas conformacdes ndo sdo possiveis devido a impedimentos
estereoquimicos (por exemplo, por coalescéncia das nuvens eletronicas dos dtomos de

valéncia).

150 [
\
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Figura 18: Exemplo dos dngulos ¢ e y na ligacio peptidica e diagrama de Ramachandran.

A) Os angulos formados entre a ligagdo do azoto (N) ao do C, (¢) e a ligagdo entre o carbono (C) e Ca (y) sdo
varidveis. Os angulos ¢ e y constituem graus de liberdade que permitem que a cadeia principal se enrole, determinam
a conformag@o da estrutura da proteina.

B) Através do diagrama de Ramachandran, é possivel visualizar todas as combinacdes possiveis dos angulos ¢ e y
nos aminodcidos de um polipeptideo, e que contribuem para a conformagdo das estruturas das proteinas. Neste
diagrama estéo identificadas as letras a e f5, que correspondem a conformag@o dos angulos na hélice a e na folha B de
residuos na estrutura. Embora as diferengas sejam relativamente pequenas, as formas das regides permitidas sdo

ligeiramente diferentes para cada um dos 20 aminodcidos comuns (38).
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5.Detalhes experimentais

Este projeto foi realizado em colaboragdo com o laboratério da Professora
Doutora Christiane Dahl da Universidade de Bona (Alemanha). A proteina foi
produzida nesse laboratério e enviada para o laboratério de Cristalografia de Proteinas
Membranares (Laboratdrio Archer), para cristalizagdo e andlise estrutural.

O protocolo de expressdo e purificagdo encontra-se descrito em Lui el. al (4). Em
suma, o gene da TsdA de C. jejuni que codifica a proteina (sem inclusdo do péptido-
sinal), foi amplificado e clonado. O gene foi expresso recombinantemente em
Escherichia (E.) coli BL21 (DE3). Mutagdes pontuais (C138G, K252G, N254G e
M255G), foram introduzidas por extensdo de sobreposicdo, recorrendo a técnica do
PCR (4).

Colénias individuais de E. coli BL21 (DE3) contendo o plasmideo pET-N-Strep-
TsdACj ou um dos plasmideos de expressdao das variantes da TsdA em adi¢do ao
plasmideo pEC86 (para promover a sintese do citocromo) (4), foram inoculados em
meio Luria Broth (LB) com ampicilina e clorofenicol, seguida de uma incubagdo a 37
°C. Todas os variantes da TsdA foram purificadas por cromatografia de afinidade com
cauda de Strep-Tactina, numa coluna StrepTrap HP de 5 ml (GE Healthcare), seguida
de uma cromatografia de filtracio em gel numa coluna HiLoad 16/60 Superdex 75 pg
(GE Healthcare) (4). A proteina foi armazenada em tampao BisTris 20 mM, pH 6,5 e
0,5 mM TCEP, a -80 ° C. Determinou-se a concentracdo de proteina purificada
recorrendo-se ao BCA-Kitde Pierce (Rockford, USA). A pureza da proteina obtida foi
avaliada através da técnica de SDS/PAGE, como descrita em Dahl el. al (67). Os hemos
foram detectados em géis de acrilamida recorrendo a coloracdo de Coomassie (Figura
19). O teor hémico de cada preparagdo foi determinado pelo método de hemocromo de

piridina (4).
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Figura 19: Imagem do Gel de Tricina-SDS-PAGE a oito por cento, adaptado de (4).
Estd indicado o peso molecular da proteina TsdA_Cj, 36kDa.
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5.1. Materiais e reagentes

Tabela 5: Reagentes e Materiais que foram utilizados no decorrer deste projeto.

Reagentes

Material

- Acido Malico (Molecular Dimensions)

- Balanca analitica (KERN)

- Borato de sédio (Molecular Dimensions)

- Cartesian robot dispensing

(Mini-Bee, Genomic Solutions)

- Citrato de sédio (Hampton Research)

- CrysChem Plates (Hampton

Research)

- Cloreto de Aménio (Molecular Dimensions)

- Estereomicroscépio Leica MZ16

- CryoMix2 do CryoProtX (Molecular

Dimensions)

- Medidor de pH Sartorius

- Tampao fosfato/citrato (Molecular Dimensions)

- Mount loop (MiTeGen)

- Imidazol (Molecular Dimensions)

- Placas de 96 pocos de fundo

plano (Greiner Bio-One)

- PEG 400 (50% (v / v) (Molecular Dimensions)

-PEG 600 (100% (v / v) - Molecular

Dimensions)

- PEG 3350 (50% (v / v) (Molecular

Dimensions)

-PEG 1000 (50% (v / v) - Molecular

Dimensions)

-PEG 4000 (50% (v / v) - Molecular

Dimensions)

- Screens comerciais de cristalizac¢do: Stura

Footprint Combination (Molecular Dimensions)

- Screens comerciais de cristaliza¢do: JCSG-
Plus™ (cédigo: MD1-37) (Molecular

Dimensions)

- Sulfato de Litio (Molecular Dimensions)

- Tris- Acido cloridrico, >99% de pureza

(Sigma-Aldrich)

33



Estudo estrutural da Tiossulfato Desidrogenase de Campylobacter jejuni — Maria Cordeiro

5.2. Ensaios de cristalizacao

O processo de cristalizacdo pode ser dividido em duas etapas fundamentais, o
screening e a fase de otimizagdo (68). Como ponto de partida, utilizaram-se sparse
matrix screens comerciais e solu¢do da proteina pura, com recurso a um robot de nano-
cristalizacdo e efetuou-se um screening inicial, fazendo-se um rastreio de
aproximadamente 200 condicdes de cristalizagdo, com uma quantidade de 24 pL
proteina TsdA_Cj. O screening completo foi realizado para a wild type e os quatro

mutantes de residuos especificos da TdsA com diferentes concentracdes (Tabela 6).

Tabela 6: Concentracées do cinco variantes da TsdA_Cj em estudo.

Variantes da TdsA em estudo | Concentracio (mg/mL) Tampao
TsdA_Cj wild type 5,6
TsdA_Cj C138G 33 20 mM Bis-
TsdA_Cj K252G 3,0 Tris pH 6,5 e
TsdA_Cj N254G 7,5 0,5 mM TCEP
TsdA_Cj M255G 5,0

Primeiramente foram preparadas amostras para um screen inicial, que € um
passo muito importante na triagem da cristalizacdo. Realizou-se screening das
condi¢des de cristalizagcdo de amostras puras da enzima TdsA da C. jejuni, num
ambiente climatizado (aproximadamente 20 °C). Recorreu-se a0 método de difusdo de
vapor em gota assente num sistema de Cartesian robot dispensing (Mini-Bee, Genomic
Solutions). Utilizaram-se 2 screens comerciais de cristalizacdo, Stura Footprint (Tabela
15 e Tabela 16 em anexo) e JCSG-Plus pela Molecular Dimensions (Tabela 17 em
anexo) (69; 70), em placas de 96 pocos de fundo plano (Greiner Bio-One). O
reservatorio tem um volume de 40 pL das solucdes precipitantes e as gotas 200 nL
(racio 1:1 de proteina e de solucdo precipitante). Obtiveram-se cerca de 200 condicdes
de cristalizagdo e utilizou-se, na sua maioria, como agente precipitante o polietileno
glicol (PEG) com massas molares diferentes (600-8000), com variados pH e tampdes.

Com os scrennings concluidos, o segundo objetivo foi otimizar as condi¢des de
cristalizacdo onde se obtiveram hits iniciais — observacdo de material cristalino nas
gotas. Neste processo de otimizacdo, recorreu-se a informacdo derivada das

experiéncias do screening, com a finalidade de se obter cristais com boa qualidade de
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difracdo (68). Sao alteradas varidveis ambientais (como a temperatura) e as varidveis
quimicas (tipo e concentracao de produtos quimicos e o pH da solu¢do) (68). Recorreu-
se a duas técnicas baseadas no principio da difusdo de vapor (hanging drop e sitting
drop). Foram feitos ensaios de otimiza¢do também as variantes da enzima TsdA com as
concentracdes indicadas na Figura 5, e realizadas algumas em condi¢des comuns

(Tabela 7).

Tabela 7: CondicGes dos ensaios de cristalizacdo dos cinco variantes da enzima TsdA_Cj.

20 mM Bis-Tris pH 6,5, com 0,5 mM

Composicio do tampiao de proteina:

TCEP
Temperatura (°C) 4, ~20, 30
Caixas de cristalizacio Crys Chem Plates

Difusao de vapor (gota assente ou gota
Métodos de cristalizacao
suspense)

Prepararam-se as solucdes de cristalizacdo de acordo com os resultados obtidos
no screnning inicial para a execucdo dos ensaios de otimizacdo. Descongelou-se as
amostras que estavam armazenadas a -80 °C e foram feitas gotas da mistura (proteina +
precipitante), nas placas Crys Chem e utilizaram-se dois métodos denominados de gota
suspensa e gota assente, técnica de difusido de vapor. Também se recorreu ao método de
streak seeding. Concluidos os testes, examinaram-se as gotas e registaram-se as
alteracdes que ocorreram durante este processo (por exemplo, gotas com precipitado e
presenca de microcristais), até se obterem bons cristais avermelhados, devido a presenca

do ferro hémico.

5.3. Crio-cristalografia, incubacao, e recolha de dados
Para manter a integridade dos cristais ate serem difratados, os mesmos sio
congelados e mantidos em azoto liquido (-174,15 °C). A técnica de crio-cristalografia é
imprescindivel na recolha de dados de difracdo, para minimizar os danos causados no
cristal pelo feixe de raios-X, sendo o cristal mantido em condi¢des criogénicas,
utilizando-se uma corrente de azoto liquido (57). Sdo necessdrias duas caracteristicas

principais para uma solugado crio-protetora. Em primeiro lugar, a solucio crio-protetora
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deve vitrificar durante o arrefecimento instantaneo sem a formacao de gelo. Por outro
lado, a solucdo ndo deve danificar nem degradar o cristal (57). A rutura da ordem
interna do cristal e interferéncias no padrao de difracdo da proteina podem ser evitadas,
ja que s@o danos muitas vezes causados pela formacdo de gelo (57). Nesta técnica é
necessario escolher um agente crio-protetor, que minimiza a dispersao dos raios-X pelas
moléculas de dgua, uma vez que impede a formacao de cristais de gelo na superficie do
cristal (57). Estes agentes reduzem as taxas de congelamento necessarias para conseguir
a vitrifica¢do do solvente, principalmente pela supressao da nucleacao do gelo (57).

E necessdrio decidir qual o agente crio-protetor a ser utilizado, primeiramente
tem que se ter em consideragdo os componentes da solu¢do de cristalizag@o, de forma a
manter a integridade do cristal (57). Em algumas situagdes os agentes crio-protetores ja
estdo presentes em baixa concentragdo, esta pode muitas vezes ser aumentada sem
danificar o cristal ou dar-lhe um choque osmético muito grande (57). Embora, certos
componentes das solugdes de cristalizacdo ja sejam agentes crio-protetores, como
alguns PEGs (ver outros exemplos na Tabela 14 em anexo), estes podem estar a
concentracdes abaixo do seu potencial de crio-protecdo, sendo necessario testar outros
agentes como 2-metil-2,4-pentanodiol; sacarose; glicerol; etilenoglicol; PEG 400 e 6leo
de perfluoropoliéter (57). Os cristais obtidos na gota de crescimento sdo transferidos
para solugdo crio-protetora de 2 puL, ocorrendo uma incubacio de alguns segundos, de
forma a substituir a solucdo superficial do cristal pela solu¢do com o agente crio-
protetor. Utilizamos a técnica de soaking, para transferir o cristal da sua gota de
crescimento para a solug@o crio-protetora. Na execucdo deste processo, utilizaram-se
uns loops que contém pequenas al¢as de nylon 0,05-2,0 mm de didmetro (71).

As diversas variantes da TsdA em estudo foram incubadas com ligandos e
cristalizadas em condi¢cdes semelhantes a TsdA wild type. Os ligandos utilizados
(Figura 20) tiveram tempos de incubagdo de 2-10 minutos e concentragdes entre 0,1-1
mM. Posteriormente os cristais foram congelados em azoto liquido, e de seguida foram
analisados por radiag¢do de raios-X em sincrotroes nas linhas ID30A (ESRF - Grenoble,
Franca) e 104 (DLS — Didcot, Oxford, UK), com comprimentos de onda de 0,967 Ae
0,9795 A, respetivamente.
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Figura 20: Ligandos utilizados nas incubacdes dos cinco variantes da TsdA_Cj em estudo. (Carbono avermelho

e Enxofre a amarelo).

Apés obtengdo de conjuntos de dados de difragdo dos raios-X dos referidos
cristais, estes foram indexados e integrados com o programa XDS (72), determinou-se o
grupo espacial com o programa POINTLESS (61) e escalaram-se os dados com o
programa AIMLESS (61). Todos estes programas foram utilizados dentro do programa
autoPROC (63). Uma pequena fracdo de reflexdes do conjunto de dados (5-10 %) sdo
reservadas para cédlculo de Ry, ndo sendo utilizadas durante o processo de refinamento,
mas como um indice independente deste processo, para avaliar o possivel
overmodelling dos dados (73). Normalmente espera-se que o Rge. Seja mais alto que o
Rtactor € se a diferenca entre os dois foi maior que 12 %, € necessario uma andlise

detalhada ao modelo refinado (73).

5.4. Determinacao das estruturas e refinamento

Na resolucdo da estrutura dos variantes da TsdA_Cj, determinou-se as fases pelo
método de substituicio molecular, utilizando o programa PHASER (74) como
implementado num conjunto de programas PHENIX (75). Foi utilizado como modelo a
enzima TsdA de A. vinosum “as isolated” (PDB ID 4WQ-7) sem moléculas de solvente
nem cofactores. Combinando fase e as intensidades pode-se calcular mapas de
densidade eletronica (2Fpservado-Fealculado € Fobservado-Fealculado) qU€ permitem a construgdo
de um modelo da estrutura tridimensional da proteina (62). Posteriormente, as estruturas
foram submetidas a ciclos de refinamento com phenix.refine (41) intercalados com

ciclos de constru¢do e ajuste do modelo com o programa COOT (76). Ap6s refinados os
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modelos foram validados com o programa MolProbity (75), como implementado em
PHENIX (75).

Como os cristais de cada variante de TsdA eram isomorfos entre si, 0 processo
de obtencao de fases das variantes de TsdA apds determinagdo da primeira estrutura, foi
com refinamento de corpo rigido com o programa BUSTER-TNT (77). Hi uma
eliminacdo dos grupos prostéticos e dos residuos de coordenagcdao do modelo utilizado
neste refinamento e do programa macro “Missing Atoms”, juntamente com "-L" flag,
para tornar clara densidade de eletrdes nessas regides (2). Apds obten¢do do modelo
estrutural vidvel e coerente com os dados experiementais, realizou-se ciclos de
otimizacdo automdtica, corre¢des manuaias (2), até determinar-se e validar-se a

estrutura da proteina.
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6. Resultados

6.1. Ensaios de cristalizacao dos cinco variantes em estudo

6.1.1. Resultados do screening inicial de cristalizacao da wild
type e dos quatro mutantes de TsdA_Cj

Nesta primeira abordagem utilizaram-se dois screenings comerciais (Stura
FootPrint e JCSG+ Molecular Dimensions) para cristalizacdo da wild type e os quatro
mutantes em estudo da TsdA_Cj e proporcdes da gota, pelo método de difusao de vapor
em sitting drop a (100+100) nL de proteina/reservatério, a uma temperatura de
aproximadamente 20 oC. ApOs observacdo das gotas, passadas 24 a 72 h, surgiram
varios cristais em diversas condi¢des de cristalizacdo com diferentes precipitantes
(como agentes de cristalizagdo, por exemplo PEG 1000, 2-propanol, citrato de sédio,
sulfato de amoénio, entre outros). Destas condi¢des foram escolhidas duas para cada
variante, baseando-se no tipo de precipitante € o pH, uma vez, que se verificou
diferentes tonalidades (principalmente no caso da wild type, Tabela 8 e o mutante
K252G, Tabela 9), o que indica diferentes estados de oxidacdo consoante o pH,
despertando imenso interesse nesta fase inicial do projeto.

Nos ensaios realizados aos variantes da TsdA_Cj (Tabela 8, Tabela 9 e Tabela
10) resultaram alguns cristais vermelhos, alguns multiplos, com tamanhos e formas
distintas em duas condi¢des, onde os agentes precipitantes foram os PEG 600, PEG
1000, PEG 3350, PEG 4000 e citrato de sddio, em concentracdes diferentes. Ocorreu
uma discrepancia de tamanhos (variando entre 0,01 e 0,1 mm na sua dimensdo mais
comprida) e de formas dos cristais, também influenciada pelas condi¢des de
cristalizacdo. Estes resultados foram o ponto de partida para a realizacdo de ensaios
manuais com a finalidade de otimizar as condi¢des iniciais para obten¢do de bons

cristais.

39



Estudo estrutural da Tiossulfato Desidrogenase de Campylobacter jejuni — Maria Cordeiro

Tabela 8: Resultados obtidos e condicdes de cristalizacio do screening inicial da wild type e do mutante C138G

de TsdA_Cj.

Screening inicial da wild type de TsdA_Cj

Screen: JCSG (M. Dimens.)

20 % PEG 1000
0,1 M citrato/fosfato, pH 4,2
0,2 M sulfato de litio

Screen: Stura FootPrint (M.

Dimens)

1,5 M citrato de soédio
tribasico

0,01M borato de sédio,

pH 8,5

de TsdA_Cj

Screen: JCSG (M. Dimens.)

20% PEG 3350; 0,2 M

cloreto de aménio

Screen: Stura FootPrint (M.

Dimens.)

1,5 M citrato de sodio; 0,01
M borato de sédio

pH 8,5
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Tabela 9: Resultados obtidos e condicoes de cristalizacio do screening inicial dos mutantes K252G e N254G de
TsdA_Cj.

Screening inicial do mutante K252G de TsdA_Cj

Screen: JCSG (MD)

20 % PEG 3350
0,2 M citrato de aménio

dibasico, pH 5,25

Screen: Stura FootPrint

(MD)

1,5 M citrato de sédio
tribasico

0,01 M boreto de sédio,
pH 8.5

Screening inicial do mutante N254G de TsdA_Cj

Screen: JCSG (MD)

20 % PEG 1000
0,1 M citrato/fosfato, pH 4,2
0,2 M sulfato de litio

Screen: Stura FootPrint

(MD)

33 % PEG 600

imidazol malato, pH 5,5
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Tabela 10: Resultados obtidos e condicdes de cristalizacdo do screening inicial do mutante M255G
TsdA_Cj.

de

Screening inicial do mutante M255G de TsdA_Cj

Screen: Stura FootPrint

(MD)

15 % PEG 4000
0,2 M imidazol malato

pH 6,0

Screen: Stura FootPrint

(MD)

25 % PEG 3350
0,1 M tampao Tris, pH 8,5
0,2 M sulfato de litio
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6.1.2. Resultados da otimizacao manual da cristalizacao da wild
type e dos quatro mutantes de TsdA_Cj

Através dos resultados obtidos anteriormente (Tabela 8, Tabela 9 e Tabela 10),
procedeu-se a otimizacdo da cristalizacdo de wild type e de quatro mutantes da enzima
TsdA de C.jejuni. As condicdes iniciais foram alteradas, variando o pH, concentracdo
de PEG e a concentracdo do sal, com o objetivo de melhorar a qualidade dos cristais,
como descrito na Tabela 11. De seguida, examinou-se as gotas apds a finalizacdo dos
ensaios de forma a facilitar o estudo do diagrama de fases do crescimento de cristais
para cada variante. Todos os cristais obtidos, antes de serem congelados em azoto
liquido, foram transferidos para uma solucdo crio-protetora (incubacdo de 2 a 10

minutos), com ou sem a presenca de um ligando.

e TsdA_Cj. Wild Type (“as isolated”)

Ap6s varios ensaios realizados, verificou-se a formag¢do de um cristal multiplo
(num periodo de aproximadamente 30 dias), de forma muito irregular, numa gota que
continha 1,5 M citrato de sédio, 0,01 M borato de sédio pH 8,5 da solucao original do
screen de cristaliza¢do e o reservatério com 1,5 M citrato de s6dio. Recorreu-se a esta
solucdo, porque apds vdrias tentativas de reproducdo das condicdes de cristalizacdo
otidas nos ensaios screnning (Tabela 8), ndo houve crescimento de nenhum cristal,
apesar de ter-se variado a concentracdo do precipitante e o pH do sal. A explicacdo para
esta situacdo, pode estar relacionada com os componentes dos reagentes da solugdo
screen ndo serem iguais aos disponiveis no laboratério.

Como ndo se conseguiu opter mais nenhum cristal pelo método de difusdo de
vapor em gota assente ou gota suspensa, seguiu-se com os ensaios de cristalizacdo. Para
se tentar obter melhores cristais, decidiu-se recorrer a um outro método, streak seeding,
a partir do cristal ja4 obtido. Apds 24 h obteve-se cristais com forma de pequenos
“palitos” multiplos, numa nova condi¢do de cristaliza¢do que era 18 % (w/v) PEG 1000,
0,1 M fosfato/citrato pH 3,8; 0,2 M Li,SOy, e propor¢do da gota (2 uL proteina + 1 pL
de precipitante), como indicado na Tabela 11. Apesar de ndo serem cristais Unicos,
efetuou-se o estudo para a difracdo de raios-X, que foram transferidos para uma nova
gota com a solugdo crio-protetora (indicada na Tabela 11). Na experiéncia de difracao
recorreu-se a radiacdo de sincrotrdo na linha 104 (DLS — Didcot, Oxford, Uk), com um
comprimento de onda de 0,98 A, mas alguns cristais ndo apresentaram boa qualidade de

difragdo, outros apresentaram um padrao de difracdo multiplo, ou entdo difrataram mas
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com uma baixa resoluc¢do. Deste modo, a wild type de TsdA ainda se encontra em fase

de otimizagdo do processo de cristalizacao.

¢ TsdA_Cj. Mutante C138G

Para o mutante C138G da TsdA_Cj também foram realizados vdrios ensaios de
cristalizacdo, que tiveram como ponto de partida as condi¢des de cristalizacdo screen
indicadas na Tabela 8. Muitos cristais tiveram que ser testados em sincrotrao até que
surgisse um com boa qualidade de difracdo. No entanto, cresceram alguns cristais com
uma morfologia ndo muito definida, apds 6 dias na condi¢do de cristalizacao 25 % (v/v)
PEG 3350, indicada na Tabela 11. Com estes cristais seguiu-se para experiéncias de
crio-protecdo, transferindo-se os cristais para uma nova gota de uma solugdo crio-
protetora com 25,5 % (v/v) PEG 3350 suplementado com 5 % (v/v) PEG 400. Esta
adicao deu-se, porque baseado em resultados anteriores do projeto da TsdA_Av, sabe-se
que o PEG 3350 com uma concentra¢do superior a 25 % (v/v) atua como um agente
crio-protetor, e para tentar manter a integridade dos cristais, adicionou-se uma pequena
quantidade de 5 % (v/v) PEG 400 e assim, a solu¢do resulta perfeitamente como crio-
protetora dos cristais. A informacdo de crio-protecdo estd resumida na Tabela 11, que
indica este processo foi realizado com e sem a adi¢do de excesso de tiossulfato, e com
um tempo de incubag¢do de cerca de 10 minutos.

Seguidamente foram recolhidos conjuntos de dados cristalograficos a um
comprimento de onda de 0,98 A, na linha 104 do sincrotrio Diamong Light Source
(Didcot, Oxford, UK). Os cristais difrataram a 2,18 A. Este mutante ainda se encontra
em processo de otimizagdo, para futuramente co-cristalizar este mutante da TsdA_Cj
com o substrato e produto, bem como obter a estrutura em diferentes estados redox. O
que proporcionard informagdes valiosas sobre o mecanismo de reac¢do da enzima

TsdA_Cj.

¢ TsdA_Cj. Mutante K252G
Foram realizados vdrios ensaios de otimizagdo, na qual conseguiu-se obter
cristais vermelhos, multiplos e alguns em forma de “estrela” deste mutante, nas
condic¢de de 20 % (v/v) PEG 3350 e 0,2 M de citrato de amoénio dibdsico pH 4,8. Com
estes resultados fizeram-se algumas alteracdes nomeadamente na concentracdo do
precipitante, propor¢cdo da gota para variar a concentragdo da proteina e do precipitante

e da temperatura (30, 20 e 4 °C). O fator temperatura pode influenciar o crescimento do
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cristal, por alterar a solubilidade, a velocidade de difusdo e facilitar ou dificultar os
contatos entre as moléculas podendo até alterar a simetria interna do cristal obtido (78).
Nas trés temperaturas estudadas obtiveram-se diversos cristais (entre 2 a 4 dias), mas a
4 °C (nas solugdes com 19 e 20 % (v/v) PEG 3350 e 0,2 M de citrato de amdnio
dibasico pH 4,8) cresceram com morfologia mais definida e dimensdes de cerca de 20

pm.

Para manter a integridade dos cristais até a difracdo, alguns destes foram
transferidos para uma solugdo crio-protetora com 25,5 % (v/v) PEG 3350 suplementado
com 5 % (v/v) PEG 400, com um tempo de incubacdo de cerca de 5 minutos, como
descrito na Tabela 11. Os restantes cristais foram também transferidos para a mesma
solucdo crio-protetora, mas com a adicdo com um excesso de 10x de tiossulfato,
tetrationato, ascorbato e sulfito, e tiveram tempos de incubac¢ido de 2-10 minutos. De
seguida os cristais de TsdA foram analisados por radiacdo de sincrotrdo nas linhas
ID30A (ESRF - Grenoble, Franca), em que difrataram a 1,94 A; 2,02 A; 1,86 A e 2,00
A, respetivamente com um comprimento de onda de 0,98 A. Posteriormente, os

processos de refinamento, constru¢do e validagdo dos modelos foram realizados.

¢ TsdA_Cj. Mutante N254G

Ap6s andlise detalhada as diversas gotas no screemning inicial (Tabela 9),
escolheu-se duas condicdes de cristalizagdo e procedeu-se as suas otimizagdes manuais.
Alterou-se a concentragao do precipitante e proporc¢ao da gota, variando a concentragao
inicial e final da proteina e do precipitante, pois altera a cinética de equilibrio entre a
gota e o reservatorio (Tabela 11). Também se modificou a temperatura para 4 °C, para
haver um crescimento lento e proporcionar a formac¢do de um cristal com uma estrutura
bem ordenada e de dimensdes tteis a experiéncia de difracgao em sincrotrao. Os cristais
obtidos (em 2 a 5 dias) nas condicdes 19 e 20 % (w/v) PEG 3350, 0.20 M citrato de
amoénio dibdsico pH 4.8, foram transferidos para uma solucdo crio-protetora com 38 %
(w/v) PEG 600 (baseado em estudos anteriores ao projeto da TsdA_Av, sabe-se que o
PEG 600 é agente crio-protetor a uma concentracdo de 38 %), antes de serem
congelados em azoto liquido. Este mutante foi analisado “as isolated”, e com adi¢ao
excesso de tiossulfato, tertationato, ascorbato e ditionito, com incubagdes entre 2 a 10
minutos. De seguida, foram expostos a uma radiacdo de sincrotrdo na linha ID30A

(ESRF - Grenoble, Franca), em que difrataram a 1,78 e 1,64 10%, respetivamente, a um
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comprimento de onda de 0,98 A. Prosseguiu-se entio para as fases de refinamento,

construcdo e validacdo dos modelos.

¢ TsdA_Cj. Mutante M255G

Para este mutante foram testadas as duas condi¢des do screen que foram
escolhidas para o decorrer do projeto, alterando também as concentragdes dos
precipitantes, o racio das gotas e o pH do sal. Deste modo, conseguiu-se obter alguns
cristais multiplos (enum periodo de uma semana) nas solug¢des de cristalizacdo com 20 e
25 % (w/v) PEG 3350; 0.1 M Tris-HCI, pH 8.0, 8.5; 0.2 M sulfato de litio (ver Tabela
11). Apesar de ndo terem boa forma e tamanho, estes foram também expostos a uma
radiacdo de sincrotrdo nas linhas 104 (DLS — Didcot, Oxford, UK), a um comprimento
de onda de 0,98 A. Este mutante foi incubado numa solugdo crio-protetora 25,5 % PEG
3350 suplementado com 5 % PEG 400, sem adicdo de ligando, com um tempo de
incubacgdo de 2 a 10 minutos. Os cristais apresentaram uma difracdo entre 2,13 e 2,8 10\,
mas encontra-se em curso outras andlises para determinar as fases. Também se estd a
tentar obter a estrutura em diferentes estados de oxidagao-reduc¢do e em complexo com
o seu substrato (tiossulfato) e produto (tetrationato). Por isso, o crescimento de cristais
deste variante da TsdA ainda se encontra em fase de otimizacdo, o que poderd conceder

informacdes importantes sobre o mecanismo de reac¢io da enzima TsdA_C;j.

46



Estudo estrutural da Tiossulfato Desidrogenase de Campylobacter jejuni — Maria Cordeiro

Tabela 11: Condicoes de otimizacéo da cristalizacio da wild type e dos quatro mutantes de TsdA_Cj.

Racio da gota

Volume do
Temperatura | Composicio da solucio Proteina:
Método . reservatério Condicao Crio-cristalizacio Soak
(°C) do reservatorio L) precipitante pp (uL)
u
Conc. Prot. (mg/ml)
IR et s 18 % (w/v) PEG 1000; 0,1
1,5 M citrato de sédio; b (WIV ; 0,
Wild Type | (M citrato desodio 2+1 25 % PEG 3350; 0,1 M
0,01 M borato de sodio ~20 M fosfato/citrato pH 3,8; 500 -
(“as L fosfato/citrato pH 3,8; 0,2 M Li,SO,
pH 8,5 - Difusao de 0,2M Li,SO,
isolated”) vapor a Sitting-drop)
Adicionou-se a gota 25,5 % PEG
TsdA_C;j.
Difusao de vapor a 18 € 25% (w/v) PEG 3350, 2+1 3350; 0,2 M NH,ClpH6,2¢ 5 %
Mutante ~20 500 ) 1 mM Tiossulfato
gota suspensa 0.2 M NH,Cl pH 6.2 PEG 400 (incubagido entre 2 al0
C138G )
minutos)
25,5 % PEG 3350; 0,2 M citrato de 1 mM Tiossulfato, 1
TsdA_Cj. 19 €20 % (w/v) PEG
Difusao de vapor a amonio dibdsico pH 3,0; 5 % PEG | mM tetrationato, 1 mM
Mutante 4 3350, 0.20 M Citrato de 500 1+1
gota suspensa 400 (incubagdo entre 2 al0 bisulfite,
K252G amonio dibasico pH 4.8
minutos) 1 mM ascorbato
1e0,1 mM
TsdA_Cj. 30 % e 33 % (w/v) PEG 38 % PEG 600; 0,2 M
Difusio de vapor a o o ) Tiossulfato,
Mutante ~20 600; 0,2 M imidazol/malato 500 1+1 imidazol/malato pH6,0 (incubagdo
gota suspensa 1 mM ascorbato, 1
N254G pH 6,0 entre 2 al0 minutos)
mM ditionito
A 20 e 25 % (w/v) PEG 25 % (w/v) PEG 3350; 0,1 M Tris-
sdA_C;j.
J Difusao de vapor a 3350; 0.1 M Tris-HCl, pH 2+1 HCI pH 8,0; 0,2 M Tris-HCI pH 8,0
Mutante ~20 500 ) -
N gota suspensa 8.0, 8.5; 0.2 M sulfato de e 4 % PEG 400 (incubagio entre 2

litio

al0 minutos)
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6.2. Dados obtidos da difraciao de raios-X, refinamento e
resolucao da estrutura

Foram realizados ensaios de cristalizacdo as cinco variantes da TsdA_Cj e recolheram-
se dados de difracdo em dois sincrotrdes Diamond Light Source (DLS — Didcot, Oxforshire,
Inglaterra) e European Synchrotron Radiation Facility (ESRF - Grenoble, Francga), tendo-se
concluido a caraterizagdo estrutural de duas dessas em trés diferentes condi¢des. Utilizando-se
dados recolhidos na linha ID30-A do ESRF obtiveram-se as estruturas da TsdA_Cj do
mutante K252G — soak com tiossulfato e K252G — soak com ascorbato e do mutante N254G
(“as isolated”).

Com o uso de programas computacionais referidos anteriormente, as imagens de
difracdo recolhidas (ver exemplo de um padrdao de difragdo recolhico na Figura 21) foram
indexadas de forma a determinar os indices de Miller (hkl), as intensidades (Ixx) e respetivos
erros associados (opg;) (61). Foi igualmente possivel caraterizar a Célula unitdria através da
determinacgdo das constantes a, b, ¢ e dos angulos a, f, y para cada cristal (37). Na Tabela 12,
encontram-se alguns pardmetros estatisticos uteis para proceder a uma avaliacdo da qualidade
dos dados, juntamente com a determinagdo da célula unitirio e do grupo espacial.
Posteriormente realizaram-se varios ciclos de refinamento, constru¢do do modelo e sucessiva
validacdo, para convergir os modelos para os trés variantes em estudo, e subsequente

determinac¢do da estrutura tridimensional dos mesmos.

Figura 21: Padrio de difrac¢io de um cristal da TsdA_Cj obtido a aproximadamente 20 °C.
A experiéncia de difraccdo foi efectuada na linha de radiag@o de sincrotrdo na linha ID30A (ESRF - Grenoble, Franga ) e o

conjunto de dados recolhido tem uma resolucio méxima de 2,02 A.

49



Estudo estrutural da Tiossulfato Desidrogenase de Campylobacter jejuni — Maria Cordeiro

Tabela 12: Estatisticas e refinamento dos dados recolhidos das estruturas da TsdA de C. jejuni.

Mutante K252G Mutante K252G
Mutante N254G
Parametros Tiossulfato soak Ascorbato soak
(TsdA_ N254G)
(TsdA_ K252G_ S;05) (TsdA_ K252G_C¢HsOs)
Sincrotrao European Synchrotron Radiation Facility (ESRF), Grenoble
Beamline ID30A
Comprimento de onda (A) 0,967
. 63,29 - 1,82 77,85 - 1,86 49,87 -1,78
Resolucio (A)*
(1,88 -1,82) (1,87 -1,86) 1,79 -1,78)
Grupo espacial cl121

Célula unitaria:

a, b, c(A) 195,21; 74,26; 103,32 195,03; 74,25; 103,15 100,91; 58,38; 56,42
a By 90; 101,80; 90 90; 101, 97; 90 90; 108,105 90
Niimero total de reflexdes 519234 (5097) 490139 (4552) 124444 (913)
Numero total de reflexoes tnicas 130499 (12604) 118701 (1068) 29676 (263)
Multiplicidade 4,0 (4,0) 4,1(4,3) 42 (3,5)
Completeness (%) 99,9 (96,7) 98 (87,3) 99,3 (92,6)
<I/s(D)> 13,1 (2,0) 9,5(1,3) 8,8 (2,1)
Wilson B-factor (A% 24,90 31,36 23,37
Runerge (%) 6,9 (64,6) 6,8 (79,9) 8,0 (42,7)
Ryim (%) 3,9 (36,7) 4,2 (50,3) 4,8 (29,3)
CCi2(%) 99,9 (65,2) 99,8 (54,6) 99,7 (46,0)
Refinamento
Ryork (%) 17,4 (29) 17,9 (38) 17,4 (38)
Rivee (%) 20,2 (32) 20,5 (38) 20,6 (41)
Niimero de atomos que niao
sejam hidrogénio 10528 10204 2644
Niimero de dtomos
Macromoléculas 9520 9520 2374
Ligandos 390 357 86
Solvente 618 327 184
Ligacoes r.m.s.d. (A) 0,01 0,02 0,02
Angulos r.m.s.d. (°) 1,22 1,72 1,78
Residuos
Cadeia A Ser'” — Met™! Ser"® — Met™!
Cadeia B Ser'® — Met™! Ser"> — Met™! Gly"* - Ala™
Asp®™®' — Met™!
Cadeia C Ser'® — Tyr’** Ser' — Tyr*>
Cadeia D Ser'® - Thr'"” Ser"> — Met™'
Ramachandran plot
Favorecido (%) 97,2 97,63 97,97
Permitido (%) 2,64 2,37 2,03
Nao permitido (%) 0,17 0,00 0,00
Rotameros nao permitidos (%) 0,40 0,20 1,98
Clashscore 2,31 0,67 2,48
B-factor médio (A% 34,75 48,35 37,31
Macromoléculas 34,93 48,87 37,30
Ligandos / ides 30,44 41,78 28,73

*— dados em parénteses correspondem a camada de resolugéo mais alta, r.m.s.d.- root mean square deviation
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O processo de refinamento consistiu na minimizac¢do da discordancia entre os fatores
de estrutura observados (F,,s — dados experimentais da difrac¢do de raios-X) e os fatores de
estrutura calculados (F.,; — ndo experimentais, calculados a partir do modelo construido),
realizando pequenas modifica¢des nos parametros atémicos (79). Este passo foi intercalado
com um ajuste do modelo a densidade calculada, respeitando a posi¢do espacial da cadeia
principal, a sequéncia de aminoécidos e as cadeias laterais (Figura 22). Esta etapa € crucial
dependendo dos conhecimentos e interpretacdo da densidade electrénica pelo cristalégrafo)
(79). E fundamental neste ciclo iterativo de construcio do modelo e refiamento, a validagio
dos resultados obtidos, pois podem surgir erros que interferem na qualidade e fiabilidade das
estruturas modeladas. Os critérios analisados foram a coeréncia quimica na estrutura, o
conjunto dos dados, a precisdo nas distancias e angulos de ligacdo, a qualidade dos indices
estatisticos, a vibragdo térmica dos dtomos, as interacdes intermoleculares, a desordem no
cristal e espaco tridimensional cristalino completo (79), recorrendo, nomeadamente, ao

programa MolProbity (75).

Figura 22: Ilustracio da densidade electronica de um dos hemos de TsdA_Cj.
Vista do hemo 1 da TsdA, com a representacdo da densidade electrénica apds os vdrios processos de refinamento. A verde
encontra-se o mapa Fp-F,;, calculado depois do primeiro ciclo de refinamento, com contorno de 3¢ para os centros de ferro

enxofre. A azul encontra-se o mapa 2F,-F., com contorno de 1c para os centros de ferro enxofre.
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A recolha de dados e as estatisticas de refinamento obtidos para os trés variantes da
TsdA_Cj estdo na Tabela 12, com um grupo espacial monoclinico C2. Relativamente aos
variantes TsdA_K252G_S,;03 ¢ TsdA_K252G_C¢HgOg, os cristais pertencem ao grupo
espacial monoclinico C2, com dimensdes da célula unitaria de a = 195,2 A, b=174,3 A, c=
103,3 A. Contém 4 moléculas na unidade assimétrica, correspondendo a um coeficiente de
Mathews de 2,2 A’Da! e um teor de solvente de ~45 %. As estruturas foram refinadas 2s
resoluges de 1,82 A e 1,87 A, com Ry final de 17% e 18 %, Rpwee de 20% e 21 %,
respetivamente .Os modelos contém os residuos Ser’>-Met**! em quase todas as cadeias (A, B,
C e D), conforme informacdo detalhada na Tabela 12 e dois hemos em cada cadeia. As
solucdes de crio-protecdo continham PEG, citrato de amdnio, para serem semelhantes com a
solucdo de cristalizacdo e preservar a integridade do cristal. Também continham um ido
tiossulfato (no hemo 1, entre os residuos Argm, Cys138, Arg 134, Ser'* ¢ Gly240) € um 1iao
ascorbato (que ndo é observado nos mapas de densidade eletrénica, nem na vizinhanca do
hemo 1 ou Cys138).

O cristal do mutante TsdA_N254G em comparagdo com os restantes € “as isolated”,
ou seja, na solugdo crio-protetora continha somente o PEG e o imidazol/malate, ndo tendo
sido adicionado nenhum ligando. As dimensOes da célula unitdria foram ligeiramente
diferentes das anteriores, a = 100,91 10%, b = 58,38 10\, c=5642 10\, a estrutura refinada a uma

resolucao de 1,78 A com Ryork de 17% e Rygee de 21% e compreende residuos Gly14 —Ala®¥e

2 255_

Asp®® — Met*®! (0o mapa de densidade eletrénica ndo era de boa qualidade entre Ala
Asp®®, o0 que ndo possibilitou a modelacio desta regido), dois hemos e 184 moléculas de
dguas. Abrange um monémero na unidade assimétrica, que corresponde ao coeficiente de
Mathews de 3,36 A3/Da e um teor de solvente de 63,40 %.

Neste trabalho, numerou-se os residuos de TsdA_Cj sem integrar o sinal do péptido de
22 aminodcidos que é removido durante o transporte da proteina para o periplasma (1). Os
mapas de densidade eletronica calculados foram geralmente de boa qualidade, exceto para
duas regides desordenadas: as extremidades N- e C-terminais (aproximadamente 4 e 15

255

- Pro®® (

residuos, respetivamente) e o segmento entre os residuos Met possivel de modelar)
(Tabela 12). Os parametros finais dos modelos e estatisticas relevantes para todas as

estruturas TsdA_Cj caraterizadas sdo descritos na Tabela 12.
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6.2.1. Overall Fold da estrutura da proteina TsdA de C. jejuni e

comparacao estrutural com a proteina TsdA de A. vinosum.

A estrutura da TsdA de C. jejuni (Figura 23 A) é uma molécula em forma de coracao
com dimensdes globais aproximadas de 60 x 45 X 30 A’ e estd organizada em dois dominios.
Cada dominio € composto por quatro hélices a que cercam cada hemo, correlacionados por
um eixo de simetria pseudo-2-fold, em que cada um apresenta a tipica topologia de citocromo-
c classe I, que tem sido relatado ao longo dos estudos estruturais das proteinas TsdA_Av (2) e
TsdAB_Mp (3). Esta organizacdo sugere que esta proteina resultou de um evento de
duplicacdo de genes durante a evolucdo (2). Ao analisar a estrutura da TsdA_Cj (Figura 23
A), verifica-se uma intersecdo ligeiramente perpendicular entre as hélices I-N/C e III-N/C, e
encontram-se num plano oposto as hélices I-N/C e II-N/C. Cada dominio possui, além das
hélices descritas, duas cadeias de folha-P antiparalela, que estdo localizadas em lados opostos
do plano do hemo.

Avancando com o estudo relacionado com as coordenadas da TsdA_Cj, esta foi
submetida ao servidor DALI (80), observando-se uma maior similaridade sequencial de 43%
com a TsdA de A. vinosum (ID no PDB 4WQD), RMSD de 1, 1 A para 223 Ca alinhados e
um Z-score de aproximadamente 30 (duas estruturas sdao consideradas semelhantes com Z-
score acima de 10).

Comparando-se as duas estruturas (Figura 23 B) € visivel a sobreposicao das hélices a
ao redor dos hemos. Deste modo, pode-se concluir que a TsdA_Cj, como TsdA_Av, também
estd organizada em dois dominios que estdo relacionados por um eixo de simetria pseudo-2-

fold, em que cada um apresenta a tipica topologia de citocromo-c classe I (2).
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Figura 23: Comparacio da estrutura da proteina TsdA de C. jejuni e da proteina TsdA de A. vinosum.

A) Cadeia A da TsdA de C. jejuni com o dominio N-terminal (residuos 15-184) representado a laranja e dominio C-terminal
(residuos 184-321) a verde. Também estdo ilustrados os grupos prostéticos dos hemos, variando a cor pelo tipo de dtomo que
sdo utilizadas de igual forma para todas as figuras (Carbono a amarelo; Azoto a azul; Oxigénio a vermelho; Ferro a
avermelho escuro).

B) Sobreposicdo da estrutura da TdsA de C. jejuni com a TsdA de A. vinosum, com o dominio N-terminal (residuos 5-135)
representado a azul (hemo 1 estd a azul claro) e o com o dominio C-terminal (residuos 136-337) a vermelho (hemo 2 estd a
vermelho claro).

Estas imagens foram criadas com programa PyMol (81).
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6.2.2. Coordenacao dos hemos dos mutantes K252G e N254G da
proteina TsdA_Cj

As estruturas cristalinas dos mutantes da proteina TsdA_Cj t€ém dois hemos por cadeia
(Figura 24), que estdo ligados covalentemente a cadeia polipeptidica através de ligacOes
tioéster entre a Cys95 e Cys98 para o hemo 1 e Cys203 e Cys206 para o hemo 2. A distancia Fe-
Fe entre os dois hemos € de ~15,3 A, sendo considerado um intervalo préximo do observado
noutros citocromos tipo ¢ (hemos com uma distincia inferior a 14 A, ocorre uma rdpida e
essencial transferéncia de eletrées) (2). Tém uma distancia de 5,1 A entre cada extremidade
dos hemos, o que também estd de acordo com outras estruturas de citocromo c¢ e multi-
hémicas, que indicam que estas distincias sdo de 4-8 A (3). Estas estruturas apresentam uma
ligacdo axial His/Cys tipica do centro ativo das proteinas TsdAs (1). Por outro lado, este tipo
de ligacdo € raro entre procariotas e parece ser de especial importincia no metabolismo
energético baseado em enxofre (1). Além disso, a estrutura confirmou a evidéncia
espectroscopica indicada no estudo de Kurth, et. al, (1) mostrando que este citocromo c di-

hémico tem 2 hemos (hemo 1, 2) com uma coordenagdo His/Met (1).

l -1:4 /

Figura 24: Representacao ampliada dos hemos de TsdA_Cj.

::‘:':-.

Estdo identificados os residuos de aminodcidos que formam a entrada da cavidade estdo marcados no hemo 1 (A) e no hemo

2 (B). As figuras foram criadas através do programa PyMol (81).
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Em cada um dos hemos hd um canal de ligacdo ao solvente a partir dos ligandos axiais
(Cys138 e Met*). No hemo 1, perto ao residuo Cys13 8 (Figura 24 A) € visivel a cavidade que
se encontra alinhada pelas cadeias laterias dos residuos Arg'"’, Arg'**, Arg"** e Arg'"! (1). O

residuo Arg"** é o mais préximo ao hemo, e tem uma distancia de 6,5 A do S2 ao Cys'™® e

24 4e 5 .3 A. Esta ultima, comparativamente com outros

também tem uma proximidade a Arg
estudos efetuados a outras proteinas da familia da TsdA, revelam que a Cys'*® é essencial para
a atividade catalitica de TsdA_Cj (1), sendo sugerido ser o canal do local ativo para substratos
anidnicos, devido ao canal positivo em torno do hemo 1 (2). A semelhanca do hemo 1 e a
TsdA_Av, o hemo 2 também estd exposto ao solvente, apesar de um s6 grupo propionato
ligado ao anel pirrol D estar direcionado para o solvente (Figura 24 B) (2).

O hemo 1 tem um potencial eletrostatico positivo em torno da cavidade e constitui o
local ativo da TsdA_Cj (Figura 25). Relativamente ao hemo 2, este estd mais exposto ao
solvente e tem uma carga positiva em torno de um nucleo mais hidrofébico (Figura 25). Neste
caso, o hemo 2 € o centro de fluxo de eletrdes, que liga o local ativo ao parceiro redox da
TsdA. Estas observagdes podem ser explicadas, uma vez, que os residuos que estdo
carregados positivamente em torno da cavidade de heme 1 atraem a molécula de substrato
(tetrationato) com carga negativa e ajudam a liberar o produto (tiossulfato) com carga

negativa. Deste modo, confirma-se que hemo 1 e hemo 2 constituem um par redox ligado ao

fluxo de eletroes (2).

Figura 25: Potencial de superficie eledostatica da proteina TsdA_Cj
A) Estd ilustrado o, potencial de superficie eletrostdtica em torno do hemo 1; B) Esta indicado o potencial de superficie
eletrostdtica do hemo 2. A carga positiva € representada em azul e carga negativa em vermelho.

As figuras foram criadas através do programa PyMol (81).
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¢ Coordenaciao dos hemos do mutante K252G de TsdA_Cj com
ascorbato

A estrutura tridimensional do mutante K252G com ascorbato obtida (Figura 26)

apresenta uma hexacoordenacdo no hemo 1 e tem um ligando proximal a His* e um ligando

138 (Figura 26-1), com uma distancia ao Fe de 2,1 e 2,4 10%, respetivamente.

Relativamente ao hemo 2 o ligando proximal é His®” e o ligando distal é Met*>, com uma

distal a Cys

igual distancia de ligac@o ao ferro do hemo 1 (Figura 26-2). Comparativamente a estrutura da
TsdA_Av determinada em Brito, et. al, (2) as distancias dos ligandos proximais e distais ao
Fe em ambos os hemos sdo idénticas, havendo uma ligeira diferenca entre o ligando proximal
do hemo 2 (diminui¢ao de distancia para 2,0 A em TsdA_Av).

Com os dados cinéticos disponiveis sobre a enzima TsdA_Cj, sabe-se que
provavelmente o dtomo de ferro do hemo 1 tem um estado de baixa rotacdo de seis
coordenadas, assim como também se confirmou que o Cys138 é um sexto ligando distal do
hemo 1 (1). De acordo com a estrutura obtida para este mutante (Figura 26-1), o ligando distal
do hemo 1 encontra-se na conformacao principal, estd diretamente coordenando ao ferro
através de seu Sy (2).

Em comparagcdo com os resultados obtidos com a TsdA_Av, esperava-se que na de
ascorbato (agente redutor), houvesse uma alteracio conformacional na Cys'*® do hemo 1, com
o intuito de promover a reducdo do hemo, saindo a Cys'*® para fora do eixo de coordenacio
do ferro. Neste caso, ocorreria também uma mudanga de ligando distal do hemo 2, para um
outro residuo perto do hemo, provocando o ligando switch. Como ndo se verificou ligando
switch no hemo 1, surgiu assim uma outra diferengca muito importante entre TsdA_Cj e
TsdA_Av. Pois, na estrutura da TsdA_Av verificou-se que a proteina na presenca de um
agente redutor (como foi o caso do ditionito) provocou uma dupla conformacgdo e a Cys distal
saiu fora da esfera de coordenacdo do hemo 1 e o hemo 2 deixou de ser coordenado pelo
ligando distal Lis** para a Met®” (2).

Por outro lado, o tipo de coordenagdo do hemo 2 ji era antecipado também por
analogia a estrutura da TsdA_Av (coordenacdo do hemo 1 € de His™ - Cys96 e do hemo 2 de
Lys208 - His'®), uma vez, que a metionina estd localizada na sequéncia da TsdA_Cj, numa
posicdo equivalente em A. vinosum. Foram também realizados varios testes cinéticos e

3 atua como ligando distal do hemo 2 (pelo menos em

espectroscopicos indicando que a Met
estado de oxidacdo da TsdA_Cj), o que corrobora os resultados obtidos (Figura 26-2). Em
conclusdo, os ligandos distais do ferro de cada hemo da proteina TsdA_Cj sdo indispensaveis

para a sua fun¢do enzimatica (1).
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Figura 26: Coordenacao dos hemos do mutante K252G de TsdA_Cj com ascorbato.
1) O hemo 1 é coordenado por His” e Cys'*®; 2) O hemo 2 ¢é coordenado por His®’ e Met*, e tambémesta identificado o

local da mutacdodo variante. As figuras foram criadas através do programa PyMol (81).

¢ Coordenacao dos hemos do mutante K252G de TsdA_Cj com
tiossulfato.

Os estudos anteriores a proteina TsdA_Av, indicaram que o Sy do dtomo da cisteina
(Cys138) do sitio ativo, pode adotar duas conformagdes diferentes devido apenas a rotacao da
cisteina C, - Cg € ndo envolve nenhum rearranjo importante a nivel da cadeia principal (2),
consequentemente a conformacgdo do dtomo de enxofre alterna entre os estados de ligacdo ao
Fe e de Fe ndo ligante (3). Relativamente a outra estrutura do mutante K252G foi obtida com
soaking do substrato tiossulfato (Figura 27). Neste caso observou-se o tiossulfato estabilizado
por uma ligacdo de hidrogénio, na cavidade do centro ativo (como ja tinha sido proposto em
TsdA_Av (2) e TsdAB_Mp (3)) (Figura 27-1), delineada pelas cadeias laterais dos residuos
Argm, Arg134 e Arg141 carregados positivamente, € proposto o seu envolvimento na
orientacdo e estabilizacdo do substrato para a catélise (3; 2). O tiossulfato estd orientado de
modo que a ligacdo do S1-S2 estd direcionada para o hemo 1, como foi possivel ver na
estrutura reduzida de TsdA_Av em ditionito (entrada PDW 4WQ9) (2). A distancia entre o

atomo Sy da Cys138 e 0 S2 do tiossulfato é de 3,3 A, nao estando dentro da distancia de
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ligacdo covalente, podendo afetar a capatcdo do substrato para a realizacdo do fluxo de

eletroes. O tiossulfato foi refinado com uma ocupacdo de 78 %. O Sy do residuo Cys138

(tem
uma ocupacdo total) sobrepde com o Sy do residuo Cys’® em TsdA_Av com bisulfito (c6digo
PDB 4WQB) (2). Em ambas as estruturas, estas cisteinas ligadas ao ligando ndo estdo a
coordenar o hemo. No caso da TsdA_Cj, € notério a continuidade nos mapas de densidade
eletrénica no hemo 1, apesar de Cys138 ndo estar ligada ao ferro hemo, mas espera-se que a
cisteina coordene o hemo quando ndo hd ligando ou substrato presente, semelhante ao

sucedido nas estruturas cristalinas de TsdA_Av e TsdAB_Mp (2; 3).

Figura 27: Coordenacio dos hemos do mutante K252G de TsdA_Cj com tiossulfato.

O hemo 1 é coordenado por His” e Cys13 8. 2) O hemo 2 é coordenado por His? e Met*> e também estd identificado o local
da mutagdo deste variante em estudo.

Representacdo dos hemos da TsdA com densidade electrénica apds os vérios processos de refinamento. A verde e vermelho
encontra-se o mapa F,-F.,,calculado depois do primeiro ciclo de refinamento, com contorno de 3¢ para os centros de ferro
enxofre. A azul encontra-se o mapa 2F,-F., com contorno de 1c para os centros de ferro enxofre.

As figuras foram criadas através do programa PyMol (81).

Normalmente, quando é visivel um ido de tiossulfato no centro ativo ocorre uma
modificacdo de estados de oxidac¢do na Cys distal do hemo 1, como ja foi possivel verificar
em outras estruturas da familia das TdsAs. Deste modo, através da estrutura obtida do

mutante K252G, sabe-se que Cys13 8

adota uma segunda conformac¢do, havendo uma ligeira
rotagdo do Sy para fora da esfera de coordenacdo do ferro do hemo 1. Esta situa¢do sucede-se
devido ao Sy deste residuo ser o ligando mais fraco do hemo, o que pode propiciar a mover-se

para uma posicao alternada, promovendo a catélise, revelando diversidade conformacional e
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1 ~ .
#(2), em comparacdo com o sucedido na estrutura do mutante

quimica em torno da Cys
K252G com ascorbato (Figura 26-1) que a Cys13 8 apresenta a conformacao principal. Nesta
estrutura a Cys'*® também se encontra em estado de persulfuracio completa, semelhante ao
que foi observado anteriormente na estrutura cristalina da TsdA_Av crio-cristalizada com
tetrationato (PDB 4WQA) (2). No que diz respeito ao hemo 2 deste mutante (Figura 27-2),
ndo se observou nenhuma desordem na regido da zona do ligando axial, mas sim a ligacdo a
Met>, como jé se era de esperar.

Como ja foi referido anteriormente, foi possivel modelar uma molécula de tiossulfato

numa cavidade perto do hemo 1, recorrendo a interpretacio do mapa de densidade eletrénica

(ver Erro! A origem da referéncia nio foi encontrada.).

¢ Coordenaciao dos hemos do mutante N254G, da proteina TsdA_Cj

Neste caso, realizou-se um estudo estrutural do mutante N254G “‘as isolated”, sem
adicao de nenhum ligando, para se ver como esta mutacdo afeta a atividade enzimética da
proteina TsdA_Cj. Este mutante tem uma coordenacdo de dois hemos, que estdo ligados
covalentemente a cadeia polipeptidica (Figura 28). No hemo 1, observou-se também (como
em K252G) uma heterogeneidade conformacional na Cys'*®, que se encontra em estado de
dupla oxidacdo, passando a ser uma cisteina no estado de dcido sulfénico (Figura 28-1). Esta
oxidacdo € um processo irreversivel e provavelmente resultou de um dano oxidativo durante o
longo processo de cristalizagdo a temperatura ambiente (2), o que também foi observado em
TsdA_Av (PDB 4WQ-7). Deste modo, a Cys138 neste estado dupla de oxidacdo, ndo se
encontra coordenada com o Fe do hemo 1.

255 _ ppo260

Nao foi possivel modelar loop Ala , no mutante N254G. Esta regido, alids, ja

por si € movel dado que em todos os conjuntos de dados analisados ndo foi possivel modelar

251 260). Assim sendo, € de assumir que o mutante N254G introduziu

por¢des do loop (Ile™" - Pro
um maior grau de flexibilidade na regidao em redor do ligando distal do heme 2, pela
introducdo de um residuo de aminodcido sem qualquer cadeia lateral (mutagdo da Asn®* para
Gly) tornando esta zona extremamente flexivel e dificil de modelar. De facto, esta situacdo
também foi observada com um mutante da TsdA_Av (2). Nao sendo, possivel modelar
correctamente este loop, ndo podemos afirmar qual o ligando distal nesta variante. Contudo,
ndo sendo a Asn254 e a Met255, existe uma por¢do de densidade que ainda ndo foi
mnodelada, ou seja, esta variante ndao assume um estado high spin dado que algo liga na

posicao distal do heme 2.
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Figura 28: Coordenacio dos hemos do mutante N254G, da proteina TsdA_Cj.

207

1) O hemo 1 é coordenado por His* e Cys'*® oxidada; 2) O hemo 2 é coordenado por His?”’ e estd também identificado o
local da mutacdo deste variante em estudo.

Representacdo dos hemos da TsdA com densidade electrénica apds os vérios processos de refinamento. A verde e vermelho
encontra-se o mapa F,-F.,,calculado depois do primeiro ciclo de refinamento, com contorno de 3¢ para os centros de ferro
enxofre. A azul encontra-se o mapa 2F,-F., com contorno de 1c para os centros de ferro enxofre.

As figuras foram criadas através do programa PyMol (81).
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7.Discussao

Neste projeto de dissertacdo realizou-se uma andlise estrutural a enzima tiosulfato
desidrogenase de Campylobacter jejuni (TsdA_Cj), de forma a complementar resultados
cinéticos e espetroscopicos obtidos por Kurth er. al, (1) relativamente as propriedades
cataliticas deste citocromo ¢ di-hémico, que sdo alteradas de acordo com os ambientes em
torno dos hemos (1). Por outro lado, tem-se conhecimento que através das carateristicas
enzimaticas as proteinas TsdAs podem utilizar o tetrationato como doador de eletrdes (como €
o caso da C. jejuni), ou entdo, o tiossulfato como doador de eletrdes (como € o caso de A.

vinosum e M. purpuratum) (1).

Todos estes dados cristalograficos adquiridos ao longo desta dissertacdo, dao a entender
que ha uma compatibilidade com o mecanismo catalitico sugerido para TsdA_Av (2). Neste
caso, duas moléculas de tiossulfato entram no local do centro ativo, induzindo o S, do residuo

CySISS

a sair temporariamente para fora da esfera de coordenacio do ferro durante a reagdo,
levando a uma alteragao no potencial redox (2). Durante esta reacdo direta, sdo libertados dois
eletrdes, que podem ser acomodados pelos dois grupos hemos, que os ird reduzir e surgird
uma molécula de tetrationato, que € libertada posteriormente, ficando os hemos de novo
oxidados, como estd indicado na Figura 29 (2). No caso da C. jejuni (reacdo inversa), ocorre
atividade de redutase de tetrationato. O tetrationato € atraido para o local do centro ativo do
hemo 1, e com o auxilio de dois eletrdes que sdo fornecidos a partir de um citocromo ¢
periplasmatico (sendo estes eletrdes facultados ao citocromo ¢ pelo formato desidrogenase
(Fdh) e o citocromo bcl, devido 4 sue natureza eletronica) ocorre a reducdo do tetrationato a
duas moléculas de tiossulfato (ver Figura 29). Deste modo, espera-se uma alteracdo na
coordenagdo do hemo em que a Cys sai fora da esfera de coordenacdo, para facilitar a entrada
do substrado (tiossulfato) na cavidade do hemo 1. Apds a libertagdo de tetrationato, Cys138

retorna a esfera de coordenacao do ferro (2); (4). O que poderd enfatizar o papel importante da

Cys'*® na proteina, como residuo do local ativo, essencial para a catélise (2).
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Figura 29: Modelo de transferéncia de eletrdes bi-direcional in vivo entre o tetrationato e tiossulfato.

Esta transferéncia de eletrdes € catalisada por TsdA de C. jejuni. O transporte de eletrdes do citocromo ¢ para a reducgio do
tetrationato (setas pretas) sdo facultados pelo formato através do formato desidrogenase (Fdh), devido a natureza eletrogénica
da formato desidrogenase e do complexo citocromo bcl. Por outro lado, a atividade de tiossulfato desidrogenase produz 2

eletrdes, em que o aceitador final € a oxidase do tipo cb (setas vermelhas). Adaptado de (4).

Em todos os mutantes da TsdA_Cj a ligacao axial His/Cys do hemo 1 é equivalente
com as estruturas das enzimas TsdA_Av e TsdAB_Mp. Com estudos cinéticos realizados,
tem-se conhecimento que o hemo 1 constitui o local ativo da TsdA_Cj, pois a atividade
enzimética é nula em ambas as direcdes (reducdo ou oxidacdo) quando a Cys'® é substituida
(3), ndo s6 pela glicina mas também por uma metionina e histidina (1). A reducdo do
tetrationato e a oxidac@o do tiossulfato também sdo igualmente afetadas (1). Isto identifica

138

Cys *° como um residuo de local ativo e enfatiza um papel importante geral para a cisteina em

138 do hemo 1 como

proteinas contendo hemos ligados a His / Cys (2). A coordenacdo Cys
ponto de entrada de eletrdes parece algo surpreendente, porque implicaria uma transferéncia
de eletrdes altamente improvavel da oxidacdo do tiossulfato para o hemo 1 de TsdA (2).
Verificou-se uma cavidade com carga positiva ao lado do heme 1 e Cysl38, que constitui o
local ativo (2). Esta regido parece ser muito semelhante a descrita para a TsdA_Av, e espera-

se que vdrios residuos de Arg (Argm, Argm, Arg134 tal

e Arg ") criem um forte campo
eletrostético positivo, possibilitando a ligacdo do substrato tiossulfato em ambos os casos (2).

Também se propde que outros residuos perto do local ativo estabilizem a Cys (2). Neste
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estudo, houve uma estrutura que continha tiossulfato, estando este em grande proximidade a

CySISS

e ao ferro do hemol, como acontece em TsdA_Av. Em alguns dos casos o Sy do
residuo Cys'*® pode adotar diferentes conformacdes, havendo uma alteracio da sua posicdo
para fora do eixo de coordenacdo. Embora a TsdA apresente uma elevada atividade especifica
com um pH baixo, supde-se que quando esta se encontra na sua forma protonada (baixo
potencial redox), o Sy de Cys138 ¢ indicado como um ligando mais fraco para o hemo, o que
poderd desencadear o movimento para fora da coordenagdo do ferro, passando a ter uma

posicao alternativa, o que ird promover a catélise (2; 1).

Deste modo, pode-se concluir que o movimento Cys'™® para fora da esfera de
coordenagdo do ferro do hemo 1 e a ligagdo covalente de tiossulfato para o Sy do residuo da
Cys € uma parte central do ciclo de reacdo da TsdA_Cj (1). Por outro lado, comparando com
o mecanismo de reacdo proposto por Grabarczyk et. al, para a TsdA_Av, onde se observa a
formacdo de um intermedidrio da cisteina, S-tiossulfonato (1). Durante a oxidacdo de
tiossulfato, o intermedidrio liberta dois eletrdes, que vao reduzir os dtomos de ferro dos dois
hemos em TsdA para o estado Fe (II). (2; 1). No caso de TsdA_Cj, na dire¢do inversa
(reducdo do tetrationato), a ligacdo S-S da molécula de tetrationato possivelmente serd a
primeira a ser quebrada, devido ao ataque do Sy da cisteina, libertando uma molécula de
tiossulfato e forma-se o S-tiossulfonato de cisteina. A partir deste intermedidrio, o segundo
tiossulfato podera ser libertado na sua forma redutora com dois eletrdes fornecidos por uma

via dadora de eletrdes externa, através dos dois grupos hémicos da TsdA (1).

Como jé foi referido anteriormente, o hemo 2 da TsdA_Cj atua como um centro de
retransmissao de eletrdes e liga o local ativo do par redox da enzima (1). Comparando com a
estrutura de TsdA_Av, hd uma diferenca importante entre a reducdo de tetrationato adaptada
CjTsdA e a enzima oxidante tiossulfato de A. vinosun (1). Primeiramente sabe-se que o hemo
2 de TsdA_Av € ligado pela Lys208 quando a enzima se encontra em estado de oxidacdo, mas
quando ha uma alteracdo do ligando de lisina para metionina ocorre um ligand-switch do
hemo 2 apés reducdo (1; 2). No caso de TsdA_Cj o ligando distal é a Met>™ no estado

oxidado, mas com a substitui¢ao de Met>>

pela glicina h4 a uma forte deterioragdo em ambas
as diregOes cataliticas, no entanto a formacdo de tetrationato € um processo muito mais
importante (1). Inesperadamente surgiram alteragdes na direccionalidade da reagdo catalitica
da TsdA, em que hd uma adaptacdo da enzima na redugdo do tetrationato (TsdA_Cj) ou na

oxidac¢do do tiossulfato (TsdA_Av), o que deve ter implicagdes sobre a sua funcdo em redes
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metabdlicas in vivo, permitindo que a reducdo do tetrationato possa ser utilizada como um

processo respiratorio alternativo (1).

Em suma, os resultados obtidos em C. jejuni, estdo de acordo com os relatados em A.
vinosum, havendo uma altera¢do relacionada com a ligacdo distal ao Ferro do hemo 2 no

estado oxidado. Em TsdA_Cj a Cys13 ¥ como ligando axial de hemo 1 e a Met*

de ligacdo ao
ferro do hemo 2 sdo indispensaveis para a fun¢do enzimadtica eficiente in vitro e in vivo. Os
resultados aqui descritos serdo publicados brevemente, e também as restantes estruturas de

outros mutantes da TsdA_Cj refinadas e validadas, serdo descritas.
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8. Conclusao

O objetivo principal deste projeto cientifico consistiu no estudo estrutural da enzima
tiossulfato desidrogenase de Campylobacter jejuni. Foi possivel obter cristais de boa
qualidade para o mutante K252G com ascorbato; mutante K252G com tiossulfato e mutante
N254G, tendo sido recolhidos conjuntos de dados em sincrotrdes, a uma resolugdo de, 1,86,
1,82¢ 1,78 10%, respetivamente. Deste modo, realizou-se uma andlise estrutural completa e
verificou-se que a proteina continha dois hemos ligados covalentemente a cadeia polipeptidica
através de ligacdes tio-éster entre a Cys’> e Cys’® para o heme 1 e entre a Cys*” e Cys®® para
o heme 2. Relativamente ao ferro do hemo 1 € hexacoordinado e tem como ligando proximal
a His” e como ligando distal a Cys138, tal como His?”’ e Met™ para o hemo 2. Também foi

possivel visualizar a presenga de um ligando, tiossulfato, pr6ximo do hemo 1 no mutante.

8.1. Perspetivas futuras
Como um projeto cientifico dificilmente se considera terminado, é importante refletir
acerca das perspetivas futuras:

e Pretende-se finalizar o processo de refinamento de todos os conjuntos de dados que
foram recolhidos da enzima TsdA Cj (wild type, C138G, M255G), em diferentes
estados de oxidacao;

e No trabalho futuro serdo realizados mais ensaios de cristalizacio na presenca de
ligandos, nomeadamente a otimizacdo da cristalizacio dos mutantes K252G e
N254G.

¢ Devido ao estado de oxida¢do do mutante C138G, serd necessdrio realizar ensaios de
cristalizacdo numa camara de anaerobiose;

Estes ensaios fornecerdo a informacao que € necessdria para propor mecanismo de reagao

para C. jejuni TsdA, juntamente com dados de atividade e caraterizacdo cinética.
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Anexos

» Organizacoes internas do cristal

Tabela 13: Classificacio da estrutura espacial dos sistemas cristalinos, adaptado de (39).

Sistemas Parametros da . . .
.« e p Simetria Grupo espacial
cristalinos célula
Cubico Quatro eixos triplices P23, P23, 23,123, 12,3
A a=pf=y=90 ao longo da diaponal P432, P4132, P4,32;
‘T‘ ’ =b=c & & P4332, FA32, F4,32, 1432,
‘ do cubo 14.32
2|l 1
Tetragonal P4, P4y, P4,, P43, 14, 14,
— . . P422, P4,22, P4,22,
vd v =hH=y= °
o ﬂ_ by 90 Eixos qluzlldruplos P4,22. PA2,2. P4 (2,2,
: a=b#c (paralelo a c) P4,2,2, P432,2, 1422,
—— 14,22
Ortorrombica
T o oa=F=y=90° Trés eixos duplos P22, P222,, P2,2:2,
. P2,2,2;, C222, C222,,
. t]— a*b+#c perpendiculares F222. 1222, 12,.2,2,
2 9 1,
4 /
Lrigonal £ =90° P3, P3;, P3,,R3
oa=0hH= s . . , 15 25
%_ﬁ y=120° Eixos t“p;‘:f) (paralelo | p3y1 p312,P3,21, P3,21,
ol a=b=c P3,12,P3,12, R32
Hexagonal
8- o= ﬂ = 900, Y= . A P6, P65, P64, P63, P62, P61
Nl 120° Eéxgrsaf;x;‘;pcl;’s P622, P6,22, P6,22,
‘ J L a=b+c P P6522, P6422, P6522
Monoclinica a=7=90,
- S #90° Eixos duplos (paralelo P2 P2, C121
\i\k a*b*c ab) »Eo
2
Triclinica
a# f#y#90 Nenhuma P1

N
/
Y
'-tt_/

a#xb+c

75




Estudo estrutural da Tiossulfato Desidrogenase de Campylobacter jejuni — Maria Cordeiro

> Agentes crio-protetores

Tabela 14: Exemplos de Agentes crio-protetores utilizados na crio-protecéo de cristais (57).

Tipo Agente crio-protetor Concentracao Observacoes
Glicerol, etilenoglicol,
propilenoglicol, 3
. Lo . Substituir a 4gua, NAO
Pequenos 1,2-propanodiol, dietilenoglicol, g
. . 25-50 % (v/v) diluir outros
poliois 2-metil-2,4-pentanodiol, 2,3- ~
componentes do tampao
butanodiol,
1,6-hexanodiol
Utilizagdo através da
Alcoois Metanol, etanol, 2-propanol 50-75 % saturado fase de vapor ou evitar
estes volateis
Sacarose, trealose, glucose, Utilizagdo em solugdo de
Acicares sorbitol, xilitol, 50-75 % saturado cristalizagdo ou
Eritritol, inositol reservatorio
Ajustar o pH das

Sais organicos

Malonato, formiato, acetato

50-100 % saturado

solucdes de stock para

neutro

Sais

inorganicos

Nitrato de litio, sulfato de litio,

cloreto de litio, nitrato de sédio

50-90 % saturado

O litio é incompativel

com o fosfato

PEGs de baixo

peso molecular

PEG 200, PEG 400, PEG 600

etc.

25-50 & (v/v)

PEGs de
PEG 3350, PEG 6000, PEG
elevado peso 25-50 % (m/v) Nio penetrante
8000, etc.
molecular
Aminoacidos L-Prolina 2 2-3M
N-6xido de trimetilamina,
Osmolitos ) 4 M
sarcosina, betaina
. . L. Ajuda a solubilizar
Outras Dimetilsulféxido ~30 % (viv)
pequenos ligandos
Parabar 10312, éleo de Uma camada muito fina Parabar 10312 é também
perfluoropoliéter, éleo de sobre o cristal para conhecido como
Oleos bomba turbomolecular, 6leo de absorver o excesso de Paratone-N e é mais
parafina, éleo de canola, azeite | 6leo e reduzir a dispersdo | Vviscoso do que os outros
de oliva de raios-X 6leos
Parabar 10312 + 6leo de As misturas de
perfluoropoliéter, polidis + crioprotectores sao
Misturas

actcares + polidis PEG, depois

dleo

limitadas apenas pela

imaginacdo da pessoa
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» Solucoes precipitantes de screen comercial Stura FootPrint (Molecular Dimensions para os ensaios de
cristalizacido dos cinco variantes em estudo

Tabela 15: Varias solucoes precipitantes de screen comercial de Stura FootPrintCombination (Molecular Dimensions) (69).

Stura Footprint Combination Screen HT-96 Rows Al - D12 MD1-43
Tube Concl (M) Saltl Conc2 (M) Buffer2 | pH | Conc3 Unit3 Precipitant3
Al 0,2 Imidazole malate 5,5 15 % vIv PEG 600
A2 0,2 Imidazole malate 5,5 24 % viIv PEG 600
A3 0,2 Imidazole malate 5,5 33 % vIv PEG 600
Ad 0,2 Imidazole malate 5,5 42 % viIv PEG 600
A5 0,2 Imidazole malate 7,0 10 % wWIv PEG 4000
A6 0,2 Imidazole malate 7,0 15 % wiv PEG 4000
A7 0,2 Imidazole malate 7,0 20 % wWIv PEG 4000
A8 0,2 Imidazole malate 7,0 25 % wiv PEG 4000
A9 0,2 Imidazole malate 8,5 7,5 % WiV PEG 10,000
A10 0,2 Imidazole malate 8,5 12,5 % wiv PEG 10,000
All 0,2 Imidazole malate 8,5 17,5 % wWIv PEG 10,000
Al12 0,2 Imidazole malate 8,5 22,5 % wiv PEG 10,000
B1 0,75 Ammonium sulfate 0,15 Sodium citrate 5,5
B2 1,0 Ammonium sulfate 0,15 Sodium citrate 5,5
B3 1,5 Ammonium sulfate 0,15 Sodium citrate 5,5
B4 2,0 Ammonium sulfate 0,15 Sodium citrate 5,5
B5 0,8 Potassium/sodium phosphate 7,0
B6 1,32 Potassium/sodium phosphate 7,0
B7 1,6 Potassium/sodium phosphate 7,0
B8 2,0 Potassium/sodium phosphate 7,0
B9 0,75 Sodium citrate tribasic dihydrate 0,01 Sodium borate 8,5
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B10
B11
B12
Cl
C2
C3
C4
(6]
C6
C7
C8
9
C10
Cl1
C12
D1
D2
D3
D4
D5
D6
D7
D8
D9
D10
D11
D12

1.0
1,2
1,5

Sodium citrate tribasic dihydrate
Sodium citrate tribasic dihydrate

Sodium citrate tribasic dihydrate

0,01
0,01
0,01
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,2
0,2
0,2
0,2
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1

Sodium borate
Sodium borate
Sodium borate
Sodium HEPES
Sodium HEPES
Sodium HEPES
Sodium HEPES
Sodium HEPES
Sodium HEPES
Sodium HEPES
Sodium HEPES
Sodium cacodylate
Sodium cacodylate
Sodium cacodylate
Sodium cacodylate
Imidazole malate
Imidazole malate
Imidazole malate
Imidazole malate
Sodium acetate
Sodium acetate
Sodium acetate
Sodium acetate
Ammonium acetate
Ammonium acetate
Ammonium acetate

Ammonium acetate

8,5
85
8,5
8,2
8,2
8,2
8,2
7,5
7,5
7,5
7,5
6,5
6.5
6,5
6.5
6,0
6,0
6,0
6,0
5,5
5.5
5,5
5.5
4,5
4,5
4,5
4,5

30
40
50
60
18
27
36
45
18
27
36
45

15
20
30
12
18
24
36

15
22,5
27

% vIv
% vIv
% vIv
% vIv
% vIv
% vIv
% vIv
% vIv
% wiv
% wiv
% wiv
% wiv
% wiv
% wiv
% wiv
% wiv
% wiv
% wiv
% wiv
% wiv
% wiv
% wiv
% wiv

% wiv

PEG 500 MME
PEG 500 MME
PEG 500 MME
PEG 500 MME
PEG 600
PEG 600
PEG 600
PEG 600
PEG 2000 MME
PEG 2000 MME
PEG 2000 MME
PEG 2000 MME
PEG 4000
PEG 4000
PEG 4000
PEG 4000
PEG 5000 MME
PEG 5000 MME
PEG 5000 MME
PEG 5000 MME
PEG 10,000
PEG 10,000
PEG 10,000
PEG 10,000
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Tabela 16: Continuacio das varias solucoes precipitantes de screen comercial de Stura FootPrint Combination (Molecular Dimensions) (69).

MacroSol Screen HT-96 Rows E1 - H12 MD1-43
Tube | Conel (M) Saltl Conc2 (M) Salt2 Conc3 (M) Buffer3 pH | Concd | Unitsa | PP | Cones (9 viv) | Precipitant 5
El 0,02 Calcium chloride dihydrate 0,1 Sodium acetate 45 10 % vIv MPD
E2 0,02 Calcium chloride dihydrate 0,1 Sodium acetate 45 20 % vIv MPD
E3 0,1 Sodium acetate 4.5 30 % vIv MPD
E4 0,02 Calcium chloride dihydrate 0,1 Sodium acetate 4.5 30 % vIv MPD
E5 0,1 Sodium phosphate monobasic monohydrate 1.0 Sodium acetate trihydrate 0,1 Sodium cacodylate 6,5
E6 0,1 Sodium phosphate monobasic monohydrate 14 Sodium acetate trihydrate 0,1 Sodium cacodylate 6,5
E7 0,1 Sodium phosphate monobasic monohydrate 1,7 Sodium acetate trihydrate 0,1 Sodium cacodylate 6,5
E8 1,7 Sodium acetate trihydrate 0,1 Sodium cacodylate 6,5
E9 0,2 Ammonium acetate 0,1 Sodium acetate 4.5 8 % wiv  PEG 3350
E10 0,2 Ammonium acetate 0,1 Sodium acetate 4.5 15 % wiv  PEG 3350
Ell 0,2 Ammonium acetate 0,1 Sodium acetate 4.5 20 % wiv  PEG 3350
El12 0,2 Ammonium acetate 0,1 Sodium acetate 4.5 30 % wiv  PEG 3350
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F1 0,75 Ammonium phosphate monobasic 0,1 Sodium citrate 5.5

F2 1,0 Ammonium phosphate monobasic 0,1 Sodium citrate 5.5

F3 1,5 Ammonium phosphate monobasic 0,1 Sodium citrate 5.5

F4 2,0 Ammonium phosphate monobasic 0,1 Sodium citrate 5.5

F5 0,2 Magnesium chloride hexahydrate 0,1 Sodium HEPES 7.5 10 % v/v  2-Propanol
F6 0,2 Magnesium chloride hexahydrate 0,1 Sodium HEPES 7.5 15 % v/v  2-Propanol
F7 0,2 Magnesium chloride hexahydrate 0,1 Sodium HEPES 7.5 20 % v/v  2-Propanol
F8 0,2 Magnesium chloride hexahydrate 0,1 Sodium HEPES 7.5 30 % v/v  2-Propanol
F9 0,2 Lithium sulfate 0,1 Tris 8,5 16 % wiv  PEG 3350
F10 0,2 Lithium sulfate 0,1 Tris 8,5 25 % wiv  PEG 3350
F11 0,2 Lithium sulfate 0,1 Tris 8,5 30 % wiv  PEG 3350
F12 0,5 Lithium sulfate 0,1 Tris 8,5 25 % wiv  PEG 3350
Gl 1,0 Lithium sulfate 2 % wiv  PEG 8000
G2 1,0 Lithium sulfate 0,1 Imidazole malate 5,5 2 % wiv  PEG 8000

G3 1,0 Lithium sulfate 0,1 Imidazole malate 6,5 2 % wiv  PEG 8000
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G4

G5

G6

G7

G8

G9

G10

Gl1

G12

H1

H2

H3

H4

HS5

H6

1,0

0,2

0,2

0,2

0,2

0.5

03

0,2

0,2

1,0

1,5

2,0

2,0

Lithium sulfate

Ammonium sulfate

Ammonium sulfate

Ammonium sulfate

Ammonium sulfate

Ammonium sulfate

Ammonium sulfate

Ammonium sulfate

Ammonium sulfate

Ammonium sulfate

Ammonium sulfate

Ammonium sulfate

Ammonium sulfate

0,1

0,1

0,1

0,1

0,1

0,1

0,1

Imidazole malate

Sodium HEPES

Sodium HEPES

Sodium HEPES

Sodium HEPES

Sodium citrate

Sodium citrate

75

75

75

7,5

7,5

5.5

5.5

12

18

24

30

10

20

30

36

12

16

% wiv

% wiv

% wiv

% wiv

% wiv

% wiv

% wiv

% wiv

% wiv

% vIv

% vIv

% vIv

% vIv

% wiv

% wiv

PEG 8000

PEG 8000

PEG 8000

PEG 8000

PEG 8000

PEG 4000

PEG 4000

PEG 4000

PEG 4000

PEG 400

PEG 400

PEG 400

PEG 400

PEG 4000

PEG 4000

10

2-Propanol

2-Propanol
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H7

H8

H9

H10

HI1

H12

0,005

0,005

0,005

0,005

Zinc acetate dihydrate

Zinc acetate dihydrate

Zinc acetate dihydrate

Zinc acetate dihydrate

0,1

0,1

0,1

0,1

0,1

0,1

Sodium citrate

Sodium citrate

Sodium cacodylate

Sodium cacodylate

Sodium cacodylate

Sodium cacodylate

5.5

5.5

6,5

6,5

6,5

6,5

20

20

12

18

24

% WiV

% WiV

% WiV

% WiV

% WiV

% WiV

PEG 4000

PEG 4000

PEG 8000

PEG 8000

PEG 8000

PEG 8000

15

20

2-Propanol

2-Propanol
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» Solucoes precipitantes de screen comercial JCSG-plus (Molecular Dimensions para os ensaios de

cristalizacido dos cinco variantes em estudo

Tabela 17: Varias solucdes precipitantes de screen comercial de JCSG-plus (Molecular Dimensions) (70).

JCSG-plus Conditions 1-48 (Box 1) MD1-37
Tube | Conc. | Salt Conc. Buffer | pH Conc. Precipitant
1-1 02 M Lithium sulfate 0,1 M Sodium acetate 45 50 % wlv PEG 400
12 None 0,1 M Sodium citrate 55 20 % wlv PEG 3000
1-3 02 M Ammonium citrate dibasic None - 20 % wiv PEG 3350
14 0,02 M Calcium chloride dihydrate 0,1 M Sodium acetate 46 30 Dvlv MPD
1-5 02 M Magnesium formate dihydrate None - 20 % wiv PEG 3350
1-6 02 M Lithium sulfate 0,1 M Phosphate/citrate 42 20 % wlv PEG 1000
1-7 None 0,1 M CHES 9,5 20 %wlv PEG 8000
1-8 02 M Ammonium formate None - 20 % wlv PEG 3350
1-9 02 M Ammonium chloride None - 20 % wiv PEG 3350
1-10 0,2 M Potassium formate None - 20 % wlv PEG 3350
1-11 02 M Ammonium phosphate monobasic 0,1 M Tris 85 50 %vlv MPD
1-12 02 M Potassium nitrate None - 20 % wlv PEG 3350
1-13 0,8 M Ammonium sulfate 0,1 M Citrate 4,0 None
1-14 02 M Sodium thiocyanate None - 20 % wlv PEG 3350
1-15 None 0,1 M BICINE 9,0 20 % wlv PEG 6000
1-16 None 0,1 M HEPES 75 10 % wiv PEG 8000
8 %vlv Ethylene glycol
1-17 None 0,1 M Sodium cacodylate 6,5 40 % vlv MPD
5 %wh PEG 8000
1-18 None 0,1 M Phosphate/citrate 42 40 D viv Ethanol
5 %whv PEG 1000
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1-19
1-20
1-21
1-22
1-23
1-24
1-25
1-26
1-27
1-28
1-29

1-30
1-31
1-32
1-33

1-34

1-35
1-36

1-37

1-38
1-39
1-40
1-41

0,2

0,2
1,6
0,2
0,2
1,0
0,2

0,8
0,8

0,2

2,0

0,2
0,2
0,2

ETEEXEEEXE =<

£ =

£ L

None

Magnesium chloride hexahydrate
None

Magnesium chloride hexahydrate

Sodium citrate tribasic dihydrate

Potassium citrate tribasic monohydrate

Sodium chloride
Lithium chloride
Ammonium nitrate

None

Sodium phosphate monobasic monohydrate

Potassium phosphate monobasic
None
Zinc acetate dihydrate
None

None

None

Ammonium sulfate

None

None

Magnesium chloride hexahydrate
Sodium chloride
Lithium sulfate

None

0,1
0,1
0,1
0,1

0,1
0,1

0,1
0,1

0,1
0,1
0,1
0,1

0,1

0,1

0,1
0,1
0,1
0,1

T X XK

T X XK < < < <

<

<

T X XK

Sodium acetate
Tris
Citrate
Sodium cacodylate
None
None
Phosphate/citrate
Citrate
None
HEPES
Sodium HEPES

Phosphate/citrate
Sodium acetate
Tris

Sodium/potassium phosphate

BICINE

Sodium acetate

None

None

Sodium HEPES
Sodium/potassium phosphate
Sodium acetate
HEPES

4,6
7,0
5,0
6,5
6,5

4,2
4,0

7,0
7,5

4,2
4,5
8,5
6,2

9,0

4,6

7,5
6,2
4,5
7,5

20
50

20
20
20
20

40
10
20
25
10
10

10
10
24
20
30
50
30
70

% wiv
% wiv
% wiv
% viv

% wiv
% wiv
% wiv
% wiv

% wiv

% vIv
% wiv
% vIv
% vIv
Yov/Iv
% wiv
% vIv

% wiv
% wiv
% wiv
% vIv
% vIv
% viv
% wiv
% vIv

PEG 4000
PEG 8000
PEG 6000
PEG 200
None
PEG 3350
PEG 8000
PEG 6000
PEG 3350
PEG 6000
None

PEG 300
PEG 3000
Ethanol
1,2-Propanediol
Glycerol
PEG 20,000
1,4-Dioxane
None
PEG 1000
PEG 8000
PEG 1500
Glycerol
PEG 400
PEG 200
PEG 8000
MPD
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1-42
1-43
1-44
1-45

1-46
1-47

1-48

2-1
2-2

23
2-4

2-6
2-7
2-8

2-10
2-11

2-12
2-13
2-14
2-15

0,2
0,2

0,17

0,2
0,14

0,04

1,0
2,0
0,2
0,2
1,26
0,2

0,2
0,2
1,0
1,6

0,16

0,05
3,2

£ =

£ £

=

LTEEXEEEXE

TR

=

Magnesium chloride hexahydrate
Lithium sulfate
None

Ammonium sulfate

Calcium acetate hydrate

Calcium chloride dihydrate

Potassium phosphate monobasic

Sodium citrate tribasic dihydrate
Ammonium sulfate
Sodium chloride
Sodium chloride
Ammonium sulfate
Lithium sulfate
None
Zinc acetate dihydrate
Zinc acetate dihydrate
Ammonium phosphate dibasic
Magnesium sulfate heptahydrate
None

Calcium acetate hydrate

None
Cesium chloride
Ammonium sulfate

None

0,1
0,1
0,1

0,1
0,07

0,1
0,1

0,1
0,1

0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,08

0,1
0,1
0,1
0,1

S EXEEEEXE = £ < = <X

T X XK

Tris
Tris
Tris

None

Sodium cacodylate

Sodium acetate

None

Sodium cacodylate

Sodium cacodylate

HEPES
Tris

CAPS
Imidazole
Sodium cacodylate
Sodium acetate
MES
BICINE

Sodium cacodylate

Imidazole
MES
Citrate

Tris

8,5
8,5
8,0

6,5
4,6

6,5
6,5

7,5
8,5

10,5
8,0
6,5
4,5
6,5
9,0
6,5

8,0
6,5
5,0
8,0

20
40
40
25,5
15
40
14
30
16
20

10

40
20
10

10
14,4
20
10
30

20

% wiv
% vIv
% vIv
% wiv
% vIv
% vIv
% vIv
% vIv
% wiv
% viv

% vIv

% viv
% wiv
% viv

% wiv
% wiv
% vIv
% wiv
% vIv

% viIv

PEG 8000
PEG 400
MPD
PEG 4000
Glycerol
PEG 300
2-Propanol
Glycerol
PEG 8000
Glycerol
None

None

2-Propanol
None

MPD
PEG 3000
2-Propanol

None

None
PEG 6000
PEG 8000

Glycerol
PEG 8000
Jeffamine® M-600
None
MPD
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2-16 None 0,1 M HEPES 75 20 % vlv Jeffamine® M-600
2-17 02 M Magnesium chloride hexahydrate 0,1 M Tris 85 50 %vlv Ethylene glycol
2-18 None 0,1 M BICINE 9,0 10 % vlv MPD
2-19 08 M Succinic acid None 7,0 None
220 2,1 M DL-Malic acid None 7,0 None
2-21 24 M Sodium malonate dibasic monohydrate None 7,0 None
2-22 1,1 M Sodium malonate dibasic monohydrate 0,1 M HEPES 70 0,5 %vlv Jeffamine® ED-2003
223 1,0 M Succinic acid 0,1 M HEPES 7,0 1 %wlv PEG 2000 MME
2-24 None 0,1 M HEPES 70 30 %vlv Jeffamine® M-600
2-25 None 0,1 M HEPES 7,0 30 %vlv Jeffamine® ED-2003
226 0,02 M Magnesium chloride hexahydrate 0,1 M HEPES 7,5 22 9% w/v Poly(acrylic acid sodium salt) 5100
227 0,01 M Cobalt(IT) chloride hexahydrate 0,1 M Tris 85 20 %wlv Polyvinylpyrolidone
228 02 M TMAO 0,1 M Tris 85 20 % wlv PEG 2000 MME
2-29 0,005 M Cobalt(IT) chloride hexahydrate 0,1 M HEPES 75 12 % wlv PEG 3350
0,005 M Cadmium chloride hemi(pentahydrate)
0,005 M Magnesium chloride hexahydrate
0,005 M Nickel(I) chloride hexahydrate
230 02 M Sodium malonate dibasic monohydrate None - 20 % wiv PEG 3350
2-31 0,1 M Succinic acid None - 15 % wiv PEG 3350
2-32 0,15 M DL-Malic acid None - 20 % wiv PEG 3350
233 0,1 M Potassium thiocyanate None - 30 % wiv PEG 2000 MME
2-34 0,15 M Potassium bromide None - 30 % wiv PEG 2000 MME
2-35 20 M Ammonium sulfate 0,1 M Bis-Tris 5,5 None
236 30 M Sodium chloride 0,1 M Bis-Tris 5,5 None
2-37 03 M Magnesium formate dihydrate 0,1 M Bis-Tris 5,5 None
2-38 1.0 M Ammonium sulfate 0,1 M Bis-Tris 5,5 1 %wlv PEG 3350
2-39 None 0,1 M Bis-Tris 55 25 % wiv PEG 3350
2-40 02 M Calcium chloride dihydrate 0,1 M Bis-Tris 55 45 % viv MPD
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2-41
2-42
2-43
2-44
2-45
2-46
2-47
2-48

0,2
0,1
0,2
0,2
0,2
0,2
0,2
0,2

EEEXEEEEEX

Ammonium acetate
Ammonium acetate
Ammonium sulfate
Sodium chloride
Lithium sulfate
Ammonium acetate
Magnesium chloride hexahydrate

Ammonium acetate

0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1

S EEEXEXEEEK

Bis-Tris
Bis-Tris
Bis-Tris
Bis-Tris
Bis-Tris
Bis-Tris
Bis-Tris
HEPES

5,5
5,5
5,5
5,5
5,5
5,5
5,5
7,5

45
17
25
25
25
25
25
45

% vIv
% wiv
% wiv
% wiv
% wiv
% wiv
% wiv
% vIv

MPD
PEG 10,000
PEG 3350
PEG 3350
PEG 3350
PEG 3350
PEG 3350
MPD
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