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Figuras

Figura 1.1: Hidrélise do N-acetil-D-glicosamina-6-fosfato em D-
glicosamina-6-fosfato e acetato, catalisada pela N-acetilglicosamina 6-

fosfato desacetilase cujo gene codificante é o nagA. 2

Figura 1.2: Isomerizagdo e desaminagdo do D-glicosamina-6-fosfato
produzindo D-frutose-6-fosfato e aménia realizada pela glicosamina 6-

fosfato desaminase cujo gene codificante é o nagB. 2

Figura 1.3: Diagrama de fases de cristalizagéo de proteinas baseado nas
variagdes das concentragdes da proteina e do precipitante. Séo
apresentados os diferentes caminhos percorridos no diagrama pelos quatro
métodos de cristalizagio mais utilizados. Todos os sistemas devem alcancgar
a zona de nucleagdo, atravessar a zona meta estavel e eventualmente
chegar & curva de solubilidade. As condigdes iniciais sdo representadas pelo
simbolo “s”. (A) Batch, (B) difusdao de vapor, (C) dialise, (D) difusao por
interface livre (extraido de Chayen 1998). 5

Figura 1.4: Camara de anodo rotatério. O sistema de refrigeragao néo esta

representado. O anodo é cilindrico e gira entorno do eixo mostrado (extraido
de Giacovazzo, 1992). 6

Figura 1.5: Sobreposigao dos espectros continuo e caracteristico obtidos em
fonte convencional de raios-X. As curvas (a) e (b) representam os potenciais
de aceleragéo V, e V. respectivamente. As linhas caracteristicas séo as
mesmas em ambos os espectros e suas intensidades diminuem com o
potencial de aceleragao (extraido de Sherwood 1976). 7

Figura 1.6: Representacdo esquematica de um anel de armazenamento de
elétrons. Sao mostrados apenas os componentes basicos. A radiagédo €
produzida quando os elétrons sdo acelerados nos magnetos curvados e nos
dispositivos de insergéo (extraido de Helliwell 1992 apud Walker 1986). ___ 9
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Figura 1.7: Pontos espalhadores O e O’ separados de r; s € so s@o
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vetores unitarios. Segundo a construgdo AO=—r.s0 € BO=r.s (extraido
de Giacovazzo et ai. 1992). 11

Figura 1.8: Reflexio de raios-X em dois planos da rede pertencentes a

mesma familia. d é a distancia interplanar (extraido de Giacovazzo et al.
1992). 14

Figura 1.9: Construgédo de Ewald (extraido de Giacovazzo et al.1992)
15

Figura 1.10: O movimento de oscilagio do espago reciproco. Aqui 0s planos
da rede reciproca estdo fixos e a esfera de Ewald gira sobre o ponto O de
A, AO é a direcdo do feixe incidente. A intercessao da esfera de Ewald com

os planos da rede reciproca da origem as reflexdes que sdo gravadas no
detetor (extraido de Giacovazzo 1992). 17

Figura 4.1: Gel de poliacrilamida 15% para verificagdo da pureza da
amostra. Nas raias 1 e 4 tém-se os marcadores de peso molecular e
nas raias 2 e 3, em aproximadamente 41kDa, observa-se a

desacetilase fervida e nao-fervida respectivamente. 37

Figura 4.2: Cromatograma de ultra filtracdo da desacetilase realizado em
PBS 150 mM pH 7,4 em coluna Superdex HiLoad S200. A observagéo de
um Unico pico levanta a hipétese de que o contaminante seja também um
oligdmero como a desacetilase. 38

Figura 4.3: Gel de poliacrilamida 15% para comparagac dos trés lotes
de proteina recebidos. Nas raias 1, 4, 7, e 10 tem-se os marcadores
de peso molecular. Nas raias 2 e 3 observa-se a desacetilase nao-
fervida e fervida, respectivamente com um ano e com dois meses de
armazenamento, nas raias 5 e 6 com quatro meses e nas raias 8 e 9

com menos de 10 dias de armazenamento. Nenhuma alteragao das
condigoes da amostra foi observada. 39




Figura 4.4: Espectro de dicroismo circular da desacetilase para
verificagdo do enovelamento da desacetilase. As amostras foram
diluidas a concentragdo de 0,1 mg 'ml em solugéo tampao fosfato 25
mM pH 7,3. 40

Figura 4.5: Espectro de dicroismo circular da desacetilase (Souza et al.
1997). 40

Figura 4.6 : Géis de poliacrilamida mostrando a purificagdo da desacetilase
através da cristalizacdo. (a) na raia 1 tém-se os marcadores de peso
molecular, na raia 3 tem-se a desacetilase na forma desnaturada e na
raia 2 tem-se a desacetilase proveniente do cristal da FCII dissolvido.
(b) na raia 1 tém-se os marcadores de peso molecular, na raia 2 tem-
se a desacetilase na forma desnaturada e na raia 3 observa-se a

desacetilase proveniente do cristal da FCI dissolvido. 42

Figura 4.7: Dependéncia do tamanho, morfologia externa e nucleagao
dos cristais da FCl em relagéo a concentragdo de PEG 4000 (W/V) em
tampéao Acetato de sddio 100 mM pH 4.,4. (a) 5 %, (b) 10% e (c) 15 %.
44

Figura 4.8: Dependéncia do tamanho, morfologia externa e nucleagao
dos cristais da FCI em relagdo ao pH a uma concentracdo de 5% de
PEG 4000. (a) pH 4, 7, (b) pH 5,0 e (¢) pH 5,4. 44

Figura 4.9 : Cristais da forma FCI obtidos através da substitui¢édo do agente

precipitante PEG 4000 por PEG 1500. Observa-se a alteragdo da morfologia
externa. 45

Figura 4.10: Cristais da forma FCI| obtidos através da substituicdo do agente
precipitante PEG 4000 por PEG 400. Observa-se a alteragdo na morfologia

externa , na nucleagao e no tamanho dos cristais. 46

Figura 4.11: Cristais da forma FCI| obtidos através da alteragdo do método
de cristalizagdo de difusdo de vapor da gota pendurada para difusao de

vapor do sanduiche de gota. Observa-se faces sextavadas fomecendo ao
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cristal uma secdo reta hexagonal. A nucleagdo e o tamanho dos cristais

também foram alterados. 47

Figura 4.12: Cristal da FCIl obtidos em 1,85 M de dihidrogénio Fosfato de
s6dio hidratado. Dimensdes 1 x 0,6 x 0,4 (mm)°. Nesta foto o precipitado

amorfo foi removido. 48

Figura 4.13: Cristais imperfeitos da FCIl obtidos em 1,85 M de dihidrogénio
Fosfato de sédio hidratado. 48

Figura 4.14: Influéncia do tempo de armazenamento da amostra na
qualidade dos cristas. Nas fotos (a) e (b) foram utilizadas amostras com 1
ano e trés meses e de 1 més armazenamento respectivamente. Nas

duas condi¢des a concentragao de fosfato foi de 1,7 M. 49

Figura 4.15: Padrao de difragdo tipico dos cristais de FCI crescidos em 4 %
de PEG 4000 em Acetato de sodio 150 mM pH 5,3. Fonte convencional com
distancia cristal-detetor de 200 mm e oscilagdo de 0,5°. Resolugéo maxima
de 2,7 A na diregao da diagonal da figura. A direta e acima: ampliagéo
do quadrado da figura principal — parametro de rede de 490 A. ____ 51

Figura 4.16: Padrao de difragao tipico dos cristais da FCIl crescidos em 1,80
M de dihidrogénio Fosfato de sédio pH 4,0. Fonte convencional com

distancia cristal-detetor de 120 mm e oscilagdo de 0,5°. Resolugédo maxima
de 2,4 A. 53

Figura 4.17: Padrao de difragao tipico dos cristais da FCIl crescidos em 1,85
M de dihidrogénio Fosfato de sédio pH 4,0. Fonte de luz sincrotron (LNLS)

com disténcia cristal-detetor de 150 mm e oscilacao de 0,5°. Resolugéao
maxima de 1,8 A. 54

Figura 4.18: Secdo x = 180° da fungdo de auto-rotagdo da desacetilase.
Para o calculo desta fungdo foram incluidos dados entre 20 A e 3 A de
resolucao utilizando-se um raio de integragdo de 15 A. As curvas de

nivel foram tracadas em unidades de ¢ do mapa (desvio padréo) 58
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Resumo

A N-Acetilglicosamina 6-fosfato desacetilase (EC 3.5.1.25), uma enzima
envolvida na via catabdlica de aglcares aminados da Escherichia coli, foi
cristalizada pela técnica de difusdo de vapor utilizando-se fostato como
agente precipitante. Experimentos de difragdo de raios-X mostraram que 0s
cristais pertencem ao sistema cristalino ortorrémbico com grupo espacial
P2,2,2. Os parametros de cela sdo a = 82,09(2) A, b = 114,50(1) Ae c =
80,17(1) A. Os cristais difrataram a uma resolugéo maxima de 1,8 A e um
conjunto de dados foi coletado até 2,0 A. O conteudo da unidade assimétrica

provavelmente é um dimero, produzindo um coeficiente de Matthews de 2,30

A®Da".



Abstract

N-Acetylglucosamine 6-phosphate deacetylase (EC 3.5.1.25), an enzyme
involved in amino sugar catabolism from Escherichia coli has been
crystaliized by the vapor diffusion technique using phosphate as precipitant.
X-ray diffraction experiments show the crystals to belong to the orthorhombic
crystal system with space group P2:2:2. The unit cell parameters are a =
82.09(2) A, b = 114.50(1) A and ¢ = 80.17(1) A. The crystals diffract to a
maximum resolution of 1.8 A and a initial dataset was collected to 2.0 A. The
asymmetric unit content is likely to be a dimer, yielding a Matthews

coefficient of 2.30 A® Da™.
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1 Introdugao

A N-acetilglicosamina 6-fosfato desacetilase (EC 3.5.1.25) é
uma enzima da via catabdlica de aminc aglcares da bactéria
Escherichia coli. Esta bactéria utiliza agUcares aminados do meio
ambiente, tais como glicosamina (GIcN) e N-acetilglicosamina 6-
fosfato (GIcNAc6P), para a sintese de peptidoglicano de parede
celular e de lipopolissacarideos de componentes de membrana
externa. Estes agucares também podem ser utilizados como fontes de
carbono e nitrogénio (White 1968). Para este propésito, a E. coli
possui uma série de enzimas cujos genes codificantes estao dispostos
em dois operons divergentes, o nagE e o nagBACD, localizados a 15
minutos no cromossomo bacteriano (Plumbridge 1990). Estes operons
constituem um regulon, o qual torna-se ativado levando a expressao
de seus genes quando células sédo crescidas em presenga de tais
amino acucares. O gene nagE codifica para a enzima Il N-
acetilglicosamina-especifica do sistema de fosfo-enol-piruvato
fosfotransferase, cujo produto é o GIcNAc6P. (Plumbridge; Kolb
1991). Os genes nagA e nagB do outro operon codificam
respectivamente para as enzimas GIcNAc6P desacetilase e GIcN6P
desaminase {(EC 5.3.1.10). A desacetilase converte o produto de
reacdo do sistema fosfotransferase fosfo-enol-piruvato dependente, o
GIcNAc6P, em GIcN6P e acetato (Figura 1.1). Em seguida a
desaminase catalisa a isomerizagdo e desaminagao do GIlcNGP

produzindo D-frutose 6P (Fru6P) e amdnia (Figura 1.2}.

lFSC_USP SERVIICNOFgEMBAl(B:kIOOTEC LY
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Figura 1.1: Hidrélise do N-acetil-D-glicosamina-6-fostato em D-glicosamina-6-fostato
e acetato, catalisada pela N-acetilglicosamina 6-fosfato desacetilase cujo gene
codificante é o nagA.

GlcNAc6P, produto do transporte da GIicN6P, é um metabolito
chave para a regulagdo da via e de fato foi demonstrado
(Plumbridge;Kolb 1991) ser este metabdlito o indutor intracelular do
regulon nagE — nagBACD pelio deslocamento especifico do repressor
Nag de seus sitios de ligagdo de DNA (Comb; Roseman 1958,
Plumbridge; Kolb 1891). Além disso, este agicar é ativador alostérico

da desaminase (Dobrogosz 1968; Calcagno et al. 1982) e coindutor de

H 2
IC FH glicosamina-§- l
TH C|)H H\T fosfato desaminasc: nagh H/‘C
|C H

OH

OH

VN:H:—O e |P — OH
N J | n
" l - O /\ ] \ /| °

|C o H20 NH3 OH— CH2 ) OH

C

—=0n T

53.1.10
I

O

Ha OH
\0 ———!’ —— OH
I
D-glicosamina-6-fosfato frutose-6-fosfato

Figura 1.2: Isomerizagdo e desaminagido do D-glicosamina-6-fosfato produzindo D-

frutose-6-fosfato e aménia realizada pela glicosamina 6-fosfato desaminase cujo
gene codificante é o nagB.
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uma proteina repressora codificada pelo nagC. Sendo também substrato da
reacdo de desacetilase, cuja atividade é o maior fator de controle de sua
concentragdo intracelular, este metabdlito regulatério desempenha um

importante pape! na regutagdo do catabolismo de amino agucares.

A desacetilase é também necessaria a incorporagao do GIcN6P
exégeno a componentes da parede celular. Os processcs de
desacetilacdo da GIcNAc6P e de N-acetilagdo da D-glicosamina-1-
fosfato sdo passos essenciais nessa via (White; Pasternak 1967,
Mengin-Lecreulx et al. 1994).

Alguns dos mecanismos que constituem a via de catabolismo de
acucares aminados foram completamente elucidados apds a
determinagado da estrutura tridimensional da desaminase em ambos
estados alostéricos (Oliva et al. 1995; Horjales et al. 1999). Nesse
contexto, a fungdo multiregulatoria do Glc6NacP atrai a atengdo para
o estudo de sua desacetilase, o qual ira contribuir para uma maior
compreensao dos processos que compdem o catabolismo de amino

aclucares em Escherichia coli e, por conseguinte, em outras bactérias.

1.1 Caracteristicas da proteina

A desacetilase & um tetramero de subunidades idénticas de
41KDa e seu espectro de dicroismo circular na faixa do ultravioleta
distante sugere que esta seja uma proteina pertencente a familia
estrutural a/B (Souza et al., 1997). O coeficiente de sedimentag¢éo do

oligbmero é 6,5 saow € 0 seu pl € 4,9.
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Na proteina nativa, dois grupos tiol por cadeia séo titulados com
5-5'-ditio -bis (2-nitrobenzoato) (NbS,). Um deles reage rapidamente e
o outro mais lentamente. A reagdo com o sulfidril mais reativo inibe
completamente a atividade da enzima. Trés grupos tiol, do total de
oito por subunidade, sao modificados por metil iodato sem significante
alteracdo dos seus parametros cinéticos. A enzima metilada torna-se

insensivel a inibicao do NbS:.

1.2 Cristalizacao

Cristalizar uma proteina significa leva-la a seu estado de super
saturagdo. Nesta condigdo o numero de interagbes atrativas entre as
moléculas é maximizado e o de repulsivas ou dispersivas é
minimizado. Para se alcangar tal estado, a estratégia é dirigir o
sistema através de estados de equilibrio de fases por meio de
minimizacdo da energia livre. Na pratica, isso significa levar o sistema
muito lentamente para um estado de solubilidade minima e assim,
alcangar um grau limite de super saturagdo ou cristalizagao
(McPherson 1982).

E grande o numero de metodologias empregadas na
cristalizacao de proteinas (McPherson 1982, Ducruix; Giegé 1992).
Dentre elas, a difusdao de vapor em gota suspensa é a mais utilizada,
seguida de “batch” e dialise em um menor nimero (McPherson et al.

1995 apud Gilliland et al. 1994) e por fim, difusao por interface livre,
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emergindo como o método escolhido para cristalizagdo em
microgravidade (Koszelak et al.1995, Chayen et al. 1897).

Num experimento de cristalizagédo todos os métodos precisam,
por diferentes rotas, alcangar a zona de nucleagao, atravessar a zona
meta-estavel e eventualmente chegar a curva de solubilidade, isto é, a
super saturagdo (Figura 1.3). Para que a supersaturagdo seja
alcancada, um grande numero de parametros deve ser determinado.
Alguns desses parametros sdo: a espécie e concentragao de
precipitante, o pH, o sistema tampé&o, a pressao, a temperatura e a
presenca de sais, tensoativos, ligantes, inibidores, etc.

A despeito de algumas tecnologias como monitoramento

dinamico de difusdo de vapor por temperatura (DelLucas et al. 1994),

‘*_ﬂ‘r"'

Supersaturation

Precipitation zone

(Protein]
i
!
]
+
1

Bl Undersaturation

4 i

Solubility curve

-

&Pr‘ecipﬂam]

Figura 1.3: Diagrama de fases de cristalizagdo de proteinas baseado nas variagbes das
concentragbes da proteina e do precipitante. Sdo apresentados os diferentes caminhos
percorridos no diagrama pelos quatro métodos de cristalizagao mais utilizados. Todos os
sistemas devem alcangar a zona de nucleagao, atravessar a zona meta estavel e
eventualmente chegar & curva de solubilidade. As condigdes iniciais s&o representadas pelo

simbolo “s”. (A) Batch, (B) difusao de vapor, (C) didlise, (D) difusdo por interface livre
(extraido de Chayen 1998).
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espalhamento dindmico de luz (D'Arcy 1994, Ferré-D'Amoré; Burley
1997) e sistemas robotizados de cristalizacdo (Mikol et al. 1990)
serem empregados na obtengdo de cristais, a cristalizagao de

proteinas é um experimento empirico e ainda permanece uma arte.

1.3 Fontes de raios-X

1.3.1 Geradores convencionais

As fontes normalmente utilizadas para experimentos de difragcao
de raios-X produzem radiagdo através do mesmo principio fisico,
podendo variar substancialmente nas suas construgdes (Figura 1.4).
Raios-X sédo produzidos quando um feixe de elétrons acelerados por
uma alta diferenca de potencial colide com um alvo metalico sendo,
portanto, desacelerado. O resultado é a produg¢do de um espectro
continuo de raios-X. Quando a energia dos elétrons ultrapassa deter-

CATHOOE

FQUUSING Cup
¥
N ' 1t AMENT

% FAYS X-RAaYS

1 ROTATION
! : AX:S
N N

—

Figura 1.4: Camara de &nodo rotatério. O sistema de refrigeragao ndo esta representado. O
anodo é cilindrico e gira entorno do eixo mostrado (extraido de Giacovazzo, 1992).
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Figura 1.5: Sobreposi¢gdo dos espectros continuc e caracteristico obtidos em fonte
convencional de raios-X. As curvas (a) e (b) representam os potenciais de aceleragac Vi e
V: respectivamente. As linhas caracteristicas sdo as mesmas em ambos 0s espectros e
suas intensidades diminuem com o potencial de aceleragao (extraido de Sherwood 1976).

minado valor, um segundo tipo de espectro, descontinuo e com linhas
muito estreitas, é observado sobreposto ao primeiro (Figura 1.5). Este
é denominado espectro caracteristico e depende do material que
constitui o alvo. As linhas caracteristicas de cada espectro
correspondem as transigdes de orbitais de alta energia para orbitais
de numero quantico principal n = 1, 2, 3. Quando os orbitais
envolvidos na transicdo sao adjacentes, a linha é denominada «.
Quando os orbitais sdo separados por outra camada a linha &
denominada S. Desde que, para cada numero quéntico principal n
existe n niveis de energia correspondendo aos possiveis valores do
numero quantico / (de 0 a n-1), as linhas o e B sao divididas em
multiplas linhas, muito préximas entre si devido a pequena diferenca
de energia.

As linhas K, sdo as de maior intensidade e por esse motivo sao

normalmente utilizadas no experimento de ditragao de raios-X padrao.
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Na pratica, a escolha do comprimento de onda é limitada aos valores
das linhas K, caracteristicas dos metais normalmente utilizados. A
saber: linhas K, de cobre e molibdénio de comprimentos de onda de
1,578 A e 0,730 A respectivamente. Outros fatores sdo levados em
consideracdo na escolha do comprimento de onda. Para uma dada
distancia cristal-detetor e cela unitaria, os feixes difratados estarao
mais separados se um comprimento de onda maior for utilizado,
conseqientemente o volume acessivel do espago reciproco sera
menor. A absorcdo da radiacdo pela amostra € também um fator

importante. Finalmente, um ultimo fator é a eficiéncia do método de

deteccgao.

1.3.2 Radiagao Sincroton (Helliwell 1992)

Os aceleradores de particulas foram  originalmente
desenvolvidos para pesquisa de fisica de alta energia, no estudo da
estrutura subatomica da matéria. Entretanto, alguns deles comegaram
a ser exclusivamente desenhados para a produgédo da radiagao
sincroton depois que suas aplicagdes foram reconhecidas na pesquisa
biolégica, quimica e em outras dareas da fisica (Figura 1.6). A
tecnologia de tais aceleradores se desenvolveu consideravelmente, de
maneira que agora sao induzidas as particulas trajetérias sofisticadas
por meio de multipolos “Wigglers” e onduladores. Estes magnetos
proporcionam uma extensao da faixa espectral para comprimentos de

onda de mais alta energia, assim como feixes mais intensos.
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beam from injector.

injection nagnet,

synct..otron radiation.

Figura 1.6: Representagao esquematica de um anel de armazenamento de elétrons. Sao
mostrados apenas 0s componentes bésicos. A radiagdo é produzida quando os elétrons sao
acelerados nos magnetos curvados e nos dispositivos de insergao (extraido de Helliwell
1992 apud Walker 1986).

A emissdo a partir de magnetos curvados ja era duas magnitudes
maior que a das fontes convencionais e com o advento dos
onduladores e “Wigglers”, este valor ultrapassou sete ordens de
grandeza. Por esta e outras razdes, a luz sincrotron vem substituindo
as fontes de raios-X convencionais nos experimentos de difragao de
raios-X por monocristais de proteinas. Algumas das vantagens da
radiagdo sincroton s&o alto fluxo (grande numero de fétons)., alto

brilho (bem colimada), sintonizagaoc e estrutura temporal definida.
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1.4 Espalhamento Thomson (Bludell; Johnson 1976, Sherwood 1976,
Giacovazzo et al. 1992, Drenth 1994)

Supondo uma particula livre de carga e e massa m sob agao do

campo eletromagnético de uma onda plana de freqiiéncia v. O campo

- -
exercera sobre a particula uma forga periédica F =eE e portanto, a

, p . N R
particula executara um movimento oscilatério com aceleragdo a=—E
m

de mesma freqiiéncia da radiagdo incidente. De acordo com o
eletromagnetismo classico, uma particula carregada em movimento
acelerado é uma fonte de radiacdo. Thomson mostrou que a

intensidade de radiagado espalhada é:

e (1+c05229] (1.1)

IeTh =I!

P2 2
mirice?

2

onde /; é a intensidade da radiagao incidente, ¢ € a velocidade da luz,

r é a distancia do ponto de observacgdo, 20 é o angulo de observagao
= o TN 1 g .
em relagdo a diregao do feixe incidente e P:(—tco;—w] é o fator de

polarizagao.

1.4.1 Interferéncia de Ondas Espalhadas

Supondo dois centros espathadores situados nos pontos O e O’

separados de 7 (Figura 1.7) Quando sob agao de uma onda plana,

eles se tornarao fontes secundarias de ondas esféricas sujeitas a



Introducé@g 11

Figura 1.7: Pontos espalhadores O e O’ separados de 7 ; s e So S&0 vetores unitarios.
- = - =

Segundo a construgdo AO=-r.50 e BO=r.s (extraido de Giacovazzo et al.

1992).

interferéncia matua. A diferenca de fase entre as ondas espalhadas

—

por O e O’ na diregdo de vetor unitario s sera:

275 - = = =% - (12)
o=—~ (s—so)Yr=2nr.r
A
onde r =A"‘(;-;o) cujo mdédulo —;zzsine e 20 é o angulo entre a

direcdes de observagédo e de propagacao do feixe.
Se A, é a amplitude da onda espalhada pelo objeto O (cuja fase

& assumida 0) a onda espalhada por O’ é descrita por

—* -

A'qexp(2m r .r). Assim, para N pontos espalhadores:

. N —* - (13)
F(r'y=Y A expQmi r.r)

J=l

A intensidade espalhada pelo objeto em termos de unidades de

. I 2
intensidade espalhada por um elétron livre seria ——=f onde f é o
eTh

fator de espalharﬁento do objeto.
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De acordo com esta nova convengao:
. N -t o (1.4)
F(r'y=Y, fexpm r.r)
Jj=1

e para uma distribuigdo continua de carga:

-

F(r')= Lp(:)exp(2m'_;'*. Hd r

1.4.2 Espalhamento por uma molécula ou por uma cela unitaria

Seja p,(r—-r;) a densidade eletronica do j-ésimo atomo

haxd

localizado na posicdo r;, entdo a densidade eletrbnica de uma
molécula de N atomos ou uma cela unitaria contendo N atomos é:

B N ) 1.6
FM(r*)zjzpj(r—rj)exp(2mr.r)dr (1.6)
T

N - - - 17
=" | p; (R )exp(2mir” (r,+ R, )d R, a7

N ' oo 1.8
=> f,(rYexpni r.r) (1.8)
Jj=1

onde ;") é o fator de espalhamento do j-ésimo atomo (fator térmico

incluso).

1.4.3 Espalhamento por um cristal

Uma rede tridimensional infinita pode ser representada pela

fungao rede:
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- (1.9)
.

uvw )

L= e

uyw=—co

- - -

5
onde & é funcgéo delta de Dirac & rww =ua+vb+wc (U, ve winteiros) é

_)
o vetor genérico da rede. Supondo que pyu(r) descreve a densidade

eletrdénica do interior de uma cela unitaria de uma rede tridimensional

infinita, entdo, a fungdo densidade eletrdnica para o cristal total é a

— -
convolucdo das fungdes L(r) e py(r):

- - (1.10)
Poo =Pm(r)*L(r)

Assim, a amplitude de onda espalhada pelo cristal é:

. - - (1.11)
Folr )=TI{pp (r)]TIL(r)]

o = e (1.12)
=FM(r);. Y s(r-r,)

hkl=—oo
1 = e e (1.13)
=—.Fy, (H). Y. 8(r-ry)
V hki=~co

onde T[ ] é o operador transformada de Fourier, V é o volume da cela

—y %

. r * * * », s ’
unitaria e ry =ha +kb +lc  é o vetor genérico da rede reciproca. O

=% % - -5 S
produto escalarde 7y = r por a,bec fornece:

L L (1.14)
a.(s—s,)=hi
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gue sao as condi¢coes de difragao de Laue.

1.5 Lei de Bragg e Construcao de Ewald (Giacovazzo et al. 1992)

Um método qualitativo simples para se obter as condigbes de
reflexao foi proposto por W. L. Bragg, que considerou a difragao como
conseqliéncia da reflexdo do feixe de raios-X pelos planos da rede
pertencentes & mesma familia. Na Figura 1.8, seja 8 o Angulo entre o
feixe primario e uma dada familia de planos de indice de Miller h, k e

l. A diferenga de caminho entre as ondas espalhadas nos pontos D e

Bé:
AB+ BC = 2d send (1.15)
o
BN /

S 4
\\‘ \\‘, o .

. 8-D v 7

d ~el oL

} AT

B

Figura 1.8: Reflexdo de raios-X em dois planos da rede pertencentes a mesma familia. dé a
distancia interplanar (extraido de Giacovazzo et al. 1992).

Se esta diferenca de caminho é um numero inteiro n de

comprimento de onda, entdo as ondas interferem com um maximo de
superposicao:

Zsten9=n)u (116)

‘ ECA
IFSC-USP **"*' &V cnwacho |
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Outra maneira usual de se interpretar a difracdo de raios-X foi

proposta por P. P. Ewald. Na Figura 1.9, dada uma esfera de raio 1/4

Figura 1.9: Construgao de Ewald (extraido de Giacovazzo et al.1992).

na qual /O é o caminho percorrido pelo feixe primario e O é a origem da rede

reciproca. Quando o vetor do espago reciproco r, toca a superficie da

esfera, entdo o plano da rede direta correspondente estara paralelo a /P

fazendo um angulo 6 com o feixe primario. Assim:

=

1.17
oP=r, = 2s5enf ( )

= [Osenb =

1
dy
que coincide com a Lei de Bragg.

Portanto, a condigdo necessdria e suficiente para que a Lei de
Bragg seja verificada para uma familia de planos h, k, e / é que um
ponto da rede reciproca definido pelo vetor 2, toque a superficie da

esfera de Ewald.
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1.6 A Fung¢ao de Patterson

A funcdo de Patterson é definida com a auto-convolugac da

densidade eletronica p(r), isto é:

- — - e (1.17)
Plu)=p(r)*p(- r)=-"p(r)p(u+ rydr

v

onde

S = - o 5 (1.18)
p(r)=—‘7 EF(r)exp(— mh.r)

h=—0oo

Portanto,

) 5 1.19
P(u)=$Z/F,,/2COS(2ﬂh-u) e
h

A funcao de Patterson é centro simétrica e apresenta maximos
correspondentes aos possiveis vetores interatdomicos no interior da

cela unitaria; a altura de cada pico é proporcional ao produto dos

-
numeros atdémicos dos atomos interligados por « .

1.7 O método de oscilagao

No experimento de difragao de raios-X o método de oscilagéo €
o mais utilizado na coleta de dados. Este método é constituido de um
movimento de rotagao do cristal sobre um de seus eixos. A rotagao do
eixo é normal ao feixe de raios-X e as reflexdes sdao gravadas num
detetor plano também normal a diregdo do feixe. Quando o cristal for

rotacionado sobre o eixo ¢ da cabega goniométrica, pontos individuais



¥

| W

Introducac 17

da rede reciproca irdo cortar a esfera de reflexao e estas reflexoes
serao gravadas no detetor (Figura 1.10).

Dados tridimensionais sdo coletados tomando-se uma serie de
fotografias de pequenos angulos de oscilagdo (A¢= 0,5° - 3°). Desta
maneira, uma mesma reflexdo é posta em condigdo de ditracao
inumeras vezes, provocando uma impressao mais escura no detetor, o
que permite a coleta de reflexdes menos intensas. Alguns “spots” sao
parcialmente gravados no detetor devido ao fato de estarem muito
proximos do inicio ou do fim da faixa de oscilagao, o que implica que a

por¢cdo remanescente da reflexdo seja gravada em filmes adjacentes.

L

i¢

N %
X-rays /:\j§§o N

FLEM

Figura 1.10: O movimento de oscilagdo do espago reciproco. Aqui os planos da rede
reciproca estao fixos e a esfera de Ewald gira sobre o ponto O de A¢, AO € a diregao do
feixe incidente. A intercessdo da esfera de Ewald com os planos da rede reciproca da
origem as reflexbes que sao gravadas no detetor (extraido de Giacovazzo 1992).

O angulo de oscilagdo através do qual é necessario girar o

cristal para a coleta do espacgo reciproco até uma dada resolugéo é

dado por ¢= 180°+20max. Se o cristal possui simetria entdo este angulo

€ menor que 180°.
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O angulo de oscilagdo ideal A¢ é escolhido de maneira a
permitir um nimero maximo de reflexdes com um numerc minimo de
sobreposi¢cdes. Para um dado angulo de oscilagao, eventualmente
duas ou mais reflexdes oriundas de planos diferentes podem atingir o

mesmo ponto do detetor (“overlap”).

1.8 Funcao de auto-rotagao (Tong; Rossmann 1997)

Dadas duas moléculas homoélogas A e B, a rotacao [C] que faz
com que elas assumam a mesma orientacdo é a mesma que faz com
que seus vetores interatdmicos se sobreponham. O conjunto de
vetores interatdmicos de uma molécula é representado pela sua
funcdo de Patterson. Assim, uma funcdo de auto-rotagédo ordinaria
(Rossmann; Blow 1962) pode ser definida como a sobreposi¢do de

uma fungao de Patterson e a versao rotacionada de outra fungao de

Patterson:
R(ICY) = [ P, ()., ([C)du (1.20)

onde [C] € uma matriz de rotagao.

O volume de integragao é usualmente uma esfera centrada na
origem do Patterson, cujo raio pode ser escolhido de maneira a excluir
os vetores entre atomos de diferentes moléculas do cristal que
geralmente sdo maiores que os intramoleculares.

A matriz de rotagao [C] é usualmente representada por um

conjunto de angulos polares (¢, v, k) ou Eulerianos (84, 62, 63). Em
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ambos os sistemas, o significado de cada &ngulo depende da
convengao que utilizada.

E esperado que a fungdo de rotagdo R alcance seu maximo
quando a rotagédo [C] é tal que as duas moléculas se sobrepdoem. Na
pratica, o espaco rotacional é dividido em pontos nos quais a fungao é
calculada.

As fungdes de rotagdo podem ser classificadas pela maneira
como sdo calculadas. A funcéo de rotagdo pode ser rapida, quando as
fungdes de Patterson a serem sobrepostas sao expandidas em termos
de esféricos harménicos, o que diminuir consideravelimente o tempo
de calculo; ou lenta, quando a fungdo € calculada através da
integracao direta da equagédo 1.20. As fungdes de rotagdo podem
também ser classificadas de acordo com a origem das fungdes de
Patterson a serem sobrepostas. Caso elas sejam calculadas a partir
da mesma molécula, a fungao R é dita de auto-rotagdo. E caso as
funcdes de Patterson sejam oriundas de moléculas diferentes, R €

denominada fung¢ao de rotacdo cruzada.

1.8.1 A Func¢ao de Rotacédo Réapida
Na funcdo de rotagdo do tipo rdpida as fungdes de Patterson
sao expandidas em termos de esféricos harménicos:

Simn (1,6,8) = f1(k;,,r)Y," (6,0) (1.21)

de maneira que:
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PA(rsG,q)):zalmnSlmn (1'22)

Imn

Py(r,0,0)= > b",..8 (1.23)

I'm'n’

onde f1 é a funcao esférica de Bessel normalizada, onde / e Ki, sao

m
escolhidos tal que fi(knR)=0_ Y, sio os esféricos harménicos

normalizados. Os coeficientes de expansdo podem ser calculados por:

Qin = Z thTlmn (h) (1 24)
h

onde Tim, € a transformada de Fourier de Simn.
Com as expansbes para as fungdes de Patterson e algumas

propriedades dos esféricos harmdnicos, a equagédo 1.21 pode ser

simplificada:

R(0,,0,.0,) =D f',.. (0)e e (1.25)

m m

onde a rotagdo é representada por um conjunto de &ngulos Eurelianos
(61, B2, 63) e a funcgao finn s6 depende de 6, Portanto, dado qualquer

que seja 9, a equagado pode ser calculada por transformada de

Fourier rapida (Brigham 1974).

1.9 Produc¢ao de derivados isomorfos de 4tomos pesados

Os métodos utilizados para a derivagao de fases ab initio

(Blundell; Johnson 1976, Ke 1997) sdo a substituicao isomorfica

multipla (MIR de “Multiple Isomorphous Replacement”), a dispersao
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andmala a multiplos comprimentos de onda (MAD de “Multwavelenght
Anomalous Diffraction”) e a combinagdo das duas técnicas. Tais
métodos requerem a incorporagédo de atomos pesados no interior da
macromolécula, de maneira a modificar os fatores de estrutura
observados. A localizagdo das posigoes desses centros espalhadores
permite a estimativa das fases dos fatores de estruturas da molecula
estudada.

A maioria dos derivados sao produzidos por difusdo direta de
solugbes contendo compostos de atomos pesados em cristais
previamente preparados de proteina nativa. Basicamente trés
variaveis devem ser determinadas: a espécie de metal a ser utilizada,
a sua concentragao e o tempo de “soaking”. Muitas vezes a escolha
de uma solugdo de estabilizacao diferente daquela na qual o cristal foi
crescido, pode aumentar o nimero de compostos a serem testados
(Rould 1997). A procura em bancos de dados (Islam et él.1998) por
combinagbes de atomos pesados, pH, tampdes e concentragbes de
precipitante pode ser muito util. E, em alguns casos, a presenga de
um aminoacido particular na sequéncia primaria da proteina pode
sugerir uma modificagao covalente, por exemplo, a reagao de grupos
sulfidril da cisteina com o mercurio. De fato, isso pode ocorrer, pois a
desacetilase possui trés grupos tiol, de um total de oito por
subunidade, que sao reativos e que sac modificados por metil iodeto
sem significantes alteragées de seus parametros cinéticos (Souza et
al.  1997). Modificagbes covalentes antes da cristalizacao

(cocristalizagao) podem ser tentadas, entretanto esta pré-reagdo pode
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promover mudangas conformacionais na proteina e a cristalizagao
freqUentemente ocorre em uma forma diferente ou nao isomorfica
(Blundell; Johnson 1976, Petsko 1985).

Uma técnica que tem sido aplicada com muito sucesso € a
mutagénese sitio dirigida para troca de metioninas por seleno-
metioninas (Hendrickson et al. 1990) e mais recentemente por teluro-
metioninas (Budisa et al. 1997). E uma possibilidade a ser
considerada j4 que a proteina em questdo & produto de expressao

génica.
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2 Objetivos

A andlise da estrutura tridimensional de proteinas tem contribuido
muito para o entendimento de inimeros processos biologicos que, a
despeito de poderem ser verificados a décadas, ndo podiam, entretanto, ser
estudados com o nivel de detalhamento que a cristalografia de
macromoléculas pode proporcionar. Nesse contexto, este projeto € parte de
um projeto ainda maior, cujo objetivo é determinar a estrutura tridimensional
da GIcNAcSP desacetilase e relacionar a estrutura as fungoes
desempenhadas pela mesma propondo o seu mecanismo de catalise
enzimatico. Portanto, os objetivos do corrente projeto sao:

e purificagdo e cristalizagao da enzima;
e caracterizagdo dos seus cristais;
» coleta e processamento de dados,

¢« e obtengao de derivados isomorfos de atomos pesados para a

determinagao das fases.
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3 Materiais e Métodos

3.1 Equipamentos e reagentes

Os experimentos de eletroforese em gel de poliacrilamida foram
realizados pelo método de Laemmli (1970) com a cuba e a poliacrilamida da
Gibco®, e a fonte da Pharmacia Biotech® com tenséo constante de 140 V. As
amostras de proteina foram tratadas com SDS (dodecilsulfato de sodio) da
Sigma Chemicals Company®. Apés o experimento os géis foram corados
com coomasie da Sigma® Os marcadores de massa molecular utilizados
foram: soro Albumina Bovina (BSA) de 66 kDa da Rieldel-de-Haén®; Ovo
Albumina (OVA) de 45 kDa, Anidrase Carbonica Bovina (ACB) de 29 kDa,
Inibidor de Tripsina de Soja (ITS) de 20 kDa e Citocromo C (CIT C) de 12
kDa da Sigma®; e Inibidor de Calicreina (IK) de 6 kDa.

Os experimentos de ultrafiltragdo em gel foram realizados com o
equipamento Akta Explorer 10 da Pharmacia Biotech® com a coluna
preparativa Superdex HiLoad 200 de diametro interno de 16 mm e
comprimento de 60 cm — faixa de separagao entre 10 kDa e 600 kDa.

Os experimentos de dicroismo circular foram realizados com o
espectropolarimetro J720 da Jasco®.

Os experimentos de difusdo de vapor em camada de o6leo foram
realizados com dleo de silicone e de parafina da Hampton Research®.

Experimentos preliminares de difragao de raios-X para caracterizagao

dos cristais foram realizados em fonte convencional de anodo rotatério RU-

200, radiagdo K, de Cu (cobre) de comprimento de onde de 1,5408 A,
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monocromatizada por cristal de grafite acoplade ao detetor de area
RAXIS-IIC.

Experimentos de difracdo de raios-X também foram realizados
na linha de feixe da estagédo de Cristalografia de Proteinas (Polikarpov
et al., 1997) do Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS). Os
dados de difragdo foram coletados com detetor Mar345 Image Plate
Detector System®.

A tabela 2.1 apresenta a procedéncia dos reagentes utilizados nos
experimentos de cristalizagao, na produgdo de derivados de atomos
pesados e na manufatura dos tampoes.

Os fatorias utilizados nos experimentos de cristalizagao foram: Crystal
Screen | e Il, Grid Screen MPD , Grid Screen PEG 6000 , Grid Screen PEG
6000/Cloreto de litio, Grid Screen Sulfato de aménia e Grid Screen Cloreto
de sédio (vide solugdes em Anexo | ).

No experimento de determinacao da concentragdo do
precipitante alternativo da solucdo de estabilizagao, as alteragoes de
volume das gotas foram medidas com micro seringa Exmire 10 pL da
Ito Corporation®.

A agua utilizada para o preparo das soiugdes foi obtida em um
sistema Milli — Qpus da Millipore®. Os valores de pH dos tampdes foram

medidos com o pHmetro 310 da Beckman®.
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Tabela 3.1: Procedéncia dos reagentes utilizados nos experimentos.

Reagente Procedéncia
Acetato de fenilmercurio Sigma®
Acetato de mercurio Aldrich®
Acetato de sédio (CoHaNaOy) Merck®
Acido cloridrico (HCI) Merck®
Acido cloromercuribenzdico Aldrich®
Acido 4-cloromercuribenzenosulfonico Fluka®
(monosédico)

Acido etilmercurisalicilico Aldrich®
Acido mersalil Aldrich®
Acido p-hidroximercuribenzéico Sigma®
Cianeto de mercurio |l Aldrich®
Cloreto de mercurio Sigma®
Cloreto de metilmercurio Strem Chemicals®
Cloreto de sédio (NaCl) Merck®
Dihidrogénio fosfato de sédio hidratado Merck®
(NaH2804.12H,0)

Etilenoglicol Sigma®
Fosfato dissédico (NazHPO,) Merck®
Glicerol Mallinckrodt®
Hepes (N-[2-hidroxistil]piperazina-N’[2-ac. Sigma®
Etanosulfénico]) pKa=7,5

Hidroxido de sodio (NaOH) Merck®
lodeto de mercurio Strem Chemicals
MPD 100 % (2-metil-2,4-pentanodiol) Hampton Research®
Polietilenoglicol (H{OCH,-CH2)»OH) n= 8,2-9,1 PM=400 Aldrich®
Polietilenoglicol (H{OCH2-CH2),OH) n= 29-36 PM=1500 Hampton Research®
Polietilenoglicol (H{OCH2-CHz),OH) n= 68-84 PM=4000 Hampton Research®
Polietilenoglicol (H{OCH»-CH>),OH) n= 158-204 Hampton Research®
PM=6000

Polietilenoglicol (H{OCH2-CH,),OH) PM=8000 Hampton Research®
Sulfato de aménia ((NH3)2S04) Merck®
Tartrato de sédio (CsHsNaOs) Merck®
Tetratiocianato de mercurio e cobalto (1) Aldrich®
Tiocianeto de mercurio Il Aldrich®
Tris (2-amino-2-(hidroximetil)-1,3-propanodiol) pKz=8,0 Mallinckrodt®

3.2 Purificagcao

A purificagdo da desacetilase foi obtida a partir de cepas de
E.coli K12 superprodutoras (Souza et al. 1997), em colaboragéo

com o Dr. Guillermo Hernandes-Mendoga do Departamento de
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Bioquimica da Faculdade de Medicina da Universidade Autdbnoma
do México (UNAM).

3.3 Protocolo de verificagcao das condigbes da amostra

Como a proteina teve ‘que ser transportada da Cidade do
México até Sao Carlos, muitas vezes sob condigdes inadequadas,
um protocolo de verificagdo das condigdes da amostra foi
estabelecido.

Primeiro a verificagdo da pureza da amostra foi feita através de
eletroforese em gel de poliacrilamida 15%. Neste experimento as
amostras foram tratadas com SDS e fervidas por 5 minutos a
temperatura de 373 K.

Posteriormente, as amostras foram submetidas a um
experimento de dicroismo circular para verificagdo do
enovelamento da proteina. Nestes experimentos as amostras de
proteina foram diluidas a concentragao de 0,1 mg'ml em PBS 25
mM pH 7,3. A varredura de comprimentos de onda foi feita na faixa
de ultravioleta distante entre 180 nm e 240 nm.

Experimentos de ultrafiliracao em gel também foram realizados
na tentativa de remover contamina¢des da amostra. Estes
experimentos foram realizados com fluxo de 10 ml min sendo as fragdes
coletadas com o volume de 1 mli e monitoradas por absor¢ao do
comprimento de onda de 280 nm; o tampao de corrida utilizado foi o PBS
150 mM pH 7,4 e o volume de amostra injetado foi de 1 ml a

concentragao de 10 mg mI”' de enzima.
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3.4 Cristalizacao

A  metodologia empregada na cristalizagao da  N-
acetilglicosamina 6-fosfato desacetilase foi a difusdo de vapor em
gota suspensa. Todos os ensaios foram realizados nas
temperaturas de 293 K e 289 K com gotas de 10 pL de volume total
preparadas misturando-se 5 ul da solugao contendo a enzima com
5 uL da solugao do reservatério contendo o agente precipitante. A
concentracédo da solugédo de proteina utilizada nos testes foi de 10
mg mi”' em PBS 150 mM pH 7 4.

A abordagem inicial ao problema da cristaliza¢ao foi a procura
em bancos de dados por condigdes de cristalizagdo de proteinas
pertencentes a mesma familia ou semelhantes. Para tanto, foi
utilizado o programa de alinhamento de sequéncias primarias
BLAST (Madden et al. 1996} no banco de dados NCB! (National
Centre for Biological Information) e a consulta direta no banco de
dados de cristalizacao BMCD (Biological Macromolecules
Crystallization Database).

Uma segunda estratégia utilizada foi a determinacdo do limite
de solubilidade da desacetilase através de testes de precipitagao
reversivel com sulfato de aménia ((NH3)SO4). A partir deste ponto,
experimentos de cristalizagdo foram realizados a partir de uma
solugcao estoque saturada de (NH3)SO, diluida entre concentragdes
de 30% (V/V) e 60% (V/V), nos tampdes Hepes/NaOH 100 mM,

Tris/HCI 100 mM e fosfato salino 150 mM. Nestes experimentos o
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pH dos tampdes foi variado em incrementos de 0,5 unidade ao
longo de suas respectivas faixas de tamponacgao.

Uma outra abordagem foi feita empregando-se ¢ método de
matriz esparsa ou de fatorial incompleto, no qual entre as
condi¢des testadas do espacgo amostral, cada variavel particular de
cristalizacdo é ao menos uma vez ensaiada (Jancarike; Kim 1991).
Nestes ensaios foram utilizados os fatorias citados no item 2.1.

Finalmente, uma terceira série de experimentos de cristalizacao
foi realizada utilizando-se o dihidrogénio sulfato de sodio hidratado
(NaH2P04.12 H20), sendo o pH variado em incrementos de 0,1
unidade.

Um protocolo padrdac de otimizagdo das condigdes de
cristalizacao foi estabelecido:

* refinamento da condigao inicial com incrementos menores da

concentragcdo de precipitante e de pH;

* ajuste da concentragao da enzima;

e troca do agente precipitante;

» adicdo ou substituicao de/para precipitantes do tipo glicerol,

etilenoglicol e polietilenoglicol;

* difusdo de vapor em camada de éleo (Chayen 1397);

e recristalizacao;

* alteragdo da metodologia empregada para sanduiche de

gota, “batch”, difusao por interface livre e microdialise
(McPherson 198, Ducruix; Giegé 1992) e acupuntura em gel

(Moreno; Soriano-Garcia 1999).
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Em alguns casos a quantidade de proteina na gota pode nao ser
suficiente para que o cristal cresgca e atinja dimensbdes adequadas
para o experimento de difragdo; em outros, o excesso pode causar
precipitacdo amorfa induzindo imperfeicdes nos cristais.

A troca ou mesmo a adicdo de outros tipos de precipitante, a
adicao de camada de d6leo e a mudanca da metodologia
empregada alteram a cinética de cristalizagdo, resultando muitas

vezes num melhoramento das qualidades do cristal.

3.5 Coleta de dados

3.5.1 Preparacao dos cristais

Os cristais utilizados na coleta de dados por difragdo de raios-X
foram instantaneamente congelados a temperatura de 100 K.
Inicialmente os cristais foram transferidos por alguns minutos para
uma solugao crioprotetora composta por 20 % (V/V) de glicerol e
pela solugdo do reservatério, sendo diretamente montados em
“loops” sobre a cabegca goniométrica centrada no feixe de
nitrogénio gasoso (Garmam; Schneider 1997). A técnica de
“anneling” foi implementada objetivando o melhoramento do padréo

de difracao (Harp et al. 1998).
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3.5.2 O experimento de difracao

Os experimentos de difragdo de raios-X foram realizados
utilizando-se o método de oscilagdo descrito no item 1.7 sendo os
cristais preparados conforme o item 3.5.1.

A caracterizagdo inicial dos cristais foi feita em fonte
convencional de anodo através da coleta de imagens de 0,5° de
oscilagdo com distancia cristal-detetor adequada aos parametros
de rede dos cristais e a resolugao maxima atingida.

Objetivando o melhoramento da qualidade dos dados,
experimentos de difracdo de raios-X foram realizados na linha de
feixe da estagao de Cristalografia de Proteinas (Polikarpov et al.
1997) do LNLS onde um conjunto completo de dados foi coletado
através de imagens de 0,5° de oscilagdo com distdncia cristal-
detetor também adequada aos parametros de rede dos cristais e a
resolugdo maxima atingida. O comprimento de onda utilizado foi de
1,378 A, cuja escolha foi determinada pelo balango entre a
minimizagaoc dos efeitos de absorgdo e maximizagdo do fluxo no

espectro disponivel pela linha (Polikarpov et al. 1998).

3.6 Processamento dos dados

As intensidades das reflexdes coletadas nos experimentos de

difracdo foram indexadas e escalonadas com os programas
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DENZO e SCALEPACK (Otwinowiski; Minor 1997) respectiva-
mente.

Na tentativa de se determinar o conteudo da cela unitaria e a
simetria néo-cristalografica, varias fungdes de auto-rotacdo foram
calculadas para raios de integragdo entre 15 A e 40 A, incluindo
dados entre resolugdes de: 20 Ae2,0A; 20 A e 2,520 A e 3,0 A;
;e 20 A e 3,5 A. Condigdes com fatores de estrutura normalizados
e remoc¢ao de origem também foram testadas. Para tanto, foram
utilizados os programas AMORE (Navaza 1994), ALMN (Dodson
1985) e POLARRFN, do pacote CCP4 (Dodson 1994) e GLRF do

pacote REPLACE (Tong; Rossmann 1997).

3.7 Producgédo de derivados isomorfos de atomos pesados

Os experimentos de alinhamento de sequéncia de desacetilase com
outras proteinas de estrutura tridimensional conhecida ndo mostraram
homologia significativa. Dada a inexisténcia de um modelo inicial de
fases para substituicdo molecular, o caminho natural foi a obtengdo de
derivados isomorfos de atomos pesados.

O experimento bésico de produgdo de derivados isomorfos consiste
na transferéncia do cristal nativo para uma solucdo contendo o atomo
pesado escolhido. Tal solugdo pode ser a propria solugdo mae ou uma
solugéo de estabilizagdo com precipitante diferente.

Os primeiros ensaios utilizando-se a solugdo mae foram

realizados com os seguintes reagentes: acido cloromercuribenzgico, acido
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etilmercurisalicilico, &acido p-hidroximercuribenzéico, acetato de
mercurio, cianeto de mercurio !l, tiocianeto de mercurio I,
tetratiocianato de mercurio e cobalto (l1), cloreto de mercurio, acido
mersalil, acetato de fenilmercurio, acido 4-cloromercuribenzenosulfénico
(monosddico), iodeto de mercurio e cloreto de metilmercurio.

Como ja mencionado, sais de fosfato interferem na solubilidade
de potenciais reagentes de atomos pesados. Com o intuito de se
aumentar o numero de reagentes de atomos pesados a serem
testados, optou-se pela busca de uma solugdo de estabilizagao
diferente daquela na qual o cristal foi obtido. A diferenga crucial
entre a solugdo mae e a solugao de estabilizagédo é que a primeira
contém uma concentragao de proteina remanescente (Rould 1997),
de maneira que a solugao de estabilizacao deve compensar a
auséncia deste ingrediente chave. Para se estabelecer tais
condigdes, foi utilizado um protocolo, o qual a suposigdo basica é
simples. E assumido que, para que a integridade dos cristais seja
mantida em diferentes solventes, a solugdo contendo o precipitante
alternativo nao deve retirar agua do cristal e nem doar dgua para o
cristal (Schruder 1988). O protocolo consiste em colocar em
equilibrio gotas de volumes iguais, contendo o precipitante
alternativo, em contato com reservatérios contendo concentragdes
crescentes do precipitante original. Depois de alguns dias, a
concentragdo da gota que nao apresentou variagao do volume
inicial serd a concentragdo da solugdo do novo precipitante para a

qual o cristal sera transferido. O volume inicial das gotas foi de 10
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uL e as alteragdes de volume foram medidas com micro seringa em
quatro gotas diferentes para cada condigdes
A transferéncia do cristal da solugdo mae para a solugao

de estabilizacdo foi feita através da transferéncia do cristal por

*

gotas de solugbes intermedidarias (de 20 a 30 solugbes) de

concentragdes decrescentes do precipitante original e crescentes
do novo precipitante (Ray et al. 1991). As transferéncias entre as
solugbes intermediarias foram feitas em intervalos de 4 minutos
para a difusdao da solugdo pelo cristal. Este experimento foi
realizado com os precipitantes glicerol, polietilenoglicol PEG 4000,
PEG 6000, PEG 8000/glicina (2:1), Tartrato de sédio, Cloreto de

sédio e MPD (todos em solugao PBS 150 mM pH 7,4).

3.7.1 “Screening” de Derivados

A estratégia empregada para o “screening” de derivados
compreendeu 4 estagios (Petsko 1985), sendo aplicada a varios
reagentes simultaneamente:

e usando cristais menores e de pior qualidade, e partindo da
concentracao de 10 mM, o primeiro teste foi a verificagao da

degradagao visivel do cristal para um tempo de “soaking” de 12

horas. Nos casos afirmativos, a concentracao do reagente e/ou

* as gotas foram previamente equilibradas contra a solugdo original, pois o método utilizado
para determinar a concentragao do agente precipitante substituto possui erro.

IFSC-USP *F Y on 2o
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tempo de “soaking” foram diminuidos e o teste era aplicado

novamente.

e o0s cristais que sobreviveram ao 12 estdgio passaram para o

experimento de difracdo. Quando apenas reflexdes de baixa
resolucdo eram observadas ou um aumento apreciavel de
mosaicidade era detectado, a concentragao do reagente era
novamente diminuida.

com os cristais que difrataram, foi feita uma coleta de dados de
trés imagens de 1° de oscilagdo. Estes dados foram entao
comparados com o conjunto de dados nativo, para a verificagao
da presenca de diferengas isomérficas. Para tanto, foi utilizado
como critério preliminar o x° ~ resultante da promediagao dos
dados. Se xz = 1, entdo obviamente nao ha diferengas
isomérficas; se x* é muito grande, tipicamente 50, o derivado &
dito néo-isomodrfico. Entretanto, se o x2 = 10, entdao as
diferengas isomérficas sao maiores que os erros esperados, €
Isto indica um derivado em potencial. Nos casos em que © x2 =
2 trata-se de um derivado com baixa substituigao e, portanto, de
pouco poder para derivacao das fases.

nas condigoes em que diferencas isomoérficas foram detectadas,
um conjunto completo de dados foi coletado, utilizando-se

cristais maiores e de melhor qualidade.

*

*x: :z(lhm _(Ihkl))l

w o Errg? o

n-—1
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3.7.2 Qualidade dos derivados

Varios sdo os critérios de avaliagdo da qualidade dos derivados
e do seu poder de fornecer fases (McRee 1993). Um critério preliminar
& que a intensidade média do conjunto de dados do possivel derivado
seja superior em 10 % aquelas do conjunto de dados nativo e o valor
absoluto das diferencgas, |Fp - thl(onde Fpo e Fpn s@o os fatores de
estrutura da proteina e do derivado, respectivamente), deve diminuir
com a resolugdo, caso contrario o derivado é dito nao-isomorfo

O poder que um derivado tem de fornecer as fases pode ser
analisado através da relagdo entre os magnitudes das amplitudes dos

atomos pesados e os seus erros (F,)/(E) (“phasing power”). Este

numero deve ser maior que 2 para um bom derivado e para derivados
muito bons ele pode alcangar até 4 (McRee 1993).
Independentemente de qualquer critéric adotado para a
avaliagcao do derivado, na pratica, a melhor alternativa e fazer o
célculo das fases e verificar no mapa de densidade eletrénica se &

possivel identificar alguma cadeia lateral da proteina.

3.7.3 Localizagao dos atomos pesados

O procedimentio padrac para localizagao dos atomos pesados
no interior da cela unitaria € a analise das secgbes de Harker dos
mapas de Patterson diferenca. Estes mapas sao obtidos a partir de
sintese de Fourier, cujas fases sdo nulas e os coeficientes sdo os

quadrados das diferencas dos fatores de estrutura dos conjuntos de
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4 Resultados e Discussoes

4.1 A qualidade da amostra

A Figura 4.1 apresenta o gel de poliacrilamida 15% utilizado
para a verificacdo da pureza da desacetilase. Nas raias 1 e 4 tem-se
os marcadores de peso molecular. Observa-se nas raias 2 e 3 em
aproximadamente 41kDa a desacetilase fervida e nao-fervida
respectivamente. Este resultado mostra que as subunidades do
tetramero sado unidas por ligagdes fracas, de maneira que, embora a
amostra da raia 3 néo tenha sido fervida, apenas a agado do SDS foi
suficiente para romper tais ligagdes. Ainda na raia 3, observa-se uma

porgao da amostra na forma tetramérica posicionada em uma regiao

1 2 3 4
S

66 kDa s— w——

45 kD2  nun —

29KDA o —

20kDa g —

12kDa —
6 kDA et -

Figura 4.1: Gel de poliacrilamida 15% para verificagdo da pureza da amostra. Nas raias 1
€ 4 tém-se os marcadores de peso molecular € nas raias 2 e 3, em

aproximadamente 41kDa, observa-se a desacetilase fervida e nao-fervida
respectivamente.
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de alto peso molecular que nao ocorre na raia 2 onde a amostra foi
desnaturada. Em ambas as raias, 2 e 3, observa-se a presenca de um
contaminante de peso molecular superior a 45 kDa. Em experimentos
de ultrafiltragcdo em gel, nao foi observado nenhum pico
correspondente ao peso molecular do suposto contaminante,
levantando a hipétese de que ele seja também um oligdmero (Figura
4.2). Por outro lado, apenas um pico foi observado no cromatograma,
mas provaveimente, devido a resolugdo da coluna. Nesta etapa a
presenca do contaminante foi ignorada devido a sua proporgao em

relagéo a quantidade de desacetilase no gel.

2.0

1.5+

1.0

Absorbancia

0.5 4

0.0 4

T T T T 7 | LN B B
0 25 50 75 100 125

volume de retengéo {ml)

T v T T 1
150 175 200

Figura 4.2: Cromatograma de ultra filtragdo da desacetilase realizado em PBS 150 mM pH
7,4 em coluna Superdex Hil.oad $200. A observagdo de um Unico pico levanta a hipétese
de gue o contamninante seja também um oligdmero como a desacetilase.
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A Figura 4.3 apresenta o gel de poliacrilamida 15% dos trés
lotes de proteina recebidos. Nas raias 1, 4, 7, e 10 tem-se os
marcadores de peso molecular. Nas raias 2 e 3 observa-se a
desacetilase nao-tervida e fervida, respectivamente com um ano e
com dois meses de armazenamento, nas raias 5 e 6 com quatro
meses e nas raias 8 e 9 com menos de 10 dias de armazenamento.

Nenhuma alteragao apreciavel da proteina dos trés lotes foi verificada.

1234567 8910
66 kDa ‘ o -

45kDa T — —

29kDa _ e = BE-

20kDa .

12kDa —
6 kDa | -

Figura 4.3: Gel de poliacrilamida 15% para comparagao dos trés lotes de proteina
recebidos. Nas raias 1, 4, 7, e 10 tem-se os marcadores de peso molecular. Nas
raias 2 e 3 observa-se a desacetilase nao-fervida e fervida, respectivamente com
um ano e com dois meses de armazenamento, nas raias 5 e 6 com quatro meses e
nas raias 8 e 9 com menos de 10 dias de armazenamento. Nenhuma alteragao das
condicbes da amostra foi observada.

Os experimentos de dicroismo circular realizados com os trés
lotes de desacetilase recebidos apresentaram invariavelmente a
mesma curva (Figura 4.4) mostrando que a proteina utilizada nos
experimentos de cristalizagdo manteve o seu enovelamento original

(Figura 4.5).
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Figura 4.4: Espectro de dicroismo circular da desacetilase para verificagdo do
enqyelamento da desacetilase. As amostras foram diluidas a concentragéo de 0,1
mg ml em solugédo tampao fosfato 25 mM pH 7,3.
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Figura 4.5: Espectro de dicroismo circular da desacetitase {Souza et al. 1997).
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Figura 4.15: Padrdo de difragao tipico dos cristais de FCI crescidos em 4 % de PEG 4000
em Acetato de sédio 150 mM pH 5,3. Fonte convencional com distancia cristal-detetor de
200 mm e oscilagdo de 0,5°. Resolugdo maxima de 2,7 A na direcdo da diagonal da

figura. A direta e acima: ampliagdo do quadrado da figura principal — parametro de
rede de 490 A.

uma diminuigdo do parametro de rede ¢ passando a 465,23 A. Os da
FCI cristais obtidos em PEG 400 e pelo método de difusdo de vapor
em sanduiche de gota nédo tiveram um numero suficiente de reflexdes
para a determinagao dos parametros de rede.

Experimentos de difragdo de raios-X em fonte convencional foram
realizados com cristais da FCIl de dimensdes 0,5 x 0,3 x 0,2 mm® crescidos
em 1,80 M de dihidrogénio Fosfato de sédio pH 4,0. O padrao de difracao

(Figura 4.16) apresentou simetria de Laue ortorrdmbica e as auséncias
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sistematicas indicaram que os cristais pertencem ao grupo espacial P2:2,2
com parametros de rede a = 80,77(1) A, b = 113,83(2) A e ¢ = 79,72(2) A.
Os desvios padroes foram estimados a partir de 304 reflexdes de uma
imagem de 0,5°, A resolugdo maxima atingida foi de 2,4 A,

Nos experimentos de difragdo de raios-X realizados na estagéo
de Cristalografia de Proteinas do LNLS, cristais da FCIl de dimensées
0,9 x 0,6 x 0,4 mm® difrataram a uma resolugdo maxima de 1,8 A. Tais
experimentos proporcionaram um aumento significativo da resolugéo
em relagao aqueles realizados em fonte convencional. Os parametros
de rede determinados foram a=82,09(2) A, b=114,50(1) A e
c=80,17(1) A com os desvios padroes estimados a partir de 2052
reflexdes de uma imagem de 0,5° de oscilagdes (Figura 4.17). A partir
destes resultados, um conjunto completo de dados foi coletado em
193 imagens de 0,5 graus de oscilagdo com a distancia cristal-detetor
de 150 mm. Neste experimento o emprego da técnica de “anneiling”

foi também um fator importante para obtencao de dados de alta

resolugéo.
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Figura 4.16: Padrdo de difragdo tipico dos cristais da FCIl crescidos em 1,80 M de
dihidrogénio Fosfato de sddio pH 4,0. Fonte convencional com disténcia cristal-detetor de

120 mm e oscilagdo de 0,5°. Resolugdo méxima de 2,4 A.

SERVIGO DE BIBLIOTECA
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Figura 4.17: Padrdo de difracdo tipico dos cristais da FCIl crescidos em 1,85 M de
dihidrogénio Fosfato de sodio pH 4,0. Fonte de luz sincrotron (LNLS) com distancia cristal-
detetor de 150 mm e oscilagdo de 0,5°. Resolugdo maxima de 1,8 A.
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4.4 Processamento dos Dados

O conjunto de dados da FCII coletado no LNLS foi processado.
Um numero total de 235.298 reflexdes observadas foram promediadas
para a obtencédo de 69.233 reflexdes Unicas com Rmerge € cOmpleteza

globais de 0,06 e 98,2 % respectivamente.

Tabela 4.1 Reprocessamento dos dados. 173.345 reflexdes observadas e 50.702 refiexdes

anicas.
Resolucac (A) Retlexdes Redundancia % de reflexdes ¢/ Completeza  Rmerge
independentes l/o 23 (%)
30,00 - 4,93 3386 3,7 76,9 91,3 0,06
4,93 - 3,91 3296 37 79,1 93,5 0,05
3,91 -3,42 3400 3,8 79,2 97.0 0,05
3,42 - 3,11 3430 3,6 76,3 99,0 0,06
3,11-2,88 3430 3,5 74,4 99,0 0,06
2,88 -2,71 3429 34 72,1 99.0 0,08
2,71-258 3365 3.4 71,9 98,7 0,08
2,58 - 247 3403 3,3 71,9 98,5 0,09
2,47 - 2,37 3352 3,3 72,9 98,2 0,10
2,37-229 3346 3,3 72,5 98,4 0,10
229-222 3371 3,3 72,6 98,1 0,14
222-215 3359 3,3 73,2 98,6 0,13
2,15-2,10 3367 3,3 73,2 98,6 0,15
2,10-2,05 3378 3,2 72,3 99,3 0,18
2,05-2,00 3390 3,2 72,1 99,3 0,22
Giobal 50.702 3.4 74,6 97,7 0,06

Embora as reflexdes observadas tenham se estendido até 1,8 A de
resolugd@o, os critérios usuais de aceitagdo de nivel de ruido (25% das

reflexdes ¢/ | > 20(l)) e acuracia (Rmerge < 0,25) indicaram que este

Z‘ I"("W)I

- - hkI
Rmerge =
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conjunto de dados seria melhor descrito como sendo de 2,0 A de
resolugdo. Assim, os dados foram reprocessados e um numero total
de 173.345 reflex6es foram integradas até a resolucido de 2 A para
obtencdo de 50.702 reflexdes Unicas com Rmerge € cOompleteza globais
de 0,06 e 97,7 % respectivamente. Na ultima faixa de resoiucao (2,05

- 2,00 A), 0 Rmerge é de 0,22 e a completeza & de 99% (Tabela 4.1).

4.5 A Unidade Assimétrica e Simetria nao-cristalografica

Assumindo-se dois mondmeros por unidade assimétrica, o
coeficiente de Matthews (Vm) é de 2,30 A® Da’, correspondente a
46,1% de solvente. Se apenas um mondémero esta presente, Vi, é de
4,60 A’ Da™" e o contetdo de solvente é de 73,1 %.

Como ja mencionado, de acordo com experimentos de
sedimentagao e ultrafiltragdao em gel, a desacetilase é ativa como um
homotetramero (Souza et al, 1997).

Nao foram encontrados picos nao-cristalograficos na anélise
das fun¢des de auto-rotagao calculadas. A Figura 4.18 apresenta a
projecao segdo x = 180° da funcio de auto rotagao calculada e Tabela
4.2 apresenta as amplitudes dos picos encontrados e seus respectivos
angulos do eixo de rotacao. Nesta fungao foram incluidos dados entre
20Ae3Ade resolucéo utilizando-se um raio de integracdo de 15 A.
Observa-se em ¢ = 45° ¢ v = 90° a presenca de um pico aparente,
que nao é observado para outras combinagéo de raios de integragéo e

resolucao. De fato, este pico diminui a sua intensidade com 0
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aumento do raio de integragdo e ndo é mais observado quando o raic
de integracdo é de 30 A. Tal comportamento nao seria esperado,
indicando que ele nao deve ser um pico.

Se um dimero é o conteddo da unidade assimétrica, entdo o
tetramero poderia ser formado pelo eixo cristalografico de ordem 2 do
grupo espacial P2:2,2. Neste caso, 0os picos néo-cristalograficos nao
seriam observados estando sobrepostos aos cristalograficos.

Se o contelido da unidade assimétrica é um mondmero, entio,
nao ha simetria nao-cristalografica. Entretanto, esta hipotese implica
que a proteina tenha sido cristalizada como um dimero, o que vai
contra a evidéncia bioquimica de que a proteina é um tetramero.
Ademais, alto conteldo de solvente é incompativel com a boa ordem
cristalina observada e a resisténcia dos cristais a radiacao.

Uma terceira hipdtese seria a presenca de dois monémeros
independentes relacionados por um eixo cristalografico de ordem 2,
aproximadamente paralelo a um dos eixos da cela. Todavia, nao
foram encontrados picos proeminentes nas segoes de Harker do mapa
de Patterson que pudessem corroborar esta Ultima hipotese.

Finalmente, a quarta hipdtese seria a presenca de dois
monémeros na unidade assimétrica com estruturas diferentes, o que é
pouco provavel, pois a proteina é um homotetramero.

Para que esta questao seja elucidada sera necessaria a determinagao
completa da estrutura.
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Tabela 4.1: Amplitudes dos 20 maiores picos encontrados no espago rotacional e seus
respectivos angulos em graus de orientagdo do eixo de rotagao.

n° 0 v K Amplitude Ampl./o
1 0 0 180 1000 10,15
2 0 90 180 1000 10,15
3 90 90 180 1000 10,15
4 0 180 80 314,53 3,1
5 45 90 180 314,53 3.1
6 0 : 0 90 314,53 3.1
7 135 90 180 314,53 3,1
8 0 75 180 260 2.,54
9 180 75 180 260 2,54
10 0 15 180 260 2,54
11 180 15 180 260 2,54
12 0 156 80 247,96 2,42
13 180 156 90 247,96 2,42
14 0 24 90 247,96 2,42
15 180 24 90 247,96 2,42
16 132 75 180 243,14 2,37
17 132 105 180 243,14 2,37
18 48 105 180 243,14 2,37
19 48 75 180 243,14 2,37
20 90 156 90 236,61 2,3
21 90 24 90 236,61 2,3

4.6 Derivados

Os resultados dos experimentos de difusdo de atomos pesados
em cristais da FCIl da desacetilase estdo resumidos na Tabela 4.3.
Nesta tabela estao relacionados os sais utilizados, a concentracao e o
tempo de “soaking” e o y° resultante da adicao das reflexdes do
derivado ao conjunto de dados nativo. A maioria dos compostos de
metais pesados utilizados nao se solubilizaram na solugdo mae

(1,79 M de NaH:PO. .12H,0) de maneira que a solugao foi

0 “screening” de derivados foi realizado a uma concentragéo de fostafo menor, na qual um maior
numero de nuicleos foi induzido, possibilitando um maior nimero de testes.
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considerada saturada e solugbes de concentragdes menores foram
feitas a partir da diluigao da primeira.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 4.3
verifica-se que a grande maioria dos compostos testados na produgao
de derivados nao produziu diferencas isomérficas. Este fato deve-se a
quantidade de fosfato e o pH da solugdo mae. Residuos como
cisteinas e histidinas, outrora reativos, em pH’s acidos estéo
protonados e portanto nao reativos.

Dentre os compostos testados destacou-se apenas o Cianeto de
mercurio Il, que em aproximadamene 12 horas de “soaking” a uma
concentracdo de 50 pM produziu um %? de 2,578. Todavia, de acordo
com o critério de avaliagao, esse foi considerado um derivado de
pouco poder de derivagao de fases.

As Tabelas 4.4, 4.5 46, 4.7, 48 e 4.9 apresentam o0s
resultados obtidos nos experimentos substituicao de solventes citados
no item 2.7. Estas tabelas apresentam os volumes finais das gotas, as
concentracoes dos precipitantes alternativos e os respectivos erros de
medida. A concentragdoc de equivaléncia entre as concentragdes de
fostato (1,79 M) e a concentracdao dos precipitantes alternativos sao
aquelas cujos os volumes finais (Vi) estdo mais préximos do volume
inicial das gotas (10 pL).

Embora as concentragdes dos precipitantes alternativos
tivessem sido determinadas, em nenhum caso a transferéncia dos
cristais foi bem sucedida. Invariavelmente os cristais apresentaram
rachaduras antes que a concentragao de fosfato alcangcasse 1,5 M,

mostrando que a presencga de fosfato em altas concentragbes é um
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fator determinante para a manutencdo da integridade dos cristais de

desacetilase.

Tabela 4.2: Compostos utilizados nos experimentos de produgdc de derivados e suas

respectivas concentragbes, tempos de “soaking” e xz resultante da comparac¢ao das
reflexdes dos derivados com aquelas do conjunto nativo.

Composto tempOsoaking = [ ] X

Acetato de fenilmercurio 12h-1% 1,504
Acetato de mercurio 12h-1% 0.946
Acido cloromercuribenzéico 15 dias - 10 % 0,977
Ac. 4-cloromercuribenzenosulfénico 12h-2% 1,389
Acido etilmercurisalicilico 12h-1% 1,203
Acido mersalil 10 min. -1 % 1,101
Acido p-hidroximercuribenzéico 6h-1% 0,992
Cianeto de mercurio i 12h-50 uM 2,587
Cloreto de mercurio 12h-1% 1,921
Cloreto de metilmercurio 12h-1% 0,956
lodeto de mercurio 12h-1% 1,245
Tetratiocianato de mercurio e cobalto Il 1h-4% 1,560
Ticcianeto de mercurio |l 6h—-1% 1,340

Tabela 4.3: Vclumes finais das gotas, concentra¢des do glicerol e respectivos erros
de medida — concentragao de equivaléncia 14 %.

Ve(uk)  desv. (uL) Glicerol  Erro (%)

(% WHN)
6,8 0,2 20 3
7,2 0,1 19 0
7,7 0,1 18 2
8,0 0.1 17 0
8,5 0,1 16 1
9,0 0,6 15 6
9,7 0,1 14 0
10,4 0,3 13 3
11,4 0,5 12 4
13,1 0,1 11 1
13,3 0,2 10 2
15,3 0,3 9 2
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Tabela 4.4: Volumes finais das gotas, concentragdes do PEG 4000 e respectivos
erros de medida — concentragao de equivaléncia 24 %.

Vi(ub)  Desv. (ub) PEG 4000 Erro (%)

(% WN)

8,5 0,2 30 2
8,6 0,2 28 2
9,1 0,3 26 3
9,8 0,5 24 5
10,8 0,6 22 5
12,3 0,2 20 1

Tabela 4.5: Volumes finais das gotas, concentragdes do PEG 6000 e respectivos
erros de medida — concentragdo de equivaléncia 45 %.

Vi(uk) Desv. {(uL) PEG 6000 Erro (%)

(% W)
9,1 0,2 42,5 2
10,3 0,3 45 2
12,3 0,2 42,75 1
14,3 0,3 40,5 2
16,6 0,2 38,25 1
19,1 0,2 36 1

Tabela 4.6: Volumes finais das gotas, concentragdes de PEG 8000/glicina e
respectivos erros de medida— concentra¢ao de equivaléncia 38 %.

Vi(ub)  Desv. (ub) PEG/glicina Erro (%)

(% W)
8,9 0,4 40 5
10,5 0,3 38 3
11,7 0,1 36 0
12,9 0,3 34 2
14,4 0,4 32 3
16,3 0,4 30 2
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Tabela 4.7: Volumes finais das gotas, concentragdes do Tartrato de sodio e
respectivos erros de medida — concentragéo de equivaléncia 70 %.

Vi(uL) Desv. (uL) Tartrato de Erro
sodio(% W) (%)

52 0,1 100 1
55 0,1 95 2
6,1 0,7 80 11
75 0,2 85 3
7.4 0,8 80 11
8,6 0,2 75 2
9,6 0,3 70 3
11,5 0,5 65 5

Tabela 4.8: Volumes finais das gotas, concentragdes do Cloreto de sddio e
respectivos erros de medida— concentragédo de equivaléncia 20 %.

Vi (1L) Desv. (ub) NaCl Erro (%)
(% W)
3,6 0,1 65 3
41 0,2 60 5
4.4 0,4 55 10
47 0,1 50 1
52 0,1 45 1
5,9 0,3 40 4
6,5 0,4 35 6
7,4 0,2 30 2
8,6 0,2 25 2
9,9 0,2 20 2
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5 Conclusoes

Foram consumidos aproximadamente 70 mg de proteina em 1200
testes de cristalizagcdo para o obtengdo de um cristal adequado para os
experimentos de difragdo. Ainda assim, a condigdo de cristalizagao que
produziu tais cristais ndo foi perfeitamente determinada, devido, nao so, a
auséncia de um agente tamponante, como também o tempo de
armazenamento da amostra utilizada no teste.

Os cristais de ambas as formas cristalinas foram caracterizados e
aqueles da FCIl tiveram o grupo espacial univocamente determinado. Um
conjunto de dados de 97,7 % de completeza até 2,0 A de resolugédo foi
coletado. A simetria nao-cristalografica nao pdde ser determinada, assim
como, o contelido da unidade assimetrica.

A obtengdo de derivados de atomos pesados foi seriamente
comprometida pela quantidade de fosfato e pelo pH em que os cristais foram
crescidos. Entretanto, o nimero de compostos testados foi muito pequeno e
apenas uma espécie de metal foi utilizada. Ademais, é grande o numero de
proteina que foram derivadas, a despeito de terem sido cristalizadas em
altas concentragdes de fosfato e baixos pH’s (vide HAD — Heavy Atom Data
bank; Islam et al.,1998).

O criterio utilizado para a avaliagdo dos derivados foi rigoroso e de
fato, derivados como aquele obtido com o Cianeto de mercurio Il podem ser
utilizados para derivagdo das fase; o programa SHARP (Statistical Heavy
Atom Refinement and Phasing) é capaz de extrair de maneira adequada as

informagdes de fases contidas em seus dados de difragao.
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Os resultados contidos nessa dissertagdo foram compilados em um
artigo cientifico que foi publicado na revista Acta Crystallographica section D

— Biological Crystalllography (vide Anexo ).
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6 Perspectivas

Para dar continuidade & esse projeto, um plano de atividades de
doutoramento, propondo a completa elucidagdo da estrutura tridimensional
da desacetilase foi submetido e aprovado pela FAPESP (Fundagao de
Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo). Nesse plano fol proposto a
producdo de derivados de atomos pesados, cuja andlise sera diferente
daquela até entdo utilizada. A partir dos derivados pretende-se determinar as
fases, construir o modelo, refinar a sua estrutura e propor um mecanismo
catalitico enzimatico para a proteina.

O cronograma proposto para este projeto esta previsto para 36 meses

e as etapas de desenvolvimento sao:

Junho de 2000 a Novembro de 2000 (6 meses), complementagao de
créditos exigidos pelo programa de doutoramento do Instituto de Fisica
de Sao Carlos;

e Dezembro 2000 a Setembro de 2001 (10 meses), produgcao de trés
derivados de dtomos pesados com alto poder de fornecer fases;

e Outubro de 2001 a Novembro de 2002 (14 meses), resolucdo da
estrutura, refinamento do modelo e proposigao do mecanismo catalitico
enzimatico da proteina;

e Dezembro de 2002 a Maio de 2003 (6 meses), qualificagcao requerida
pelo programa de doutoramento e redagao final da tese.

E importante ressaltar que todos os equipamentos necessarios para a
execugao desse projeto estdao disponiveis no laboratério onde pretende-se

realizar o mesmo. Eventualmente sera preciso recorrer-se a laboratérios de
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luz sincrotron no exterior, se porventura for inevitavel o uso do método de

MAD para a derivagédo das fases.



Referéncias (8

7 Referéncias

BLUNDELL, T.L.; JOHNSON, L.N. Protein Crystallography. London,
Academic Press, 1976.

BRAY, T.L.; KIM, L.J.; ASKEW, R.P.; HARRINGTON, M.D ;
ROSENBLUM, W.M.; WILSON, W.W.; DELUCAS, L.J. New
crystallization systems envisioned for microgravity studies. J. App/.
Crystv.31, p. 515-522, 1998.

BRIGHAM, E.O. The Four Fourier Transform. Prentice Hall, 1974.

BUDISA, N.; KARNBROCK, W.; STEINBACHER, S.; HUMM, A;
PRADE, L.; NEUEFEIND, T.; MORODER, L.; HUBER, R.
Bioincorporation of telluromethionine into proteins: A promising new

approach for X-ray structure analysis of proteins. J. Mol. Biol., v.271, p.
616-623, 1997.

CALCAGNO, M.; CAMPOS, P.J.; MULLIERT, G.; SUASTEGUI, J.
Purification, molecular and kinetic-properties of glucosamine 6-
phosphate isomerase (Deaminase) from Escherichia coli. Biochim.
Biophys Acta, v.787, p. 165-173, 1984.

CHAYEN, N.E. A novel tecnique to controlthe rate of vapour ditfusion,

giving larger protein crystals. J. Appl. Cryst., v.30, p. 198-202,
1997.

CHAYEN, N.E. Comparative studies of protein crystallization by

vapuor diffusion and microbatch techniques. Acta Cryst. v.D54, 8-
15, 1998.

COMB, D.G.; ROSEMAN, S. J. Glucosamine metabolism .4.

Glucosamine-6-phosphate deaminase. Biol. Chem. v.232(2), p.
807-827,1958.

D'ARCY, A. Crystallizing proteins — a rational approach? Acta Cryst.
v.D50, p. 468-471, 1994.

DELUCAS, L.J.; LONG, M.M.; MOORE, K.M.; ROSENBLUM, W.M.; BRAY,
T.L.; SMITH, C.; CARSON, M.; NARAYANA, S.V.L.; HARRINGTON,
M.D.; CARTER, D.; CLARK, A.D. NANNI, R.G.; DING, J.;
JACOBOMOLINA, A.; KAMER, G.; HUGHES, S.H.; ARNOLD, E.;
EINSPAHR, H.M.; CLANCY, L.L.; RAQ, G.S.J.,; COOK, P.F.; HARRIS,
B.G.; MUNSON, S.H.; FINZEL, B.C.; MCPHERSON, A.; WEBER, P.C.;
LEWANDOWSKI, F.A.; NAGABHUSHAN, T.L.; TROTTA, P.P,;
REICHERT, P.; NAVIA, M.A.; WILSON, K.P.; THOMSON, J.A,;
RICHARDS, R.N.; BOWERSOX, K.D.; MEADE, C.J.; BAKER, E.S.;
BISHOP, S.P.; DUNBAR, B.J.; TRINH, E.; PRAHL, J.; SACCO, A;.



Referéncias 69

BUGG, C.E. Recent results and a new hardware developments for
proteins. J. Cryst. Growth, v.135 (1-2), p. 183-195, 1994.

DOBROGOSZ, W. J. N-acetylglucosamine assimilation in Escherichia
coli and its regulation to catablolite repression. J. Bacteriol. v.95,
p. 585-5391, 1968.

DODSON, E.J. Proceeding of the Daresbury Study Weekend, p.33-45.
1985.

DODSON, E.J.; WINN, M.; RALPH, A. Methods Enzymol., Collaborative
computational project, number 4: Providing programs for protein
crystallography, v.277, p. 620-633, 1997.

DUCRUIX, A.; GIEGE, R. Crystallization of Nucleic Acids and
Proteins. A Pratical Approch. Oxtord, Oxford University Press,
1992.

DRENTH, J. Principles of protein X-ray crystallography. New york,
Springer-Vverlag New York, Inc. 1994.

FERRE-D'AMORE, A.R.; BURLEY, S.K. Dynamic light in evaluating
crystallizability of macromolecules. Methods Enzymol. v.278, p.
157-166, 1997.

GARMAN, E.F.; SCHNEIDER, T.R. Macromolecular
cryocrystallography. J. Appl. Cryst. v.30, p. 211-237, 1997.

GIACOVAZZO,C.; MONACO, H.L.; VITERBO, D.; SCORDARI,
F.;GILL], G.; ZANOTT!, G.; CATTI, M. Fundamentos of
Crystallography. New York, Oxford University Press Inc, 1992,

HARP, J.M.; TIMM, D.E.; BUNICK, G.J. Macromoiecular crystal
anneiling: overcoming increased mosaicity associated with
cryocrystallography. Acta Cryst. v.D54, 622-628, 1998.

HELLIWELL, J.R. Macromolecular crystallography with synchroton
radiation. Cambridge, Cambridge University Press, 1992.

HENDRICKSON, W.A.; HORTON, J.R.; LEMASTER, D.M.
Selenomethionyl proteins produced for analysis by multwavelenght
anomaluos diffraction (MAD) — a vehicle for direct determination of
3-dimensional struture. EMBO J. v.9, p. 1665-1667, 1990.

HORJALES, E.; ALTAMIRANO, M.M.; CALCAGNO, M.L.; GARRATT, R.C.;
OLIVA, G. The allosteric transition of glucosamine 6-phosphate

deaminase: The structure of the T state at 2.3 angstrom resolution.
Structure Fold Des., v.7, p. 527-537, 1999.

ISLAM, A.S.; CARVIN, D.; STENBERG, M.J. E.; BLUNDELL, T.L. HAD, a
data bank of heavy-atom binding sites in protein crystals: a resource for



Referéncias 7()

use in multiple isomorphous replacement and anomalous scattering.
Acta Cryst. v.D54, p. 1199-1206, 1998.

JANCARIK, J.; KIM, S.—H. Sparse-Matrix Sampling — A screening method for
crystallization of proteins. J. Appl. Cryst. v.24, p. 409-411, 1991.

KOSZELAK, S., DAY, J., LEJA, C., CUDNEY, R., MCPHERSON, A. Protein
and virus crystal - growth on International Microgravity Laboratory — 2.
Biophys. J., v.69, p. 13-18, 1995.

KE, H. Overview of isomorphous replacement phasing. Methods Enzymol.
v.276, p. 448-461, 1997.

LAEMMLI, U.K. Cleavage of structural proteins during assembly of
head of Bacteriophage T4. Nature, v.227(5259), p. 680-685, 1970.

MADDEN, T.L., TATUSOV, R.L.; ZHANG, J. Applications of network
BLAST server. Methods Enzymol. v.266, p. 131-141, 1970.

MCPHERSON, A. J. Preparation and Analysis of Protein Crystals. New York,
John Wiley, 1982.

MCPHERSON, A.; MALKIN, A. J.; KUNESTSOOQ, Y. G. The science of
macromolecular crystallization. Structure, v.3, p. 759-768, 1995.

MATTHEWS, B. W. Solvent contend of protein crystals. J. Mol. Biol.
v.33, p. 491-497, 1968.

MCREE, D.E. Pratical Protein Crystallography. San Diego, Academic
Press, Inc. 1993.

MENGIN-LECREULX, D.; VAN HEIJENOORT, J. Copurification of
glucosamine-1-phosphate acetyltransferase and N-acetylglucosamine-1-
phosphate uridiltransferase activities of Escherichia coli—
characterization of the GLMU gene —products a biofunctional enzyme
catalizing 2 subsequent steps in the pathway for UDP-N-
acetylglucosamine synthesis. J. Bacteriol. v.176, p. 5788-, 1994,

MIKOL, V.; HIRSH, E.; GIEGE, R. Diagnostic of precipitant for

biomacromolecule crystallization by quase-elasticlight — scattering.
J. Mol. Biol. v.213, p. 187-195, 1990

MORENO, A.; SORIANO-GARCIA, M. Crystal-growth kinetics of
protein single crystals along capillary tubes i rhe gel-acupuncture
technique. Acta Cryst. v.D55, p. 577-580, 19989.

NAVAZA, J. AMORE - An automated package for molecular
replacement. Acta Cryst. v.A50, p. 157-153, 1994,



Referéncias 71

OLIVA, G.; FONTES, M. R. M.; GARRAT, R. C.; ALTAMIARANO, M.
M.; AND HORJALES, E. Structrure, v.3, p. 1323-1332, 1995.

OTWINOWSKI, Z.; MINOR W. Processing of X-ray data collected in
oscillation mode. Methods Enzymol. v.276, p. 307-,325, 1997.

PETSKO, G. A. Preparation of isomorphous heavy-atoms derivatives.
Methods. Enzimol. v.115, p. 147-156,. 1985.

PLUMBRIDGE, J.A. Repression and indiction of thr Nag regulon of
Escherichia coli K-12 — The roles of NagC and NagA in
maintenance of fr uninduced estate. Mol. Microbiol. v.5, p. 2053-
2062, 1991.

PLUMBRIDGE, J.A. Indiction of the Nag regulon of Escherichia coli by
N-acetylglucosamine and glucosamine — role of the cyclic AMP —
catabolite activator protein complex in expression of the regulon. J.
Bacteriol. v.172,p. 2728-2735, 1990.

PLUMBRIDGE, J.A., COCHET, O., SOUZA, J.M., ALTAMIRANO,
M.M., CALCAGNO, M.L. AND BADET,B..Cooddinated regulation of
amino sugar-synthesizing and sugar — degrading enzymes in
Escherichia coli K-12. J. Bacteriol. v.175, p. 4951-4956, 1993.

PLUMBRIDGE, J.A.; KOLB, A. Cap and Nag repressor binding to the
regulatory regions of the nagE-B and manX genes of Escherichia
coli. J. Mol. Biol. v.217(4), p. 661-679, 1991.

POLIKARPOV, |.; PERLES, L. A.; DE OLIVEIRA, R. T.; OLIVA, G;
CASTELLANO, E. E.; GARRAT, R. C.; CRAIEVICH, A. Set-up and
experimental parameters of the Protein Crystallography Beamiine

at the Brazilian National Syncrothron Laboratory. J. Sinchrotron
Rad. v.5, 72-76. 1998.

POLIKARPOV, I., TEPLYAKOV, A.; OLIVA, G. The ultimate wavelength for
protein crystallography? Acta Cryst. v.D53, p. 734 — 737, 1997.

RAY, JR., W.J,; BOLIN, J.T.; PUVATHINGAL, J.M.; MINOR, W.; LIU, Y ;
MUCHMORE, S.W. Removal of salt from salt-induced protein cyrstals
without cross-linking. Preliminary examinatin of “desalted’crystals of
Phohpoglucomutase by X-ray crystallography at low temperature.
Biochem. v.30, p. 6866-6875, 1991.

ROSSMANN, M. G.; BLOW, D. M. bhe detection of sub-units within the
crystallographic asymetric unit. Acta Cryst. v.15, 24-31, 1962,

ROULD, M. A. Screenig for heavy-atom derivatives and obtaining

accurate isimorphous differences. Methods. Enzimol. v.276, p.
462-473, 1997.



Referéncias 72

SOUZA, J. M.; PLUMBRIDGE, J. A.; CALCAGNO, M. L.N-
acetylglucosamine-6-phosphate deacetylase from Escherichia coli.
purification and molecular and kinetic characterization. Arch.
Bioch. and Bioph. v.340(2), p. 338-346, 1997.

SCHRUDER, H. A., GROENDIJK, H.; VAN DER LAAN, J. M;
WIERENGA, R. K. The transfer of protein crystals from their
original moder liquor to a solution with a complet different
precipitant. J. App/l. Cryst. v.21, p. 426-429, 1988.

TERWILLIGER C.T.; KIM, S.-H. Generalized method of determining
heavy-atom positions using the difference Patterson function. Acta
Cryst. v.A43, p. 1-5, 1987.

TONG, L.; ROSSMANN, M. G. Rotation function calculation with GLRF
program. Methods Enzymol. v.2786, p. 594-611, 1997.

WHITE, R. J. Control fo amono sugar metabolismin Escherichia coli
and isolation fo mutantes unable to degrade amino sugar Biochem.
J. v.106, p. 847-858, 1968.

WHITE, R. J.; PASTERNAK, C. A. Purification and properties of N-

acetylglucosamine 6- phosphate deacetylase from Escherichia coli.
Biochm. J. v.105, p. 121-, 1967.



ANEXO| 73

ANEXO |

Solugdes dos fatoriais utilizadas no testes de cristalizagao



Crystal Screen

Reagent Formulation

®NO ;e

PN — 4 & mi . A s kD
O W o0 N DU s W Ao

W W W W WD PN R
mgmm—-omm\lmmaum—a

Tube Number

3.
ar.
| 38
I 39
L
r41,
42,
43,
44,
45.
46.
47,
48,
49,
50.

Salt

0.02 M Calcium Chloride dihydrate
None

None

None

0.2 M tri-Sodium Citrate dihydrate

0.2 M Magnesium Chloride hexahydrate
None

0.2 M tri-Sodium Citrate dihydrate

0.2 M Ammonium Acetate

. 0.2 M Ammonium Acetate

. None

. 0.2 M Magnesium Chioride hexahydrate
. 0.2 M tri-Sodium Citrate dihydrate

. 0.2 M Calcium Chlonide dihydrate

. 0.2 M Ammonium Sulfate

. None

. 0.2 M Lithium Sulfate monohydrate

. 4.2 M Magnesium Acetate tetrahydrate
. 0.2 M Ammonium Acetate

0.2 M Ammonium Sulfate

- 0.2 M Magnesium Acetate tetrahydrate

0.2 M Sodium Acetate trihydrate

. 0.2 M Magnesium chioride hexahydrate
. 0.2 M Calcium Chiloride dihydrate

. None

. 0.2 M Ammonium Acetate

. 0.2 M tri-Sodium Citrate dihydrate

. 0.2 M Sodium Acetate trihydrate

. None

. 0.2 M Ammorum Suliate

0.2 M Ammonium Sulfate
None
None

. None

None

None

None

None

None

None

None

0.05 M mono-Potassium dihydrogen Phosphate
None

None

0.2 M Zinc Acetate dihydrate

0.2 M Calcium Acetate hydrate
None

None

1.0 M Lithium Sulfate monohydrate
0.5 M Lithium Sulfate monohydrate

Tube Number

N R

36.
37.
38.

38

40
41
42.
43
44,
45.
46.
47.
48.
49.
50.

Buffer t

0.1 M Scdium Acetate trihydrate pH 4.6
None

None

0.1 M Tris Hydrachloride pH 8.5

0.1 MHEPES -NapH 75

0.1 M Tris Hydrochioride pH 8.5

0.1 M Sodium Cacodylate pH 6.5

0.1 M Sodium Cacodytate pH 6.5

0.1 M tri-Sodium Citrate dihydrate pH 5.6

. 0.1 M Sodium Acetate trinydrate pH 4.6
. 0.1 M tri-Sodium Citrate dihydrate pH 5.6
. 0.t MHEPES - NapH 7.5

. 0.1 M Tris Hydrochioride pH 8.5

. 01 MHEPES-NapH75

. 0.1 M Sodium Cacodylate pH 6.5

. 0.1 MHEPES-NapH75

. 0.1 M Tnis Hydrochioride pH 8.5

. 0.1 M Sodium Cacodylate pH 6.5

. 0.1 M Tris Hydrochloride pH 8.5

. 0.1 M Sodium Acetate trihydrate pH 4.6
. 0.1 M Sodium Cacodylate pH 6.5

. 0.1 M Tris Hydrochloride pH 8.5

. 0.1 MHEPES -NapH 75

. 0.1 M Sodium Acetate trihydrate pH 4.6
. 0.1 M Imidazole pH 6.5

. 0.1 M tri-Sodium Citrate dihydrate pH 5.6
. 0.1 MHEPES - NapH 7.5

. 0.1 M Sodium Cacodylate pH 6.5

. 0.1MHEPES-NapH?75

. None

. None

. None

None

. 0.1 M Sodium Acetate trihydrate pH 4.6
. 01MHEPES-NapH75

0.1 M Tris Hydrochloride pH 8.5

0.1 M Sodium Acetate trihydrate pH 4.6
0.1 MHEPES-NapH 7.5

0.1 MHEPES - NapH 75

0.1 M tn-Sodium Citrate dihydrate pH 5.6
0.1 MHEPES-NapH 75

None .

None

None

0.1 M Sodium Cacodytate pH 6.5

0.1 M Sodium Cacodylate pH 6.5

0.1 M Sodium Acetate tnhydrate pH 4.6
0.1 M Tris Hydrochloride pH 8.5

None

None

1 Butfer pH is that of 2 1.0 M stock prcr 10 diludon with
other reagent compongnts. pH with HC: or NaOH

Tube Numoer

@ N oo e

36.
37

38

39.
40.
41.
42.
43.
44.
45,
46.
47.
48.
49.
S0,

Precipitant

30% viv 2-Methyl-2 4-pentanediol

0.4 M Potassium Sodium Tartrate tetrahydrate
0.4 M mono-Ammonium dihydrogen Phosphate
2.0 M Ammonium Sulfate

30% viv 2-Methyl-2 4-pentanediol

30% wiv Polyethylene Glycol 4000

1.4 M Sodium Acelate trihydrate

30% viv iso-Propano!

30% wiv Polyethylene Glycol 4000

. 30% wiv Polyethylene Glycol 4000

. 1.0 M mono-Ammonium dihydrogen Phosphate
. 30% viv iso-Propanol

. 30% viv Polyethylene Giycol 400

28% viv Polyethylene Glycol 400

. 30% wrv Polyethylene Glycol 8000
. 1.5 M Lithium Sultate monohydrate

30% Polyethylene Glycol 4000
20% Polyethylene Glycol 8000

. 30% wviv 1so-Propanol
. 25% wiv Polyethyiene Glycol 400C

30% viv 2-Methyl-2 4-pentanediol

~ 30% wiv Polyethyiene Glycol 4000

. 30% viv Poiyethylene Glycol 400

. 20% viv iso-Propanol

. 1.0 M Sodium Acetate trihydrate

. 30 % viv 2-Methyl-2 4-pentanedicl

. 20% viv iso-Propanol

. 30% wiv Polyethylene Glycol 8000

. 0.8 M Potassium Sodium Tartrate tetrahydrate
. 30% wiv Polyethylene Giycol 8000

. 30% wiv Polyethylene Glycol 4000

. 2.0 M Ammonium Sulfate

. 4.0 M Sodium Formate

. 2.0 M Sodium Formate

. 0.8 M mono-Sodium dihydrogen phosphate

0.8 M mono-Potassium dinydrogen phosphate

8% wiv Polyethylene Glycol 8000

8% wiv Polyethylene Glycol 4000

1.4 M tri-Sodium Citrate dihydrate

2% viv Polyethylene Glycol 400. 2.0 M Ammonium Sulfate
20% viv iso-Propancl, 20% wiv Polyethylene Glycol 4000
10% viv iso-Propanol, 20% wiv Polyethylene Glycol 4000
20% wiv Polyethylene Giycol 8000

30% wiv Polyethylene Glycol 1500

0.2 M Magnesium Formate

18% wiv Polyethylene Glycol 8000

18% wiv Polyethylene Glycol 8000

2.0 M Ammonium Sulfate

2.0 M mono-Ammonium dihydrogen Phosphate

2% wiv Palyethylene Glycol 8000

15% wiv Polyethylene Glycol 8000

Crystal Screen contains fifty unique reagents. To determine the formulation of each reagent, simply read across the page.
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Crystal Screen 2

Reagent Formulation

Tude Number

No o s e -

10.
1",
12.
13.

14

5.
16.
17.
18.
19.
20.

21

22.
23.
24.

25

26.
27.
28.
29.
30.
31
32
3.
. 0.05 M Cadmium Sulfate hydrate
3.
36

7

38

39

40.

41

42,
43.
44,
45,
48.
47.
48.

Salt

2.0 M Sodium chloride

0.01 M Hexadecyltrmethylammonium Bromide
None

None

2.0 M Ammonium Sulfate

None

None

1.5 M Sodium Chloride

None

0.2 M Sodium Chloride

0.01 M Cobaltous Chionide hexahydrate

0.1 M Cadmium Chioride dihydrate

0.2 M Ammonium Sulfate

0.2 M Potassium Sedium Tartrate tetrahydrate

0.5 M Ammonium Sulate

0.5 M Sodium Chioride

None

0.01 M Ferric Chlonde hexahydrate

None

None

0.1 M Sodium dihydrogen phosphate mono
0.t M mono-Potassium dihydrogen Phosphate
None

1.6 M Ammenium Sulfate

0.05 M Cesium Chionde

0.01 M Cobaltous Chiaride hexahydrate
0.2 M Ammoniurn Sulfate

0.01 M Zinc Sultate heptahydrate

None

0.5 M Ammonium Sulfate

None

None

0.1 M Sodium Chloride

None

None

None

None

None

0.2 M Magnesium Chioride hexahydrate
None

0.01 M Nickel(ll} Chioride hexahydrate
1.5 M Ammonium Suttate

0.2 M mono Ammonium dihydrogen Phosphate
None

0.01 M Nickel(ll} Chioride hexahydrate
0.1 M Sodium Chloride

None

2% viv Dioxane

Tube Number  Buffer t
None
None
None
None
None
None
None

Noo e W

8. None

9. 0.1 M Sodium Acetate trihydrate pH 4.6
10. 0.1 M Sodium Acetate trihydrate pH 4.6
11, 0.1 M Sodium Acetate trihydrate pH 4.6
12. 0.1 M Sodium Acetate trihydrate pH 4.6
13. 0.1 M Sodium Acetate trihydrate pH 4.6
14. 0.1 M tri-Sodium Citrate dihydrate pH 5.6
15. 0.1 Mtn-Sodium Citrate dihydrate pH 5.6
16. 0.1 M tri-Sedium Citrate dihydrate pH 5.6
17. 0.1 M tri-Sodium Citrate dihydrate pH 5.6
18. 0.1 M tri-Sodium Citrate dihydrate pH 5.6
19. 0.1 M tri-Sodium Citrate dihydrate pH 5.6
20. 0.1 MMES pH 8.5

21. 0.1 MMESpH 6.5

22. 0.1 MMES pH 6.5
23 0.1TMMESpHES
24. 01 MMESpHES
25 0.1 MMESpH 6.5
26. 01 MMESpH65
27. 0.1 MMES pH 6.5
28. None

29. 0.1 MHEPES pH
30. 0.1 M HEPES pH
31. 0.1 MHEPES pH
32. 0.1 M HEPES pH
33. 0.1 MHEPES pH
34, 0.1 M HEPES pH
35. 0.1 M HEPES pH
36. 0.1 M HEPES pH
37. 01 MHEPESpH 7.5
38. 01 MHEPESDH 75
39. 0.1MTRISpH 85
40. 0.1MTRISpH 85
41. 01 MTRISpH 85
42 01 MTRISpH 85
43, 0.1 MTRISpH 85
44, 01MTRISpH 85
45. 0.1 MTRISpH 85
46. 0.1 M Bicine pH 9.0
47. 0.1 M Bicine pH 9.0
48. 0.1 M Bicine pH 9.0

7.5
75
75
75
75
75
75
7.5

i Butier pH 15 tnat of @ 1.0 M Stock [0.5 M Xor MES) prior 1o
diluton with other reagent componems. o+ with HGI or NaOM,

Tube Numbde*

Non s Lo~

10.
1.
12.
13.
14.
15,
16.
17.
18.
19.
20.
21.

22

23,
24,
25
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
. 1.0 M Sodium acetate
35,
. 4.3 M Sodwum Chioride
37.
38.
39.
40.
41,
42,
43
. 20% viv Ethanol
45.
46.
47.
48.

Precipitant

10% wiv PEG 6000

0.5 M Sodium Chioride. 0.01 M Magnesium Chlonde hexahydrate

25% viv Ethylene Glycol

35% viv Dioxane

5% vlv iso-Propanol

1.0 M Imidazole pH 7.0

10% wiv Polyethylene Glycol 1000
10% wiv Polyethylene Glycol 8000
10% wv Ethancl

2.0 M Sodium Chloride

30% viv MPD

1.0 M 1.6 Hexanediol

30% viv Polyethylene Glycol 400

30% wiv Polyethylene Glycol Monomethyl Ether 2000

2.0 M Ammonium Sulfate

1.0 M Lithium Sutfate monohydrate

4% wiv Ethylene Imine Poiymer

35% viv tert-Butanol

10% viv Jeflamine M-600*

2.5 M 1.6 Hexanediol

1.6 M Magnesium Sulfate heptahydrate

2.0 M Sogium Chlornide

12% wiv Polyethylene Glycol 20.000

10% viv Dioxane

30% wiv Jeftamine M-800*

1.8 M Ammonium Sulfate

30% wiv Polyethylene Glycol Monomethyl Ether 5000
25% viv Polyethylene Glycol Monomethyl Ether 550
1.6 M tn-Sodum Citrate dihydrate pH 6.5

30% viv MPD

10% wiv Polyethylene Glycol 6000, 5% viv MPD
20% viv Jeftamine M-600*

1.6 M Ammonium Sulfate

2.0 M Ammonium Formate

70% viv MPC

10% wiv Polyethyiene Glycol 8000. 8% viv Ethylene Glyco!
20% wiv Polyethylene Glycol 10,000

3.4 M 1.6 Hexanedil

25% viv tert-Butanol

1.0 M Lithium Sutfate monohydrate

12% viv Giycerol anhydrous

50% viv MPD

20% wiv Polyethylene Glycol Monomethyl Ether 2000
30% w/v Polyethylene Glycol Monomethyl Ether 550
2.0 M Magnesium Chionde hexahydrate

10% w/v Potyethylene Giycol 20.000

Crystal Screen 2 contains forty-eight unique reagents. To determine the formulation of eacn reagent, simply read across the page.
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Grid Screen MPD ™

Reagent Formulation and Specification Data Sheet

10

20

40

[MPD (% viv)]

65

pH
4 5 6 7 8 9
A1l A2l A3 | A4 | A5 | A6
B1| B2 B3| B4 | BS5| BE
cilcz2lcs c4|cs cé
p1| D2 D3 04.05 D6

Chemical Analysis
(£)-2-Methyl-2,4-pentanediol (MPD})
M, 118.18 CeH140;
A <0.0001%
Ba <0.0001%
Bi <0.0001%
Ca <0.0005%
Citric Acid anhdrous
M, 192.43 CgHg04
vl <0.0006%
Cd <0.0005%
n <0.0005%
Sodium Acetate
M, 82.02 C,HyNaG,
C <0.0005%
Al <0.0005%
Ba <0.0005%
Mg <0.0005%
MES
M, 195.25 CgHi3NC,S
Co <0.0005%
Al <0.0005%
Ba <0.0005%
Ca <0.002%

27632 El Lazo Road, Suite 100
Laguna Niguel, CA 92677-3913 U.S A
‘Tel: (949) 425-1321 » Fax: (949) 425-1611
Technical Support ¢c-mail: tech@hrmail.com
WEB: hup://www.hamptonresearch.com

The pH indicated on each Grid Screen reagent is
the ACTUAL pH of the reagent at 22.0°C. All pH
adjustments have been made using hydrochloric
acid or sodium hydroxide.

Cd <0.0001%
Co <0.0001%
Cr <0.0001%
Cu <0.0001%
Oxalate <0.05%
Co <0.0005%
> 99.5% Purity

Co <0.0005%
Cu <0.0005%
K <0.005%
Cd <0.0005%
>99.5% Purity

Mo <0.0005%
Cu <0.0005%
K <0.01%
Mg <0.0005%

Tube Number

A1. 10

B1.
Cl.
D1.
A2,
B2.
c2.
D2.
A3.
B3.
c3.
Da.
Ad.
B4.
C4.
D4.
AS.
BS.
C5.
Ds.
AS.
B6.
Cs.
D&.

20
40
65
10
20
40
65
10
20
40
65
10
20
40
65
10
20
40
65
10
20
40
65

Fe <0.0001%

K <0.002%

Li <0.0001%
<0.0001%

<0.0005%
Cu <0.0005%

Mo <0.00056%
Ni <0.0005%
Sr <0.0005%
Mn

<0.0005%
Ni <(.0002%
Sr <0.0005%
Cd <0.0005%

<0.0005%

Mn
Mo

Na

S0,
Fe

50,

Bi
PO,

Cr
As

Mn

(£)}-2-Methy!-2,4-Pentanediol [% viv]

<0.0001%
<0.0001%
<0.002%

<0.002%
<0.0005%

<0.002%
<0.00001%
<0.0005%
<0.0005%

<0.0005%
<0.00001%
<0.0005%
<0.0005%

Tube Number

Al
B1.
c1.
D1.
A2.
B2.
ca2.
D2,
A3.
B3.
c3.
Da.
A4
B4.
C4.
D4.
AS.
BS.
Cs.
DS.
AB.
B6.
C6.
DB.

Pb
St

Tartrate
Ni

Cr
Fe

cl
Fe
Li
PO,

Butfer

0.1 M Citric Acid pH 4.0

0.1 M Citric Acid pH 4.0

0.1 M Citric Acid pH 4.0

0.1 M Citric Acid pH 4.0

0.1 M Sodium Acetate trihydrate pH 5.0
0.1 M Sodium Acetate trihydrate pH 5.0
0.1 M Sodium Acetate trinydrate pH 5.0
0.1 M Sodiun Acetate trihydrate pH 5.0
01MMESpH 6.0

0.1 MMESpH 6.0

0.1 MMES pH6.0

0.1 MMES pH 6.0

0.1 MHEPESpH 7.0

0.1 MHEPES pH 7.0

0.1 MHEPESpH 7.0

0.1 MHEPESpH 7.0

0.1 M Tris pH 8.0

0.1 M Tris pH 8.0

0.1 M Tris pH 8.0

0.1 M Tris pH 8.0

0.1 M Bicine pH 9.0

0.1 M Bicine pH 9.0

0.1 M Bicine pH 9.0

0.1 M Bicine pH 9.0

<0.0001%  n <0.0001%
<0.0001% 50, <0.005%
<0.0001% Cl <0.005%
<0.2% Ca <0.005%
<0.0005% FPb <0.0005%
<0.0005% Zn <0.0005%
<0.0005% Pb <0.0005%
<0.0005% Ca <0.001%
<0.005% Ag <0.00002%
<0.0005% Pb <0.00002%
<Q.0005% Zn <0.0005%
<0.002% Hg <0.00001%

HayvpPTON
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Grid Screen PEG 6000™ Reagent Formuiation and Specification Data Sheet

pH Tube Number  Polyethylene Glycol 6000 [% wiv) Tube Numper  Buffer
z 4 & 6 7 8 9 Al 5 A1. 0.1 M Gitric Acid pH 4.0
° 1. 0.1 M Citric Acid pH 4.0
2 A1| A2 A3 | A4 A5 ||A6| B 1O 8 oA
gé S 5 C1. 20 C1. 0.1 M Citric Acid pH 4.0
=] D1. 3 D1. 0.1 M Citric Acid pH 4.0
£ 10 {B1:B2 B3| B4|BS5| B6 A2 5 A2. 0.1 M Citric Acid pH 5.0
= B2. 10 82. 0.1 M Citric Acid pH 5.0
9 2 |Ci1jc2jc3|ca|cC5|Cs C2. 20 C2. 0.1 M Citric Acid pH 5.0
B D2. 30 D2. 0.1 M Citric Acid pH 5.0
£ 30 {D1|D2| D3| D4||D5| D6 A3. 8 A3. 0.1 MMES pH 6.0
2 B3. 10 B3. 0.1 MMES pH 6.0
€ C3. 20 C3. 0.1 MMES pH 60
D3. 30 D3 0.1 MMESpH 6.0
Ad. 5 A4. 0.1 MHEPESpH 7.0
B4, 10 B4. 0.1 MHEPES pH 7.0
C4. 20 C4. 0.1 MHEPESpH 7.0
The pH indicated on each Grid Screen reagent is D4. 30 D4. 0.1 MHEPES pH 7.0
the ACTUAL pH of the reagent at 22.0°C. All pH A5. 5 A5 0.1 M Tris pH 8.0
adjustments have been made using hydrochloric B5. 10 BS. 0.1 MTrspH 80
acid or sodium hydroxide. Cs. 20 C5. 0.1MTns pH 8.0
D5, 30 D5, 0.1 M Tris pH 8.0
A6 5 AB. 0.1 M Bicine pH 9.0
B6 10 B6. 0.1 M Bicine pH 9.0
C6. 20 C6. 0.1 M Bicine pH 9.0
Dé. 30 D6. 0.1 M Bicine pH 8.0
Chemical Analysis
Polyethylene Giycol 6,000
M, 5000-7000
Peroxide <0.001% Aldehyde < 0.005% DNases, RNases. proteases, phosphalases: None detected
ol <0.005%  Co <0.0005% Mo <0.0005% SO, <0.005% O <0.0005% Na <0.02%
A <0.0005% Cu <0.0008% Ni <0.0005%  As <0.00001% Fe <0.0005%  Pb <0.0005%
Ba <0.0005% K <0.0005%  Sr <0.0005% B <0.0005% u <00005% Zn <0.0005%
Ca <0001% Mg <0.0005%  Cd <0.0005%  Mn <0.0005%
Citric Acid anhdrous
M, 192.43 CgHgO7
c <0.0005% Oxalate  <0.05% PO, <0.0005% SO, <0.002%  Tamrate  <0.2% Ca <0.005%
Ca <0.0005% Co <0.0005% Cu 0.0005% Fe <0.0005%  Ni <0.0005% Pb <0.0005%
n <0.0005%
MES
M, 195.25 CgHiaNO,S > 99.5% Purity
Ce <0.0005% Mo <0.0005% SO, <0.0005%  Cr <0.0005% Cl <0.005%  Ag <0.00002%
A <0.0005% Cu <0.0005% N <00002%  As <0.00001% Fe <0.0005% Pb <0.00002%
Ba <0.0005% K <00t% St <0.0005% B <©.0005% U <0.0005%  Zn <0.0005%
Ca <0002% Mg <0.0005%  Cd <C.0005%  Mn <0.0005% PO, <0.002%  Hg <0.00001%
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Grid Screen PEG/LiCI ™ Reagent Formutation and Specification Data Sheet

pH Tupe Number  Polyethylene Glycol 6000 [% w/v] Tube Number  Buffer
g 4 5 6 7 8 9 AL 0 A1, 0.1 M Citric Acid pH 4.0
32 B1. 10 B1. 0.1 M Citric Acid pH 4.0
38- 0 |A1]A21 A3 || A4 || AS || AG c1. 20 C1. 0.1 M Citic Acid pH 4.0
= D1. 30 D1. 0.1 M Citric Acid pH 4.0
£ 10 |B1)}B2)B3 )B4 BS| B6 A2 0 A2. 0.1 M Citric Acid pH 5.0
= B2. 10 B2. 0.1 M Citric Acid pH 5.0
© 2 |Ci1jc2|c3(icalics|ce c2. 20 €2. 0.1 M Citric Acid pH 5.0
5 D2. 30 D2. 0.1 M Citric Acid pH 5.0
£ 3 (Di|D2b31|D4a| D5| D6 A3 0 A3. 0.1 MMES pH 6.0
£ B3. 10 B3. 0.1 M MES pH 6.0
[=]
& Lithium Chioride (1.0 M C3. 20 €3. 0.TMMES ph 60
( n D3. 30 D3. 0.1MMESpH 6.0
A4 0 A4, 0.1 MHEPES pH 7.0
B4. 10 B4. 0.1 MHEPES pH 7.0
C4. 20 C4 0.1MHEPESpH70
The pH indicated on each Grid Screen reagent is D4. 30 D4. 0.1 MHEPES pH 7.0
the ACTUAL pH of the reagent at 22.0°C. All pH A5. 0 A5. 0.1 M Tris pH 8.0
adjustments have been made using hydrochloric B5. 10 BS. 0.1MTris pH 8.C
acia or sodium hydroxide. Cs 20 C5. 0.1MTns pH 8.0
Ds. 30 D5. 0.1 M Tns pH 8.0
AB. 0 A6. 0.1 M Bicine pH 8.0
B6. 10 B6. 0.1 M Bicine pH 8.0
C6. 20 C6. 0.t M Bicine pH 9.0
D6. 30 D6. 0.1 M Bicine pH 9.0
Tube Numoer: All Tupes  Lithium Chiloride [1.0 M)
Chemical Analysis
Lithium Chioride anhydrous
M, 42.39 Lic!
N <€0001%  Co <0.0005% Mo <0.0005% 50, «0.005%  Cr <0.0005% Na <0.005%
Al <00005%  Cu <0.0005%  Ni <0.0005%  As <0.00001% Fe <00005%  Pp <0.0005%
Ba 0001% K <0.005%  Sr <0.0005% B Q00005% L <0.0005%  Zn <0.0005%
Ca 000M% Mg <00005% Cd  <00005% Mn <0.0005%
Polyethylene Glycol 6,000
M, 5000-7000
Peroxide <0.001% Aldehyde < 0.005% DNases, RNases, proteases, phosphatases: None detected
el <0.005%  Co <0.0005% Mo <0.0005% S0, <0005%  Cr <0.0005% Na <0.02%
Al <0.0005% Cu <0.0005% NI <0.0005%  As <0.00001% Fe <0.0005% Pb <0.0005%
Ba <0.0005% K <0.0005%  Sr <0.0005% B <00005% L <0.0005%  Zr <0.0005%
Ca «0.001% Mg <0.0005%  Cd <0.0005%  Mn <0.0005%
Citric Acid anhdrous -
M, 192.43 CgHgO,
Cl <00005% Oxalate  <0.05% PO, <00005% SO, <0.002%  Tartrate <0.2% Ca <0.005%
Cd <0.0005% Co <0.0005% Cu <0.0005% Fe <0.0005%  Ni <0.0005%  Pb <0.0005%
2n <0.0005%
MES
M, 195.25 CgHysNOS > 99.5% Purity
Co <0.0005% Mo <0.0005% S0, <0.0005% Cr <0.0005% Cf <0005%  Ag <0.00002%
A <0.0005% Cu <0.0005%  Ni <0.0002%  As <0.00001% Fe <0.0005% Pb <0.00002%
Ba <0.0005% K <001% S <0.0005% B <©0.0005% U <0.0005%  Zn <0.0005%
Ca <0.002% Mg <0.0005%  Cd <0.0005%  Mn <0.0005% PO, <0002% Mg <0.00001%
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Grid Screen Ammonium Sulfate ™ Reagent Formulation and Specification Data Sheet

pH Tube Numper ~ Ammonium Suifate [M] Tube Number  Buffer
4 5 6 7 8 9 Al 08 A1. 0.1 M Citric Acid pH 4.0
= B1. 16 B1. 0.1 M Citric Acid pH 4.0
= 08 |AT|| A2 A3 A4 A5 A6 C1. 24 C1. 0.1 M Citric Acid pH 4.0
= D1. 32 D1. 0.1 M Citric Acid pH 4.0
z 16 |B11B2)IB3 ) B4 BS5| B6 A2, 08 A2. 0.1 MCitric Acid pH 5.0
E ‘ B2. 16 B2. 0.1 M Citric Acid pH 5.0
§ 24 |Ci| C2]lc3|ca|cs]| ce C2. 24 C2 0.1 M Gitric Aad pH 5.0
E D2 32 D2 0.1 M Citric Acid pH 5.0
£ 32 |D1|D2| D3| D4| D5 || D6 A3, 08 A3. 0.1MMES pH 6.0
B3. 1.6 B3. 0.1 MMES pH 6.0
C3. 24 C3. 0.1 MMES pH 6.0
D3. 3.2 D3. 0.1 M MES pH 6.0
Ad. 0.8 A4 0.1 MHEPES pH 7.0
B4. 1.6 B4, 0.1 MHEPESpH 7.0
C4. 24 C4. 0.1 MHEPESpH 7.0
The pH indicated on each Grid Screen reagent is D4. 32 D4. 0.1 MHEPESpH 7.0
the ACTUAL pH of the reagent at 22.0°C. All pH A5, 0.8 A5, 0.1 MTris pH 8.0
adjustments have been made using hydrochloric BS. 16 B5. 0.1 MTris pH 8.0
acid or sodium hydroxide. Cs. 24 C5. 0.1MTns pH 8.0
Ds. 32 D5. 0.1 M Tris pH 8.0
A8 08 A6. 0.1 M Bicine pH 9.0
B6. 1.6 B6. 0.1 M Bicine pH 9.0
C6. 24 C6. 0.1 M Bicine pH 9.0
D6. 32 D6. 0.1 M Bicine pH 9.0
Chemical Analysis
Ammonium Sulfate
M, 132.14 (NH,),504 > 99.5% Purity
cl <0.0005% Co <0.0005% Mo <0.0005% SO, <€0.005%  Cr <0.0005% Ma <0.005¢:
A <0.0005% Cu <0.0002% Mi <0.0005%  As <0.00002% Fe <0.0002%  Pb <0.002%
Ba <00005% K <0.005%  Sr <0.0001% B <00005% L. <0.0005%  Zn <0.0005¢
Ca <0.001% Mg <0.0008%  Cd <0.0001%  Mn <00005% NG, <0001% PO, <0.0005%
Citric Acid anhdrous
M, 192 43 CeHgOr
Cl <0.0005% Oxalate  <0.05% PO, <00005% SO, <0002%  Tarale  <0.2% Ca <0.005%
Cd <00005% Co <0.0005%  Cu <0.0005%  Fe <0.0005% N <0.0005%  Pb <0.0005°
Zn <0.0005%
MES
M, 195.25 CeHyNO,S > 99.5% Purity
Ca 0.0008% Mo <0.0005% SO, <00005%  Cr 00005% C D005%  Ag <0.00002%
| <00005% Cu <0.0005%  Ni <0.0002%  As <0,00001% Fe <0.0005% Pb <0.00002°.
Ba <0.0005% K <0.01% Sr <0.0005%  Bi <0.0005% Li <0.0005% Zn <0.0005%
Ca <0.002% Mg <0.0005% Cd <0.0005%  Mn <0.0005% PO, <0.002% Hg <0.00001%
HEPES
M, 238.31 CaHigN,048 > 99.5% Purity
Co <0.0005% Mo <0.0005%  Cr <0.0005%  Ci <0.0005%  Ag <0.00002% Pb <0.00002°
Al <0.0005% Gy <0.0005% i <0.0002%  As <0.00001% Fe <0.0005%  2Zn <0.0005¢:
Ba <0.0005% K <001% & <0.0005% B <0.0005% U <0.0005% Hg <0.00001¢:
Ca <0001 Mg <0.0005% Cd <0.0005%  Mn <0.0005% PO, <0.002%
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Grid Screen Sodium Chloride ™ Reagent Formulation and Specification Data Sheet

pH Tube Numoer ~ Sodium Chioride [M] Tube Numper  Buffer
4 S5 6 7 8 9 Al 10 A1, 0.1 M Citric Acid pH 4.0
= 1 Alll A2 |l A Adil A B1. 2.0 B1. 01 M C!tnc Acid pH 4.0
= 10 3 5| A8 C1. 30 C1. 0.1 M Citric Acid pH 4.0
= .
h=] Di. 40 D1. 0.1 M Citric Acid pH 4.0
5 20 |B1)B2B3| B4 B5 B6 A2. 1.0 A2. 0.1 M Citric Acid pH 5.0
5 B2. 2.0 B2. 0.1 M Citric Acid pH 5.0
E 30 |[C1|(C2(C3|C4|C5(C6 C2. 30 C2. 0.1 M Citric Acid pH 5.0
“g D2. 4.0 D2. 0.1 M Citric Acid pH 5.0
L 40 |D1|D2| D3| D4l D5|| DS A3. 10 A3 0.1 MMES pH 6.0
B3. 2.0 B3 0.1 MMESpH6.0
C3. 30 C3. 0.1 MMESpH 6.0
D3. 40 D3. 0.1MMESpH 6.0
Ad. 1.0 Ad. 0.1 MHEPES pH 7.0
B4. 2.0 B4. 0.1 MHEPES pH 7.0
C4. 3.0 C4. 0.t MHEPESpH 70
The pH indicated on each Grid Screen reagent is D4. 4.0 D4. 0.y MHEPESpH 7.0
the ACTUAL pH of the reagent at 22.0°C. All pH A5. 1.0 A5. 0.1MTris pH 8.0
adjustments have been made using hydrochloric B5. 2.0 B5. 0.1 M Tris pH 8.0
acid or sodium hydroxide. C5. 30 C5. 0.1 MTris pH 8.0
D5. 4.0 D5. 0.1 M Tris pH 8.0
AB. 1.0 A6. 0.1 M Bicine pH 9.0
B6. 2.0 B6. 0.1 M Bicine pH 9.0
Cé. 30 C6. 0.1 MBicine pH 9.0
D6. 4.0 D6. 0.1 M Bicine pH 9.0
Chemical Analysis
Sodium Chioride
M, 132.14 (NH,},S0, > 99.5% Purity
N <0.001%  As <0.00001% Cd <0.0005% SO, 001% Mg <00005% Pb <0.0005%
Br <0.005%  Ba <0.0005%  Co <0.0005% Fe <0.0001%  Mn <0.0005%  Sr <0.0005%
I <0.001%  Bi <0.0005%  Cr <0.0005% K <0.005% Mo <0.0005% Zn <0,0005%
A <00005% Ca  <0001% Cu <0.0005% U <0.0005%  Ni <00005% PO, <0.0005%
Citric Acid anhdrous
M, 192.43 CeHgO7
c <0.0005% Oxalale  <0.05% PO, <0.0005% S0, <0.002%  Tarate  <02% Ca <0.005%
Ca <0.0005% Co <0.0005% Cu 0.0005% Fe <0.0005% NI <00005%  Pb <0.0005%
n <0.0005%
MES
M, 195.25 CgH1aNC,S > 99.5% Purity
Co <0.0005% Mo <0.0005% SO, <0.0005%  Cr <0.0005% C! <0005%  Ag <0.00002%
Al <0.0005% Cu <0.0005% Ni <0.0002% As <0,00001% Fe <0.0005% Pb <0.00002%
Ba <0.0005% K Q0% St <0.0005% B <0.0005% Ui <0.0005%  Zn <0.0005%
Ca <0002% Mg <0.0005% Cd <0.0005%  Mn <0.0005% PO, <0.002%  Hg <0.00001%
HEPES S
M, 238.31 CgHigNo0,S 2 99.5% Purity
Co <00005% Mo <0.0005% Cr 0.0005%  Cl <0.0005%  Ag <0.00002% Pb <0.00002%
Al <0.0005% Cu <0.0005% Ni <00002%  As <0.00001% Fe <0.0005%  Zn <0.0005%
Ba <0.0005% K <0.01% Sr <0.0005% B <0.0005% L <0.0005% Hg <0.00001%
Ca <0001% Mg <0.0005%  Cd <0.0005%  Mn <0.0005% PO, <0.002%
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crystallization papers

Table 1

Data processing and merging statistics

173 345 observed reflections. 50 702 uniguc reflections

X-ray diffraction data were
collected over 193 frames of 0.5
oscillation with a crystal-to-detector

— distance of 150mm. using a
Number of Refiecuons Com- 45 .
image-plate  detector
Resolutton mndependent Redun- No(/) > 3 pleteness MAR3 ge-p )
shell (A)  reflections  dancy (%) (%) Riperge® system mounted on the Protein
i the
3000451 3386 37 769 913 0.06 Crystallography beamline at
493-391 329 37 79.1 93.3 0.05 Brazilian National Synchrotron
391-342 3400 38 792 970 005 Laboratory (LNLS: Polikarpov et
342-3.11 3430 3.6 763 90 0.06 . )
311-288 3430 3s 74.4 %90 006 al‘,A 1?98) using rr_:onochromauc
288-2.71 3429 34 72.1 99.0 0.08 radiation of 1378 A wavelength.
271258 3363 34 ne 987 008 The choice of wavelength was
258-247 3403 33 719 98.5 0.09 )
247-237 3352 13 72.9 98.2 0.10 determined by the balance between
237-229 3346 33 725 98.4 0.10 minimizing absorption effects and
229-222 33N 33 726 98.1 0.4 . .
222215 3359 13 12 %86 013 maximizing the flux in the spectrum
215-2.10 3367 33 73.2 98.6 0.15 available at this beamline (Poli-
210-205 3378 3z 723 99.3 0.18 karpov et al, 1997, Rossmann &
205-200 3390 32 72.1 993 022 Biow. 1962
Overall 50702 34 146 977 0.06 OW, )-

T Reerpe = Lpill = Unadd 3 s

which contained | ml of 1.85 M sodium di-
hydrogen phosphate pH 4.0. The largest
single crystal (Fig. 1), of dimensions 1.0 x
0.6 x 0.3 mm, grew in two weeks.

Crystals used for diffraction data collec-
tion were flash-frozen at cryogenic
temperature (100 K). They were initially
transferred for a few munutes to a condi-
toning solution consisting of the well solu-
tion with 20%(v/iv) glycerol and were then
directly mounted in loops on a goniometer
head centered in a gaseous stream produced
by a liquid-nitrogen boil-off (Garman &
Schneider, 1997). Diffraction images at this
stage systematically showed medium reso-
lution. large mosaicity and streaked spot
shapes. Dramatic improvement was
achieved after annealing by removing the
crystals from the cryostat and placing them
in the same cryo-protective solution for at
least 2 min and flash-cooling for a second
time (Harp er al., 1998).

Figure 1
Large (10 x 6.6 x 0.3 mm) crystal ot N-acetvi-
glucosamine 6-phosphatc deacetylasc,

The intensities were indexed and
scaled using DENZO and SCALE-
PACK, respectively (Otwmowski &
Minor, 1997). The self-rotation
function was calculated using the programs
AMoRe (Navaza. 1994), ALMN and
POLARRFN from the CCP4 package
(Collaborative ~ Computational  Project,
Number 4, 1994) and GLRF from the
REPLACE package (Tong & Rossmann.
1997 Rossmann & Blow. 1962).

3. Results and discussion

X-ray data collected from a crystal
measuring 0.9 x 0.6 x 04 mm showed
orthorhombic  Laue  symmetry and
systematic absences indicated the crystals to
belong to the space group P2,2,2. The unit-
cell parameters were determined to be
a = 82,09 (2), b= 114.50 (1), c = 80.17 (1} A
with e.s.d.s estimated from the fitting of 2052
reflections in a 0.5° oscillation photograph
and calculated with the program DENZO
(Otwinowski & Minor, 1997). The calculated
unit-cell volume is 7.535 (3) x 10° A’

A total number of 173 345 reflections
were integrated to a resolution of 2.0 A and
were then merged to obtain 50 702 unique
reflections with an overall Renerge  and
completeness of 0.060 and 98.2%. respec-
tively. In the last resolution shell (2.05-2.00
A}, the Rierge is 0.22 and the completeness is
99.3% (Table 1). Though observable refiec-
tions extend to a limit of 1.8 A, the usual
criteria of acceptable noise level [S0% of the
reflections with [ > 20(/)] and accuracy
(Rumerge < 0.25) indicate that this initial data
set is better described as extending to 2.0 A
resolution.

" Assuming two monomers per asymmetric
unit, the calculated Matthews coefficient

(V. Matthews, 1968) is 2.30 A* Da™'. which
corresponds to 46.1% solvent. 1f only one
monomer is present, V,,, is 4.60 A* Da™' and
the solvent content is 73.1%.

N-Acetylglucosamine 6-phosphate de-
acetylase has been shown to be active as a
homotetramer.  following  gel-filtration
HPLC and sedimentation experiments
(Souza ef al., 1997). If a dimer is contained in
the asymmetric unit, then the tetrameric
species could possibly be formed by the
crystallographic twofold axis of the space
group P2,2,2. Several self-rotation functions
were calculated using different integration
radii ranging from 15 to 40 A and including
data between 20.0 and 2.0.2.5.3.0 and 3.5 A
resolution. Conditions with the Patterson
origin removed and the use of normalized
structure factors were also tested. No
consistent evidence for a non-crystal-
lographic peak in the self-rotation function
was observed. This result can be nterpreted
either as only one monomer n the
asymmetric unit or. alternatively. as two
independent monomers related by a non-
crystallographic  twofold that is
approximately parallel to one of the cell
axes. although no special features were
observed in the self-Patterson map that
support this latter hypothesis. To elucidate
this question. the complete structure deter-
mination will be required.

Sequence alignment has shown no sigmif-
icant homology with other proteins of
known three-dimensional structure, so a
model for molecular replacement is not
available. An extensive search for heavy-
atom derivatives is currently under way. The
expression of Se-Met-substituted enzyme is
also being pursued. envisaging the use of
MAD techniques.

axis

We thank Dr Richard Garrat for manu-
script revision and Dr Igor Polikarpov for
access to the beamtime at the Brazihan
National Synchrotron Laboratory (LNLS).
GO is an International Scholar of the
Howard Hughes Medical Institute. We also
thank FAPESP. PRONEX and CNPq for
financial support. GM-H, FM and MC
acknowledge support from  PAPIIT
(DGAPA-UNAM) and CONACYT.

References

Calcagno, M., Campos, P J, Mullien, G. &
Suastegui, J. (1984). Biochim. Biophvs. Acta.
787, 165-173.

Collaborative Computationa! Project. Number 4
(1994). Acta Cryst. D50, 760-763.

Acta Cryst. (2000). D56. 670-672

Ferreira et af

+ N-acetylgiucosamine 6-phosphate deacetylase

671



crystallization papers

Garman. E. F. & Schneider. T. R. {1997). J. Appl.
Cryst. 30. 211-273.

Harp. J. M.. Timm. D. E. & Bunick. G. J. (1998).
Acta Crvst. D584, 622-628

Horales, E.. Altamirano. M. M.. Calcagno, M. L.
Garratt, R. C. & Oliva. G. (1999). Structure, 7.
527-537

Jancarik, J. & Kim. S-H. (1991). J. Appl. Cryst 24,
409411

McPherson. A. Jr (1982). Preparaton and
Analysis of Protein Crystals, 1s1 ed., pp. Y6-97.
New York: John Wiley.

Matthews. B. W {1968)
491-497

J. Mol Biol 33,

Navaza, ]
157-163
Oliva. G.. Fontes, M. R. M., Garrat, R. C.,
Allarmiarano. M. M. & Horjales, E. (1995).

Strucirure. 3. 1323-1332.

Owwinowski. Z. & Minor, W. (1997). Methods
Enzymol 276, 307-326.

Plumbridge, J. A. (1990). J. Bacteriol. 172, 2728
2735.

Plumbridge, J. A. (1991). Mo!. Micrabiol. §, 2053~
2062.

Plumbndge. J. A.. Cochet. Q. Souza, ] M.,
Allamirano. M. M., Calcagno, M. L. & Badel,
B. (1993). J. Bacteriol 175, 4951-4956.

(1994).  Acta  Cryst.  AS0,

Polikarpov, 1.. Perles, L. A.. de Oliveira, R. T,
Qliva, G.. Casteliano, E. E.. Garrayt, R, C. &
Craievich, A. (1998). J. Svachrotron Rad 5.
72-76

Polikarpov. |.. Teplyakov. A. & Oliva. G. (1997).
Acta Cryst. D53, 734-737

Rossmann, M. G. & Blow. D. M. (1962} Acta
Cryst. 18, 24-31.

Souza, J. M., Plumbridge. J. A. & Calcagno, M. L
(1997). Arch. Biochem. Biophys 340(2),
338-346.

Tong, L. & Rossmann, M. G. (1997). Methods
Enzymol. 276, 594-611.

White. R. J. (1968). Biochen:. J. 106, 847-858.

672  terrera et al. -

N-acetylglucosamine 6-phasphate deacetylase

Acta Cryst. (2000). D56, 670-672



