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Bioinformatica |

Proteinas: da extracéo a

estrutura 3D

Ignez Caracelli Julio Zukerman Schpector

BioMat - DF LaCrEMM - DQ - UFSCar

Passos necessarios para estrutura 3D

proteina purificada
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Obtencao de proteina purificada

extracao

ematerial de partida 2>
edesintegragdo celular

eextragao de enzimas soltiveis e de membrana
emeio de extracao

\ 4

proteina purificada

Isolamento

. . Sobrenadante com
misturar, agitar, B i
homogeneizar, sonicar Proteina soluvel

/

(@)
[© R P
OC)O

células Pellets com células intactas, organelas,
ou membranas e proteinas de membranas
tecidos
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isolamento

Ignez Caracelli & Julio Zukerman

PURIFICACAO

emétodos e condigoes experimentais
eestratégia na purificagdao de enzimas.

¥rbibioe
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proteina purificada

purificacao

[
IS]
IS
~
[
<
S
N
S Tipode Caracteristicada  Gondicio Inicial Eluentes
3 Proteina da Amostra
o Gel Filtragio Volume maolecula Volumedaamostra  Qualquer solu¢io Amostra diluida em +
= <5% do volume da aquosa eluente
IS coluna
IS Troca I6nica Carga Baixaconcentragio  Solucdessalinasou  Amostra concentrada +
9 idnica com pHs distintos  emsolugiosalina
N da condigioinicial
2 Interaciio Hidrofobicidade Altaconcentracio  Solugdescombaia  Amostra concentrada ++
> Hidrofébica de sal concentragiosalina  em solugiosalina
Fase Reversa Hidiofobicidade  Nio pode conteraltas Solventeorginico  Amostra sem sais em +++
concentragoes de sais solventes voliteis
ot Afinidade Especificidaded  Condi¢des especificas Alla concentragdode  Amostra concentrada +++
: ligantes paraligacio ligante ou sais contendo ou ndo
> ligante
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Separagao de Proteinas

> Fracionamento: solubilidade da proteina depende
da temperatura, pH, forca ibnica

> Dialise

> Ultrafiltracao

> Coluna cromatografica
> Eletroforese

Coluna cromatografica

reservatorio

amostra de proteina
(fase mavel)

matriz sélida porosa
(fase estacionaria)

suporte poroso proteinas
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Cromatografia filtracao em gel

* cromatografia por
exclusao de tamanho

* proteinas maiores
correm mais rapido
|+ volume de amostra é

leito de polimero l f: —_ ozr,‘ limitado
: * coluna usualmente
longa

mistura de proteinas é
adicionada a coluna

moléculas de proteinas sao
separadas por tamanho; as
moléculas maiores
aparecem nas 12 fragdes

Cromatografia filtragao em gel

Cromatografia de Filtracao em Gel-
Separacao baseada no tamanho

(‘ﬂ\, (f‘w (ﬁ =y Carbohydrate .~ 7
\ // " / \\ / polymerbead (o @ "o ©
/ s 2.3
\ / / Yo/ Small molecules |
Y \L( enter the
@

i W in beads 9o
Protein @@

sample Latie 7
} molecules — L ¢

Molecular cannot enter ¥ > / 7
exclusion beads R
gel

Y \@?

00000 GU000 GUOQUD — ‘eedes
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Cromatografia de afinidade

Separa proteinas

A ¢

por suas / \‘\‘ proteir;a dé interesse
. gre . ‘\ |

especificidades de W/ .

ligagdo \ A e

mistura de proteinas |

é adicionada a coluna |
contendo polimeros com
ligantes especificos para
a proteina de interesse

LB . .
. . ) il 0 "proteina de interesse
proteinas nao-desejadas " B e .
deixam a coluna E 5 3@  deixacolunacom

12345 34567 8a solugao de ligantes

Cromatografia de afinidade

Glucose-binding (
protein attaches
to glucose
residues (G) on
beads

Cromatografia de Afinidade
Pequenas moléculas
sao ligadas aos
suportes e a mistura

G
\,9?1/ complexa de proteinas é
ll\lddition of aplicada.
glucose (G)

Proteinas ligadas
podem ser eluidas com
moléculas pequenas ou
com reagentes
desnaturantes (uréia,
guanidina, etc.)

Glucose-binding
proteins are
released on
addition of
glucose




<
f Purificacdo de uma enzima hipotética
etapa volume (mL) | proteina total atividade | atividade especifica
(mg) | (unidades) (unidades/mg)

extrato celular bruto 1400 10000 100 000 10
precipitagao com sulfato de aménio 280 3000 96000 32
cromatografia de troca idnica 90 400 80000 ' 200
cromatografia de gel filtragao 80| § 100 60000 I 600
cromatografia de afinidade 6 3 45000 15000

;‘;.fm»;;: BIT 768 BIOINFORMATICA

fragao numero

Ignez Caracelli & Julio Zukerman
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extracao
N

isolamento

!

purificacao
[CONTROLE DA PU REZA]

Métodos de controle da pureza.
Eletroforese

Métodos de quantificagdo de
proteina.

QUANTIFICACAO ]

ATIVIDADE

Ensaios enzimaticos e fatores
que governam a atividade
catalitica.

proteina purificada

Controle da pureza

Nyl
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Eletroforese: SDS-PAGE

Amostra
catodo

pogo

Il
uuuWuuuuuu/

@ 0000 0
@ 0 0 0 o)

1 L=

//"\

* proteinas migram de

direcao de
migragao

|

} anodo

Eletroforese: SDS-PAGE

acordo com tamanho
e forma

° aproteina é

denaturada, as
subunidades se
separam

Eletroforese em gel de poliacrilamida
(PAGE)

As proteinas sao separadas pelo tamanho

em um campo elétrico.

As moléculas menores migram mais
rapidamente através da matriz porosa do gel.

dire¢do de
migragdo

(B)

— mistura de

macromoléculas i

eletroforese
——

.-Igel poroso
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Coomassie blue

Myosin

B-Galactosidase
Glycogen phosphorylase b

Bovine serum albumin
Ovalbumin

Carbonic anhydrase

Soybean trypsin inhibitor
Lysozyme

Eletroforese: curva de calibragao

S

200,000

116,250

97,400
66,200

45,000

31,000

21,500
14,400

®

Eletroforese: corante

(8 S s B En e

[ Erm e BN BN )
[ E M ans e ne

L .

proteina
desconhecida

padrdes

proteina
desconhecida

)

Migracao Relativa

4/10/2019
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An ampholyte

solution is pH9

incorporated
into a gel.

Decreasing pH

pH3

Eletroforese: focalizagao isoelétrica

& /j
A stable pH gradient
is established in the

gel after application
of an electric field.

.

€ (@ Ca

®

Protein solutionis  After sta
added and electric
field is reapplied.

A

/(

para determinar pl
da proteina

utiliza anfolitos
para obter um
gradiente de pH
proteinas param de
migrar quando pH =
pl

ining, proteins
are shown to be
distributed along pH

gradient according to

their pl values.

Eletroforese: focalizagao isoelétrica

Focalizacao isoelétrica realiza a migracao
das proteinas carregadas em um campo

GV

Low pH
e

®)

Low pH
e

elétrico
+:>‘ 2 © + - @ o High pH
o R +)
High pH
e

4/10/2019
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Eletroforese: Focalizagao isoelétrica

Cada proteina tem o seu ponto isoelétrico (pl).
Este € o pH no qual a proteina nao tem carga
elétrica.

Uma proteina com muitos aminoacidos basicos
(Arg, Lys e His) tera um pl basico maior do que
7,0 e uma proteina com muitos residuos acidos
(Glu e Asp) tera um pl acido menor do que 7,0.

Gradientes estaveis de pH nos géis podem ser
criados usando polianfélitos e proteinas
carregadas nestes géis migrarao para os seus
pls correspondentes.

Eletroforese: Focalizagao isoelétrica

Focalizacao isoelétrica é freqiientemente
combinada com SDS-PAGE para gerar
géis bidimensionais.

Low pH (8) Isoelectric focusing

ol | |
2 L]
]
@ L]
3 ’ 5 -
E L] ] g
° w
1 a
2 ]
| :

| s -
§ -
(A 5 -
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Pontos isoelétricos de algumas proteinas

proteina

-2

pPepsina <
albumina de ovo

~

~

albumina de plasma sangiiineo
urease
B-lactoglobulina

~

N o ovwo O

hemoglobina

~

mioglobina
quimotripsinogénio
citocromo C

o~ o Lo b =

~ 0~

[y
o
o N oo o

lisozima

[
[
~

extragao \n
isolamento

!

purificacao

uantificacdo
atividade a ¢

controle da pureza

proteina purificada
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ao final da purificagao
e

proteina pura

I 7”
(o]0

\ concentra¢do ~ 1 mg/mL

proteina purificada ativa

!

concentragao ~ 1 mg/mL
baixa quantidade

!

concentracao ~ 10 mg/mL ou mais
quantidade ~ 30 mg

4/10/2019
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Métodos tipicos para concentragao

.evaporacgao sob vacuo (cuidado com o tampao!!!)
Jiofilizacdo (cuidado com o tampao!!!!)

dialise

filtragao

.centrifugacao (centricon)

.eletroforese preparativa

.retencao em suportes cromatograficos

isolamento e purificacao

concentracao (~30 mg/mL)

-I-

proteina pura e
concentrada

experimento de
cristalizacao

15
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Por que a proteina cristaliza?

ocorre se 0 processo
for favoravel do ponto
de vista da

precipitante i termodinamica

os precipitantes
removem agua do meio
forcando as moléculas
a se associarem

(1) Cristal de proteina “

precipitacdo x cristaliza¢do

precipitado micro-cristais cristais 3D

cristalizagdo: ainda mais arte do que cientifica
processo termodinamico (o que se pensa entender)

4/10/2019
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Métodos para cristalizacao

precipitacao

solubilidade da macromolécula

diferem em suas cinéticas

Métodos para cristalizacao

cristalizagdo precipitacao

difusao de vapor (ca. 60%)

/

o
— dialise (ca. 20%)

\

difusao em interface livre
batch

17
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DIFUSAO DE VAPOR

gota (10 pl)
i (proteina + precipitante)
laminula
“processo de equilibrio \ /
~ __gaxade vacuo
entre duas solugdes N

através da fase de
vapor em um meio
fechado”

‘U’ solucdo precipitante (1 ml)
solugdo inicial menos concentrada (GOTA)
WV perde solvente volatil = = potenciais quimicos

solugdo inicial mais concentrada (RESERVATGRIO)

DIFUSAO DE VAPOR w00,

'+ precioi
lamiruia (proteina + precipitante)

gaxa de vacuo

“processo de equilibrio entre
duas solugdes através da fase de
vapor em um meio fechado”

solucgo precipitante (1 mi)

Vies >>> Vi, = equilibrio atingido
presséo de vapor € difusdo de espécies volateis
gota = reservatoério (dgua ou solvente organico)

18
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DIFUSAO DE VAPOR

“processo de equilibrio entre duas solugGes através da fase de
vapor num meio fechado”

"hanging drop" (gota pendurada)
"sitting drop" (gota sentada)
"sandwich drop" (gota em sanduiche)

Gota tradicional: lisozima

tamp3io (precipitantes) lisozima (proteina)
30% ""/v PEG 5000 100 mg/ml
1 M NacCl 50 mM AcetatoNa pH 4,5

50 mM AcetatoNa pH 4,5

@ 2l 21l @

[ HH
laminula siliconada

1

4/10/2019
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Como crescer cristais?

e Comecar com uma solucdao muito pura de proteina
e Criar uma solugao supersaturada
e Esperar... (minutos, dias, semanas, meses...)

Crescimento de Cristal de lisozima

4/10/2019
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Difusdao de vapor: Hanging Drop

cristajs
a\‘ gota

largamente usado

gota equaliza com o
reservatério

volume da gota diminui
lentamente

reservatorio
concentracao da solucdo de

proteina aumenta
lentamente

[X]

A1 |A2|A3|A4[AS5 [A6
[Y] B1|B2|B3|B4|B5[B6
C1l|C2[C3|C4[C5]C6
D1|D2|D3|D4 |D5 [D6

Difusdo de vapor: Sitting Drop

Sitting drop

=

reservatorio

[X]

Al1|A2|A3[A4]A5]|A6
[Y] B1|B2|B3|B4|B5[B6
C1[C2|C3|C4|C5]|C6
D1|D2|D3 |D4 |D5 [D6

21
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Fases da solucao de proteina

cristais
precipitacédo

cdo

crescimento e nucleagéo

barreira de nucleacdo

crescimento

[Proteina]

solucéo de proteina

Energia & Cristalizacao

Agregados
\ especificos

energiaAG ————»
&

Agregados
proteina nao especificos
em solugdo
tempo >

22
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Fatores que afetam o crescimento de cristais

Ca * mais importantes
» forca idnica *

« fons especificos (Ca2*) * vibragoes

+ concentracdo da proteina* *° pressao

« detergentes * gravidade

* precipitante inorganico * pureza da proteina*
s pH* * accesso ao solvente*
+ temperatura*  ligantes

« tempo . etc....

° 1 *
monodlspersao http://www.hamptonresearch.com/

Experimentos iniciais de cristalizacao

[Banco de Cristalizagﬁo]

j [Bancos de dados ]
\ 7

INFORMACOES SOBRE A PROTEINA

\

PRECIPITANTES

TESTES DE PRECIPITACAO

23
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Montagem do cristal

(a)

( C) cera

@i_ﬁ_

cristal banhado .
1o liquido-me liquido-mae

(d)

(b)
remogdo do excesso
de solugio capilar

-__,-:mi# (@
(g=a—=5)

Cristal pronto para coleta de dados

4/10/2019
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Sistema Basico de Difra¢ao de Raio X

\ feixe

70 J2g . feixe difratado

feixe incidente N

detector

Coleta de Dados

Gonidmetro

26
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Monocristal

tubo de raio X

raios X

10-40 kV

cristal chumbo
feixe incidente

feixe difratado
detector de raios X

Cristalografia

Area Detec tor(s)

50keV
Electrons

processamento

Focussing Mirrors
{or Monoc hromator) de dados
Estrutura:
Primary X-ray Beam P
Rotating solugdo e
Anode (C) refinamento
4-Circle Gomoimeter ( Eulerian or Kappa Geometry)
fonte de RX difragao
melhora do feixe RX deteccdo

27
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automar (V1.0.6) — fefdatallvsofcilyso 001.mar1200 {1200 pixels & 437 > 65535) [EETEY|

Fle  Options  Image Options

Difracdo de Raio X

— Show Page ..
Display | Setup | Text
Pt ndex o

i [T ALY
o [[5 ALY
Max.resol.: 2402 R |

X Edit input file
| Autoupdate parameters

Run  Step

Peak Search Edit

x

*

* T e
* T e

Bk

=
=

x
o
F

F
a4

automar

Integrate

Join

Truncate
Convert

Run Selection

Run on localhost

|

Edi

H

m
Y

=
B
1

.-'. .. - i
RERR

catete . -
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Funcao densidade eletrdnica

P(xy,z) =1VIXX |E  |exp[-2mi(hx +ky + 1z -0y, )]

(hk,1)
densidade /I\
eletrénica . .
amplitude medida .
. fases associadas

3 o 0O 295587.00 3564.27

8 0 0 476981.00 3687,.43 9

10 0 0 77658.04 1728.93 L4

12 o 0 76207 .25 1882.20

14 0 0 $4967.11 1862.80

16 o 0 661011.00 1368.47 i i
o b R e preparagao de cristais

- .27 sgs "

3 0 0 wmszawarmT modificados a fim de
24 0 D 165364.00 3898.54 R -
26 V] 0 42694 .30 2164.06

O ] incluir &tomos pesados
30 o 0 2112.36 924.42 "
32 ) o 3942.09 1122.29
34 0 0 43610.59 2857.37
36 o o 24431 .47 3247.30
38 0 0 9730.58 1594.05

Funcao densidade eletrdnica

pP(x,y,z)= 1N%Zk‘.2|: |ffh‘k‘n| exp[-27i(hx + ky + 1z - a(h,k,l))]
densidade 1\ 1\
eletrénica
amplitude medida .
- fases associadas

amplitude medida

Transformada de
Fourier

densidade
eletrénica

29
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Mapa de densidade eletrdnica
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Resolvendo a estrutura
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A obtenc¢ao da estrutura tridimensional
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A ligacao peptidica

aminodcido 1 aminodcido 2

H
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i 2 residuos de aminoacido

ligacdo
peptidica

N-terminal H31¢I— CH—-%
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A ligacao peptidica

estrutura primaria - sequéncia de aminoacidos

C-terminal
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Verificagdo da qualidade: Grafico de Ramachandran

mesma proteina
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Estrutura 3D

Estrutura tridimensional =

conhecer as coordenadas de todos os
atomos
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