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Resumo

A glicosilacao aberrante é uma caracteristica tipica do cancro e parece conferir vantagens as
células cancerigenas, tais como o aumento da sua capacidade de crescimento e da sua
habilidade em suprimir a resposta imunitdria. A lectina-galactose humana presente em
macréfagos (MGL) é uma proteina expressa exclusivamente em células do sistema imunitdrio
que tem grande afinidade para residuos de N-acetilgalactosamina (GalNAc). O residuo GalNAc é
raramente exposto nos glicoconjugados de células humanas, contudo a sua expressdo é
aumentada em diferentes glicoconjugados presentes em células cancerigenas. A interacdo entre
glicoconjugados, contendo o residuo GalNAc, expressos no cancro, e a proteina MGL, parece

estar envolvida em fendmenos de supressdo da resposta imunitdria.

Neste contexto, e numa primeira fase, este trabalho consistiu no estudo das intera¢des entre o
dominio de reconhecimento de hidratos de carbono da MGL (MGL-CRD) e o antigénio Tn (a-
GalNAc/Thr), bem como varios glicopéptidos derivados da glicoproteina da mucina-1 (MUC1)
glicosilados com Tn em diferentes locais da sequéncia peptidica (Tn-T3 MUC1, Tn-T15 MUC1 e
Tn-T3, T15 MUC1). Para tal, foram realizadas experiéncias de *H,’>N-HSQC da MGL-CRD na
auséncia e na presenca dos diferentes ligandos. Através da andlise da perturbagdo do desvio
quimico (CSP) verificou-se que a sequéncia peptidica modula o processo de reconhecimento
molecular da MGL. Em particular, verificou-se que a sequéncia peptidica influi de forma

relevante na apresentacdo do antigénio Tn a proteina MGL-CRD.

Numa segunda parte do trabalho, a dindmica da cadeia principal do dominio MGL-CRD, na sua
forma livre e na presenca de distintos ligandos foi analisada tendo por base técnicas de relaxacdo
de >N HetNOE, R; e R,. Foram detetadas diferencas consideraveis em R, entre a forma livre e
complexada da proteina, em alguns aminodacidos das regides pertencentes aos loops 5e 6 e a
folha B3 do dominio MGL-CRD. Contudo, entre os vdrios complexos ndo foram observadas
diferencas significativas. A registar apenas uma diminuigdo do valor de R; para os residuos D270
e C296, em relacdo ao complexo de referéncia MGL-CRD/a-MeGalNAc, aquando da interacdo
do dominio MGL-CRD com os ligandos mais complexos. Por fim, o tempo de correlagdo (1)
determinado para cada um dos complexos mostrou que o MGL-CRD existe como um mondmero

em solucao.

Palavras-chave: MGL-CRD, Glicanos, Interagdes lectina-glicanos, RMN, Dinamica molecular,

Glicosilagao aberrante
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Abstract

Aberrant glycosylation is a typical feature of cancer and appears to confer advantages to the
cancer cells, such as an increase of their growth capability and their ability to suppress the anti-
tumor immune response. The human macrophage galactose-type lectin (MGL), expressed on
cells of the immune system, has high affinity for N-acetylgalactosamine (GalNAc) residues. The
GalNAc moiety is rarely found in glycoconjugates in human cells. However, it is overexpressed
in different glycoconjugates present on cancer cells. It has been shown that the interaction
between GalNAc-containing glycoconjugates, overexpressed in tumors, and the protein MGL,

induces anti-tumor immune suppression.

In this context, in the first part of this work, we investigated the interactions between the
carbohydrate recognition domain of MGL (MGL-CRD) and the Tn-antigen (a-GalNAc/Thr).
Mucin-1 (MUC1) derived glycopeptides, glycosylated with Tn antigen located at distinct sites of
the peptidic sequence (Tn-T3 MUC1, Tn-T15 MUC1 e Tn-T3, T15 MUC1) were studied. For that
purpose, *H,>’N-HSQC experiments of MGL-CRD in absence and in the presence of the ligands
were acquired. Through the analysis of the chemical shift perturbation (CSP), it was
demonstrated that the peptide sequence of MUC1 modulates Tn presentation and strongly
influences the molecular recognition of the Tn antigen by MGL lectin. In the second part of the
work, the molecular dynamics of the MGL-CRD backbone sequence, in free and bound to distinct
ligands, were investigated by °N relaxation techniques, namely HetNOE, Ry, and R,. Specifically,
differences in the R; values, between MGL-CRD free and complexed state, of certain amino acids
located at loops 5, 6 and sheet B3 were detected. However, no significant variations, amongst
the distinct type of complexes, were identified. Only the residues D270 and C296 of MGL-CRD
show a decrease in their R; value, in the presence of more complex ligands in comparison with
the reference MGL-CRD/a-MeGalNAc complex. Finally, the correlation time (t.) for MGL-CRD in
free and bound states was determined, and clearly demonstrate that MGL-CRD is monomer in

solution.

Keywords: MGL-CRD, Carbohydrates, Lectin-carbohydrates interactions, NMR, Aberrant

glycosylation
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1-Introducao

1.1-Sistema Imunitario

O sistema imunitdrio, sistema imunoldgico ou sistema imune de um organismo
desempenha como principal papel a defesa do mesmo contra uma grande variedade de
agressores a que esta sujeito no seu dia-a-dia, desde agentes patogénicos, como virus e
bactérias, a alergénicos, ou até na protecdo contra agressores enddégenos, como, por
exemplo, células ndo “sauddveis” ou células infetadas. A capacidade do sistema
imunitario em desempenhar o seu papel depende da sua eficiéncia em conseguir
distinguir entre células intrinsecas e saudaveis do préprio corpo de células externas
(invasoras, agressoras) ou préprias, mas ndo saudaveis. Para isso, conta com a existéncia
de células especificas, denominadas imunitdrias, e de um complexo sistema de
processos bioldgicos capazes de reconhecer e discriminar estas duas identidades.! O

sistema imunitdrio contempla dois tipos de mecanismos de resposta: inata e adquirida.

1.2 — Sistema Imunitario Inato

Na imunidade inata, estdo compreendidas as barreiras fisicas e quimicas do individuo
gue constituem a primeira linha de defesa contra os agentes agressores, como a pele,
as barreiras mucosas ou entdo o suco gastrico do estdbmago. Se as células invasoras
conseguirem escapar esta primeira barreira, entram em atuacdo as células do sistema
imunitario, como os neutrofilos e os macréfagos, que circulam livremente na corrente
sanguinea prontos para intervirem na resposta imediata do organismo, conhecida como

resposta humoral?.

Este tipo de imunidade é caracterizado por ser um tipo de resposta ndao especifica
perante a forma do agressor que é apresentado ao organismo, dependendo, para isso,
de um inumero tipo de padrdes moleculares associados a agentes patogénicos (do inglés
Pathogen-associated molecular pattern, PAMPs) conservados em microrganismos que

sdo reconhecidos por recetores presentes nas células imunitarias (do inglés Pattern



recognition receptor, PRRs). Alguns exemplos destes padrdoes moleculares incluem os
lipopolissacaridos (LPS), presentes nas membranas de bactérias gram-negativas, ou a

estrutura do peptidoglicano, presente na parede celular em quase todas as bactérias3.

1.3 - Sistema Imunitario Adquirido

Ao contrdrio do sistema imunitario inato, o sistema imunitdrio adquirido comporta-se
de uma maneira especifica/seletiva, sendo por isso uma resposta mais lenta e mais
avancada evolutivamente, estando presente apenas em alguns animais vertebrados. Os
principais intervenientes neste tipo de resposta sdo os linfocitos B e T e as células NK

(do inglés Natural killer cells).*

A sua especificidade deve-se ao grande nimero de recetores de antigénios existentes
nos linfécitos B e T, que sdo adquiridos durante o seu desenvolvimento na medula dssea
e timo, respetivamente. Esta grande abundancia de recetores é alcancada a partir de
diferentes rearranjos entre uma linhagem de genes que, nos humanos, permitem obter
uma diversidade de cerca de 10 de recetores diferentes, assegurando assim uma
protecdo a uma vasta gama de microrganismos e de antigénios existentes em todas as

formas de vida conhecidas®.

Em primeiro lugar, o antigénio é reconhecido pelo recetor especifico num linfécito B ou
T levando a ativacdo desse linfdcito, induzindo a resposta imunitdria e a diferenciagdo e
proliferacdo, no caso dos linfécitos T, ou a inducdo da libertacdo de anticorpos
especificos pelos linfdcitos B. Apds desenvolver uma resposta ao encontrar um antigénio
pela primeira vez, o sistema imunitario adquirido guarda essa informacdo e perante uma
nova exposicdao a esse mesmo antigénio, provoca uma resposta mais forte e mais

rapida®°.

Apesar de serem caracterizados individualmente, estes dois tipos de imunidade
trabalham em sinergia na defesa do organismo, sendo as suas fung¢des potenciadas
aquando do normal funcionamento destes, por exemplo, na apresentacao de antigénios

ao sistema adquirido pelas células da imunidade inata.



1.4 — Reconhecimento de células pelo sistema imunitario

O sistema imunitario dispde de diversas estratégias para controlar e identificar as suas
proprias células de outras pertencentes a diferentes organismos e também a capacidade
de detetar as células do seu corpo que sofreram alteracdes. A estratégia utilizada na
imunidade inata é a capacidade de expressar uma grande quantidade de recetores nao
especificos nas superficies das suas células imunitdrias que irdo reconhecer diversos
motivos evolutivamente conservados, dependendo da classe do organismo invasor,
conhecidos como PAMPs®. Acredita-se que em vertebrados complexos, como os seres
humanos, existam vdrias centenas de PRRs. Este tipo de discriminacdo é pouco
especifica, permitindo assim, na primeira fase de defesa, um grande espetro de atuacao
perante um diverso nimero de organismos de diferentes origens. Na classe de PRRs
encontram-se diversas familias de proteinas, entre elas as lectinas, uma familia que tem

como principal caracteristica o reconhecimento de residuos de agucares’.

Em contraste com o sistema inato, o sistema adquirido dispGe de uma outra estratégia,
que consiste na presenca de um grupo de proteinas membranares presentes na
superficie das células do prdprio organismo, conhecido como o complexo principal de
histocompatibilidade ou MHC (do inglés Major histocompatibility complex). Quando
existe o contato entre uma célula prdpria saudavel e uma célula do sistema imunitario
adquirido, a célula imunitaria ira reconhecer e ligar-se ao MHC, sinalizando a mesma
gue a célula pertence ao préprio organismo. Na presenca de antigénios invasores, este
complexo é alterado e apresenta os epitopos correspondentes a célula invasora,
fazendo com que a interacdo entre este complexo e as células do sistema imunitario

adquirido seja perturbada, levando a ativacdo das mesmas*2.

1.5- A fungao das glicoproteinas no sistema imunitario

Os glicanos (agucares, hidratos de carbono) sdo as biomoléculas mais abundantes da
natureza e apresentam uma enorme diversidade estrutural®. Existem associados a
proteinas e lipidos por ligacdes covalentes na superficie das membranas celulares.
Devido a estas caracteristicas, desempenham diversas func¢Ges, regulando variados
mecanismos celulares, como o reconhecimento, a sinalizacdo e a comunicacao celular,
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a ativacdo de receptores celulares e de transducdo de sinal, e participando em processos

de endocitose pelas células®191,

A glicosilagdo é o mecanismo pdés-traducional mais importante nas células eucariodticas
e inicia-se no reticulo endoplasmatico, ocorrendo maioritariamente no complexo de
Golgi'?. Os padrdes de glicosilacdo de uma célula sdo modulados por duas familias de
enzimas, as glicosiltransferases e as glicosidases, dependendo do tipo de célula em que

se encontram.

Os mamiferos desenvolveram, ao longo de milhares de anos, um grande numero de
estruturas de glicanos, evolutivamente conservados, diferenciando-se das estruturas de
glicanos presentes em organismos menos evoluidos. Desta forma, os glicanos sdo uma
das principais estruturas utilizadas pelo sistema imunitdrio para discriminar células

proprias e saudaveis de células invasoras ou proéprias, mas ndo saudaveis.

Diversas proteinas, existentes a superficie das células imunitdrias, sdo responsaveis pelo
reconhecimento de glicanos. Como tal, alteracdes na estrutura dos glicanos serdo

detetadas induzindo, ou diminuindo, a resposta imunitdria das células imunitarias’.

1.6- Glicosilagao, cancro e sistema imunitario

O padrao de glicosilagdo existente a superficie das células (glicoproteinas, glicolipidos) é
um processo extraordinariamente regulado, sendo controlado pela acdo concertada de

um conjunto de enzimas (glicosiltransferases e glicosidases)®.

Durante o desenvolvimento de uma célula tumoral, existem diversas mutacdes
genéticas na mesma, sendo que, em particular, os niveis de glicosidases e de
glicosiltransferases sao extremamente alterados, levando a que padrdes de glicosilacao
aberrantes passem a ser expressos nas células. Efetivamente, a glicosilacdo aberrante é
uma das caracteristicas das células tumorais!3. De entre as estruturas de glicanos,
reconhecidos como antigénios mais expressos nas células cancerigenas, encontram-se
diversos tipos de O-glicanos, tais como, o antigénio Tn (residuo de N-acetilgalactosamina
(GalNAc) ligado a uma serina ou treonina), o antigénio Thomsen-Friedenreich (TF,

dissacarido GalB1-3GalNAc) e os antigénios de Lewis (GalB1-3GalNAcal-4Fuc), e as suas
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respetivas estruturas sialiladas, os quais se encontram ligados a proteinas, como as
mucinas*>. A sobre expressio de determinados glicolipidos também é uma

caracteristica do cancro'® (Figura 1).

Sialil-Lewis a

Lewis a

Antigénio TF

GM2

Antigénio Tn

Superficie
membrana celular
intracelular

[] cainac () cal [ 6leNac P Fuc ‘NeuSAc @ s«

Figura 1: Estruturas de hidratos de carbono reconhecidas como antigénios presentes em células tumorais.
Entre os antigénios apresentados estdo os antigénios: Tn, TF, Lewis a e correspondente versdo sialilada,
bem como o antigénio presente em glicolipidos, GM2.

O sistema imunitario defende o organismo do aparecimento de células geneticamente
alteradas, conseguindo, numa fase prematura, eliminar as células tumorais,
nomeadamente através das células NK, que, ao encontrarem uma célula tumoral,
detetam uma diminuicdo na expressdao de proteinas do MHC, caracteristica da

diferenciacdo de uma célula sauddvel para uma célula tumoral®.

As alteragdes no padrdo de glicosilagcdao das células tumorais conferem a estas células
certas vantagens do ponto de vista evolutivo, tais como, uma grande capacidade de
proliferacdo e de evasdo do sistema imunitario'”!®, Neste sentido, uma das principais
estratégias utilizadas é a expressdo abundante de estruturas de glicanos muito
semelhantes aos naturais, que, ao serem detetados por lectinas presentes na superficie
das células do sistema imunitdrio, conduz, em muitos casos, a supressao da resposta

imunitaria31°,



1.7- As Lectinas e o seu papel no Sistema Imunitario
As lectinas sdo uma familia de proteinas que sao reconhecidas pela sua habilidade em
identificar e interagir com residuos de agucares. As lectinas estao divididas em diferente

classes consoante o tipo de aglcar que interagem?°,

Algumas lectinas sdo expressas em grande quantidade nas células do sistema imunitario
participando, maioritariamente, em processos de reconhecimento de antigénios, sendo
um dos tipos de PRRs mais abundantes na resposta inata de um organismo?3. As suas
fungdes no sistema imunitario incluem a participacdo em processos de reconhecimento
hospedeiro-agente patogénico e na interface entre o sistema inato e adquirido, em

mecanismos de apresentacdo de antigénios ao sistema imunitdario adquirido?’.

Através da interacdo com os glicanos, as lectinas expressas em células do sistema
imunitdrio, podem estar envolvidas no aumento ou na supressdo da resposta imunitaria,
ajudando a manter os niveis basais de ativacdo do sistema imunitdrio perante as células
do seu proprio organismo e aumentando a resposta aquando da interacdo com

estruturas de glicanos anormais ao préprio corpo.

1.8- Lectina-galactose presente em Macrofagos (MGL)

A maior e mais diversificada familia de lectinas presentes em mamiferos e expressas em
células do sistema imune, sdo as lectinas do tipo C, (CTL, do inglés C-type lectins). Esta
classe inclui, entre outras, a lectina-galactose presente em macréfagos (MGL, do inglés
Macrophage galactose type lectin), a langerina, o recetor da célula dendriticas para
endocitose (DEC205, do inglés Dendritic cell receptor for endocytosis), a proteina de
unido a manose (MPB, do inglés Mannose binding protein) e a proteina de adesdo
intercelular ndo-integrina das células dendriticas (DC-SIGN, do inglés Dendritic cell-
specific intercelular adhesion molecule-3-grabbing non-integrin)?®?2.  S3o0 lectinas
caracterizadas por conterem um dominio de reconhecimento de hidratos de carbono
(CRD, do inglés carbohydrate recognition domain) que interage com o seu ligando de
uma maneira dependente do ido Ca?*. Devido as suas fun¢des na adesdo celular,

reconhecimento de antigénios e sinalizacdo celular, as CTLs conseguem regular e



modelar o efeito da resposta imunitaria, conseguindo diferenciar entre glicanos

enddgenos e glicanos de células invasoras ou células tumorais.

Em particular, a MGL humana é expressa exclusivamente em macréfagos e em células
dendriticas ndo maturas, diminuindo o seu nivel de expressdo apds maturagao da célula
dendritica®®?4. Entre o tipo das lectinas do tipo C, é a Unica que demonstra afinidade
para residuos terminais de GalNAc, como, por exemplo, para o antigénio Tn (GalNAc-
Ser/Thr), presente em células tumorais, e em glicoproteinas das células T (CD43 e CD45),
ou para o epitopo LacdiNAc (GalNAcB1-4GIcNAc), o qual é comum em agentes

patogénicos?3.

O reconhecimento de determinados ligandos associados a tumores por parte da MGL
parece desencadear a supressdo do sistema imunitdrio. A interacdo da MGL com o
antigénio Tn, presente nas células tumorais e na proteina CD45 das células T ativadas,
vai reduzir a proliferacdo das células T e a producgao de citocinas inflamatérias, o que
conduz a uma diminuicdo da resposta imunitdria?®. Além disso, existem diversos
ligandos que contém o residuo de GalNAc exposto, tais como gangliosidios GM2/GD2,
antigénio Forssman e antigénio do grupo sanguineo do tipo A, os quais interagem com
a MGL e parecem estar relacionados com a indugdo da supressao da resposta imune

pela mesma.>>%6,

Foi também documentado que a interagao da MGL com células contendo estruturas
com residuos de GalNAc podera estar relacionada com a diminuicdo da migracdo das
células dendriticas até aos nddulos linfaticos, onde a resposta imunitaria adquirida é

despoletada, atrasando e abrandando assim a resposta imune?’.

1.8.1- Principais caracteristicas estruturais da MGL humana

A MGL é uma proteina transmembranar do tipo Il que pertence a familia das lectinas do
tipo C*2. A sua estrutura é formada por um dominio citoplasmatico, uma regido

transmembranar, um neck domain e um CRD?*?8 (Figura 2).

O CRD contém uma zona de ligacdo ao ido Ca®* que consiste numa sequéncia de 3

aminodacidos, evolutivamente conservados, os quais sdao fundamentais e indispensaveis



para a interagdo com o ligando, visto que esta interacdo acontece através do atomo de

Ca?*, o qual se coordena depois ao residuo de agucar.

As CTLs dividem-se em dois subgrupos com base no tipo de ligacdo que existe entre o
atomo de Ca?* e o residuo de acucar. As lectinas que contém no seu CRD a sequéncia
conservada EPN tém uma preferéncia para residuos de manose, N-acetilglucosamina
(GIcNAC) e glucose, que contém os grupos hidroxilo OH-3 e hidroxilo OH-4, ambos em
posi¢cdo equatorial. No caso da MGL, o CRD contém a sequéncia QPD, a qual Ihe confere
especificidade para ligandos com os grupos hidroxilo OH-3 em posicdo equatorial e OH-

4 em posicdo axial, ou seja, para os residuos de GalNAc e galactose (Gal)?%3°,

O dominio intracelular da MGL é caracterizado por conter o motivo de tirosina YENF,
uma sequéncia tipicamente encontrada em recetores endociticos, que é requerido para
a interacdo com vesiculas revestidas de clatrina®'. Ja a regido do neck domain, consiste
num motivo formado por repeticdoes de sete aminodcidos que contém residuos
hidrofébicos em sitios especificos da sequéncia 32. Resultados da literatura parecem
demonstrar que o neck domain esta envolvido na capacidade do dominio extracelular
da MGL em oligomerizar e formar trimeros entre si. A oligomerizagao no caso das CTLs
é um fendmeno conhecido, o qual se encontra bem descrito e documentado no caso

das lectinas MBP e a DC-SIGNZ,

Motivo Endocitico Tirosina ()M®)
Membrana Celular

Regido “Neck domain”

N {.\"v'ﬂ.‘*"..\l %%

Regido Transmembranar < 232
5SS
CRD CE(IJ
NHNN

Figura 2: Esquema dos componentes estruturais presentes na MGL humana. Adaptado de Drickamer et

al 29
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1.9- Interagoes lectina-glicano

O estudo a nivel atémico dos complexos proteina-glicano é crucial para se compreender
a especificidade dos eventos de reconhecimento molecular envolvendo agucares,
perceber a sua repercussao a nivel bioldgico, bem como desenvolver novas estratégias
onde seja possivel modular as interagdes proteina-glicano (farmacos, vacinas, entre
outros). Do ponto de vista estrutural, o reconhecimento molecular entre um glicano e

uma lectina é composto por diferentes tipos de intera¢des intermoleculares.

A estrutura molecular dos glicanos é composta por um elevado niumero de grupos
hidroxilo, o que leva a que o tipo de interacdo mais observada num complexo proteina-
glicano seja a interacdo por pontes de hidrogénio. Os grupos hidroxilos dos agucares
podem funcionar tanto como um grupo dador como um grupo aceitador de pontes de
hidrogénio. Para além dos grupos hidroxilos presentes em todos os tipos de unidades
de acucar, também podem existir interacdes do tipo ponte de hidrogénio com grupos
carboxilo ou grupos amina em alguns tipos de agucares, tais como os residuos de
GalNAc, GIcNAc ou N-acetilmanosamina (ManNAc). Do lado da lectina a ponte de
hidrogénio normalmente envolve os grupos polares das cadeias laterais de aminodcidos,
como, por exemplo, argininas, glutaminas, acidos glutamicos, asparaginas, bem como
com a cadeia principal de aminodcidos através dos grupos NH e C=0, da ligacao

peptidica®.

Outro tipo de interacdao documentada entre estes tipos de complexos sao as interagdes
CH-mt existentes entre as ligacGes C-H do acucar e os sistemas aromaticos de certos
aminodcidos, tais como, tirosina, fenilalanina e triptofano, normalmente muito
frequentes nos locais de ligacdo das lectinas. Este tipo de ligacdo ndo covalente ocorre
pois o sistema 1 do anel aromatico é rico em eletrdes e, como tal, pode interagir
electrostaticamente com zonas hidrofébicas criadas pela existéncia de varias ligacdes C-

H com a conformac3o espacial correta e existentes em todos os actcares.

Mais pontualmente, existem também intera¢des por pontes salinas. Glicanos que
possuam residuos de acidos sialicos sdo reconhecidos por uma vasta familia de lectinas,
tais como as lectinas do tipo imunoglobulina que ligam a acidos sialicos (Siglecs, do

inglés Sialic acid-binding immunoglobulin-type lectins), através da formacdo de uma
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ponte salina entre o carboxilo do acido sialico e uma arginina, presente no sitio de

ligacdo e conservada em todas Siglecs34.

Finalmente, é também bem conhecida a participacdo de ides divalentes no processo de
reconhecimento de glicanos por diversas lectinas, principalmente na familia das CTLs,
em que o ido divalente é o Ca?* 2%, Uma vez mais, a interacdo com o ido é realizada
através dos grupos hidroxilo do acgucar. A orientacdo dos grupos hidroxilo no agucar é
essencial para a correta coordenagio com o ido ?°. Por outro lado, a coordenac3o do ido
a lectina envolve a participacdo de aminoacidos carregados negativamente, tais como,

aspartatos e glutamatos.

1.10- O RMN no estudo de complexos proteina-ligando

Em conjunto com a técnica de Cristalografia por Raios-X, a técnica de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) é uma das técnicas mais utilizadas no estudo de complexos
proteina-ligando. A técnica de RMN permite obter informacdo a nivel atémico acerca da
estrutura, da dindmica e das interagGes estabelecidas entre uma proteina e um ligando,
em solu¢do (condi¢cdes mais proximas das existentes fisiologicamente) 3°. Em particular,
no caso dos complexos proteina-glicano, a flexibilidade dos glicanos, sobretudo dos
glicanos mais complexos, faz com que seja dificil de obter informacdo estrutural por
Cristalografia de Raios-X acerca do glicano (devido a baixa resolugdo). Desta forma, a
técnica de RMN torna-se mais versatil e robusta no que respeita a elucidacdo de

complexos proteina-glicano3®.

A técnica de RMN permite a determinac¢ao de diversos parametros, tais como, o desvio
quimico (), a taxa de relaxagao (R1 e Ry), difusao, efeito nuclear de Overhauser (NOE),
constantes de acoplamento (J), os quais permitem retirar ilacOes acerca da estrutura de
uma (bio)molécula. Além disso, qualguer um destes parametros é extremamente
sensivel aquando a formag¢dao de um complexo proteina-ligando, adquirindo valores

muito diferentes do estado livre para o estado associado ¥’.

Existem diversas técnicas de RMN utilizadas para estudar intera¢des proteina-ligando,
sendo possivel dividi-las entre as técnicas que detetam alteracBes estruturais na
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proteina e as técnicas que observam alteracdes na estrutura do ligando. No estudo de
interagdes proteina-ligando em que se observa o reconhecimento molecular do ponto
de vista da proteina sdo utilizadas experiéncias que tém normalmente como base a
realizacdo de espetros 2D H,°N-HSQC (do inglés Heteronuclear Single Quantum
Coherence). Para a realizacdo deste tipo experiéncias é absolutamente vital a marcacao
isotdpica da proteina. Através da experiéncia de 2D 'H,>N-HSQC é possivel: 1) calcular
a perturbacdo de desvio quimico (CSP, do inglés Chemical shift perturbation) aquando a
adicdo de um ligando, 2) realizar estudos de permuta hidrogénio/deutério, 3) estudar a
dindmica molecular de uma proteina (determinacdo de taxas de relaxacdo Ri1 e Rz e do
efeito heteronuclear de Overhauser (HetNOE)). Do ponto de vista do ligando, existem
também diversas técnicas que podem ser utilizadas, tendo como principal vantagem nao
ser necessdria a marcacdo isotopica. Em caso de unido a proteina a mobilidade do
ligando altera-se o que conduz a uma diminui¢ao de T, a um aumento do tempo de
correlacdo e a uma diminuicdo do coeficiente de difusdo do ligando. Por exemplo
experiéncias de relaxacdo T1 e T, ou de difusdo do ligando, na auséncia e na presenca
de proteina, permitem inferir se existe ou ndo interacdao do ligando com a proteina.
Também se podem realizar experiéncias com base no efeito nuclear de Overhauser
(NOE), tais como o TrNOE (do inglés Transferred-nuclear Overhauser effect) e o STD (do
inglés Saturation transfer difference), através das quais é possivel elucidar a
conformacao bioativa do ligando e identificar os protdes do ligando que se encontram

mais envolvidos no reconhecimento molecular com a proteina, respetivamente.

1.10.1- Estudo de um complexo proteina-ligando do ponto de

vista da proteina:H,’>N-HSQC

A experiéncia de H,'>N-HSQC é uma experiéncia 2D que utiliza a capacidade de marcar
isotopicamente o atomo de azoto, e que permite observar o sinal de NH da ligacdo
peptidica e das cadeias laterais dos aminodacidos que constituem uma proteina3é,
Normalmente, o espetro de *H,'>N-HSQC de uma proteina é considerado a “impressdo
digital”, como tal cada proteina possui o seu espetro de *H,>N-HSQC caracteristico que

é Unico. Através da observacdo do espetro de 'H,>N-HSQC é também possivel inferir se
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a proteina se encontra estruturada ou, se por outro lado, se encontra desnaturada ou
estruturalmente n3o funcional 3°. Um espetro de 'H,'>N-HSQC de uma proteina num
estado desnaturado tipicamente apresenta uma dispersao limitada dos seus sinais, uma
vez que, o ambiente quimico sentido pela maioria dos aminodcidos é bastante idéntico.
Contrariamente, uma proteina bem estruturada apresenta um espetro de 'H,*>N-HSQC
com uma grande dispersado dos sinais, onde os aminoacidos possuem desvios quimicos

significativamente distintos.

No dmbito do estudo de interacdes proteina-ligando a experiéncia de 'H,'>N-HSQC é
amplamente utilizada. Isto deve-se ao fato de os desvios quimicos dos NHs dos
aminodacidos da proteina serem fortemente alterados conforme o ambiente quimico
sentido pelo nucleo em questdo. Desta forma, durante um evento de reconhecimento
molecular proteina-ligando, existe uma alteracdo no ambiente quimico sentido pelos
residuos da proteina devido a presenca do ligando, o que leva a uma perturbacgao do
desvio quimico dos NHs. Experimentalmente, realiza-se a aquisicdo de espetros de
1H,>N-HSQC, na auséncia e na presenca de diferentes concentrac¢des de ligando. Com
isto, um determinado residuo da proteina pode experienciar dois ambientes quimicos
diferentes, na auséncia e na presenca do ligando, os quais irdo ser detetados no espetro
de 'H,>N-HSQC, dependendo da frequéncia do espetrémetro e da diferenca entre as
frequéncias da forma livre e complexada da proteina. Este fenédmeno é conhecido como
permuta quimica. O regime de permuta quimica pode ser caracterizado em trés
diferentes tipos, com base na constante de permuta existente entre as duas formas livre
e complexada, conhecida por kex, € pela diferenca da frequéncia das duas formas Aw =
Weomplexo-Wiivre. Na situagdo em que kex << Aw, o regime é denominado de equilibrio lento,
e os 6s de ambos os sinais correspondentes as duas diferentes formas surgem resolvidos
no espetro (Figura 3-A). Quando kex >> Aw, o regime é denominado de equilibrio rdpido,
e o espetro é marcado pelo aparecimento de apenas um sinal em que o desvio quimico
é ponderado pela populacdo existente em cada um dos estados da proteina livre ou
complexada, calculado por Sobs= PiivreSiivre + PcomplexdoScomplexado (Figura 3-B). Entre estes
dois regimes, existe um regime intermédio em que kex= Aw e 0s dois sinais coalescem,

resultando num alargamento do sinal no espetro37:3,
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Figura 3: Representacdo esquemdtica de H,>N-HSQCs ilustrando permuta lenta e rapida entre uma
proteina em estado livre e em estado complexado. A- Regime de equilibrio lento entre a forma livre e a
forma complexada. Neste tipo de regime, existe a presenga de dois sinais correspondentes a forma livre
e forma complexada da proteina, cada um representando a popula¢do desses dois estados. B- Regime de
equilibrio rapido. Este tipo de regime é caracterizado pela existéncia de apenas um sinal correspondente
a média ponderada entre as populagbes da proteina no estado livre e no estado complexado.

1.11- Estudo da dinamica no contexto do reconhecimento

molecular

A dindmica de uma proteina é uma propriedade que influencia a capacidade de uma
proteina desempenhar a sua funcdo, em particular de se unir ou ndo a determinado
ligando. Em solugdo, a temperatura ambiente, as proteinas assumem diversas
conformagdes e experienciam um grande numero de movimentos em diferentes escalas
de tempo. Todas estas alteragdes conformacionais sao dirigidas pela termodinamica
desses estados, nomeadamente pelas barreiras de energia que os separam. A
possibilidade de uma proteina se unir a um determinado ligando, e com isso
desencadear uma resposta bioldgica, esta dependente de ela assumir um ou mais
estado(s) conformacionais ativos durante um tempo de vida adequado, bem como da
populacio existente nesse estado*%4!,

Com vista ao estudo da dindmica de uma proteina, o RMN demonstra ter um enorme
potencial para ser utilizado neste tipo de analise. A evolugdo da técnica e do tipo de
experiéncias possiveis de realizar tornou possivel observar vérios tipos de movimentos,
gue tipicamente ocorrem em biomoléculas, e em diversas escalas de tempo, desde os

pico segundos (ps), em que sdo detetados movimentos relacionados com vibragdes de
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ligacGes e movimentos locais, aos segundos (s), em que existem movimentos de

enrolamento (do inglés folding) de proteinas* (Figura 4).
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Figura 4: Escala de tempo representando os tipos de movimentos presentes em proteinas e as respetivas
técnicas de RMN normalmente utilizadas para o seu estudo. Adaptado de Chao et al.*

A andlise da dindmica de uma proteina no estado livre e no estado associado permite
obter entdo informacgao acerca do efeito do ligando na mobilidade da cadeia peptidica
ou das cadeias laterais da regido onde o ligando se liga, mas também permite avaliar
alteracgdes, caso ocorram, na dindmica da proteina em regides distantes do sitio de

interacdao com o ligando.

Regra geral, nestes estudos, utiliza-se o modelo desenvolvido por Lipari e Szabo,
denominado de Model-Free *°, que permite retirar informacdes acerca da dindmica de
uma proteina a partir de dados de relaxa¢gdo adquiridos por RMN. Este modelo é
particularmente sensivel ao movimento molecular do vetor da ligacdo NH da cadeia

principal, o qual é perturbado no contexto da interacdo com o ligando, tratando o
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movimento de cada vetor de forma independente do movimento rotacional global da

molécula.

Os parametros medidos para este estudo sdo normalmente a taxa de relaxacdo
longitudinal (R1=1/T1) e a taxa de relaxac¢do transversal (R,=1/T;), bem como o efeito
HetNOE, e os quais podem ser extraidos a partir da analise de espetros de H-1°N-
HSQC*42, Estes parametros, quando medidos a dois campos magnéticos diferentes,
permitem obter parametros com uma maior precisdo e uma maior informacdo acerca
de movimentos locais numa escala de tempo contida entre os ps e os nanossegundos
(ns). A andlise de estes dados usando o modelo desenvolvido por Lipari e Szabo permite
avaliar a existéncia de alteracdes na dindmica local da proteina aquando a unido de um
ligando, extrair informacao acerca do tamanho e da forma aparente da proteina e da
existéncia ou ndo de estrutura quaternaria de uma proteina. Com os dados de dindmica
é possivel, através da média da razdo Ry/Ri dos residuos NH da proteina, retirar
informacdes sobre o movimento global de uma proteina, ou seja, o tempo de
correlagdo, 1., (tempo médio que uma molécula demora a girar um radiano sobre um

eixo) da proteina e se ele se altera ou ndo na presenca do ligando®%43,

Os fendmenos de relaxacdo de uma proteina em RMN sdo controlados pelos
movimentos existentes das moléculas em solucdo. As taxas de relaxacdo longitudinal,
R1, e transversal, Ry, sdo sensiveis aos movimentos internos na ordem dos ps e do ns,
onde predominam as interacdes dipolo-dipolo resultantes das flutuacdes do vetor de
ligacdo NH em relagdo ao campo magnético permanente (a relaxacdo é dominada pelo
protdo devido a sua distancia do 4tomo de azoto) e também da anisotropia do desvio
guimico devido a presenca do grupo amida que é restringido no seu movimento. Para
além disso, a taxa de relaxacdo R, é também sensivel a movimentos mais lentos na
ordem dos milissegundos (ms) a microssegundos (us), conhecidos por movimentos de
permuta quimica, que alteram a conformacdo de residuos da proteina numa escala de

tempo que resulta numa alteracdo do valor de R, medido.

Por fim, o valor de HetNOE permite inferir acerca do nivel das flutuagdes existentes na

ordem dos ps a ms do vetor da ligacdo NH da cadeia peptidica e é caracterizado por um
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valor entre 0 e 1, sendo um valor mais alto relacionado com uma maior restricdo dos

movimentos e um valor mais baixo com uma maior liberdade de movimentos.

A partir dos dados de Ri, R e HetNOE torna-se possivel, a partir do Model-Free,
determinar movimentos que ocorrem numa escala de tempo rdpida e os quais podem
ser descrito por trés parametros: o tempo de correlagdo global da molécula, o tempo de
correlacdo local e o pardmetro S%, que compara a ordem entre estes dois tempos de
correlagdo, tomando valores entre 0 e 1, e onde os valores mais baixos significam uma

maior amplitude de movimentos locais.

1.12- Estudos prévios realizados sobre a MGL

O reconhecimento molecular de glicanos contendo a unidade GalNAc por parte da
lectina MGL tem sido objeto de estudo do grupo de investigacdo (Bio)Molecular

Structure and Interactions by NMR 284445,

Recentemente, estudou-se o reconhecimento molecular do ponto de vista da proteina
de diferentes glicanos contendo a unidade GalNAc, incluindo o glicésido de metilo da N-
acetilgalactosamina (a-MeGalNAc), e outros ligandos, tais como, o antigénio do grupo
sanguineo do tipo A, o antigénio Forssman e as estruturas derivadas de

glicoesfingolipidos, tais como, o GM2 e asialo GM2 (Figura 5)*.

Antigénio do grupo sanguineo do tipo A Antigénio Forssman
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Figura 5: Estrutura quimica dos ligandos reconhecidos pela MGL anteriormente estudados e as suas
respetivas representa¢des esquematicas.

16



Numa primeira fase realizou-se a atribui¢cdo dos sinais do espetro de 'H,*>N-HSQC da
cadeia principal dominio CRD da MGL (MGL-CRD) na forma livre e complexada com o
ligando a-MeGalNAc. Este procedimento foi essencial por diferentes motivos: 1) devido
ao aparecimento de novas ressonancias no espetro, na presenc¢a de a-MeGalNAc, e 2)
devido ainteracdo com o ligando ocorrer em regime de permuta lenta. Apds a atribuicao
dos sinais dos residuos da proteina em ambos os estados, foi possivel determinar a

regido da proteina mais afetada pela presenca do ligando a-MeGalNAc.

Examinando os espetros de 'H,’°>N-HSQC do dominio MGL-CRD, na forma livre e na
presenca do ligando a-MeGalNAc, é possivel observar o aparecimento de 11 residuos
pertencentes ao CRD da MGL que ndo existiam no espetro do MGL-CRD sua forma livre.
Estes residuos correspondem aos aminodcidos: D270, G272, H274, G275, L276, D288,
N292, D293, D294, V295 e a R298 (Figura 6, aminoacidos marcados com *). Foi também
detetado, do espetro de 'H,>N-HSQC do dominio MGL-CRD na forma livre para a forma
complexada, um aumento da intensidade de varias ressonancias. Este resultado indica

uma alteracdo na dindmica da proteina aguando da adicdo do ligando.
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Figura 6: Espetro de 'H,>N-HSQC do dominio MGL-CRD na auséncia (preto) e na presenca de a-MeGalNAc
(vermelho). Os sinais indicados com um * representam os residuos que apareceram na presenga de a-
MeGalNAc e os que ndo contém um * indicam aqueles que foram identificados no estudo de CSP.
Adaptado de Diniz et al.*®
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Para além disso, a partir da andlise de CSP demonstrada na figura 7, foram detetados
também diversos residuos que sofreram alteragdes do seu desvio quimico na presenca
do ligando a-MeGalNAc, entre os quais os residuos A235, Y236, K264, Q267, D269,
W271, G277, G278, G279, E280, H286, C296, Q297 e H301.
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Figura 7: Histograma do CSP do dominio MGL-CRD na presenga de a-MeGalNAc. As barras a vermelho
identificam os residuos considerados como significativos na perturbagdo da estrutura do MGL-CRD na
presenca do ligando. As duas linhas a cinzento e a tracejado representam os valores de Abcomb que
discriminam os residuos que induzem uma forte ou moderada perturbagdo no desvio quimico. A primeira
linha foi marcada a um valor de 0,08 ppm (perturbagdo moderada) e a segunda a 0,15 ppm (perturbagdo
forte). Adaptado de Diniz et al.*

Todos os residuos afetados pela presenca a-MeGalNAc foram entdo mapeados no
modelo 3D da MGL, previamente gerado pelo grupo (Figura 8). O modelo 3D usado é
um modelo de homologia gerado a partir do CRD da lectina asialoglicoproteina, a qual
partilha cerca de 73% de homologia em termos de sequéncia primaria com a MGL-CRD,

e do qual existe estrutura de cristalografia (PDB: 1DV8).#®

‘ ' Q‘,\ C-Terminal )

. N-Terminal

Figura 8: Mapa da interagdo da MGL-CRD com o ligando a-MeGalNAc. Este mapa inclui os residuos que
aparecem e os que foram identificados através da andlise de CSP. Adaptado de Diniz et al.*®
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A Figura 8 mostra que uma grande regido da proteina é perturbada pela presenca do
ligando. A regido perturbada é muito mais extensa e vai para além do motivo de
reconhecimento definido pelos trés aminoacidos QPD (Q267 e D269 na sequéncia). Este
resultado indica que o MGL-CRD na forma livre é uma estrutura altamente dinamica,
adotando diversas conformacdes (ndo detetaveis por RMN), e que o ligando induz fortes
alteragGes na estrutura e dinamica do dominio MGL-CRD. De salientar que a grande
maioria dos sinais perturbados pertencem a regido do loop 5, seguido de alguns
aminodcidos pertencentes aos loops 6 e 7. Em particular, o aparecimento de cinco
residuos pertencentes ao loop 5, aguando da presenca do ligando, permite considera-lo
como uma regido muito flexivel e de grande importancia no fendmeno de

reconhecimento pelo dominio MGL-CRD.

Foi também estudado anteriormente, do ponto de vista do ligando, a interacdo entre a
MGL ( MGL-FL, do inglés MGL-full lenght,) e o ligando a-MeGalNAc utilizando a técnica
de STD e também de dinamica molecular (MD, do inglés Molecular dynamics), utilizando
o modelo de homologia criado para o CRD da MGL, tendo sido propostos dois modos de
ligacdo para o ligando a-MeGalNAc (modo A e modo B), onde o anel do ligando a-
MeGalNAc pode assumir duas orientacbes possiveis no sitio de unido da proteina *.
Apenas assumindo a presenca de dois modos de ligacao foi possivel interpretar os
resultados de STD. Contudo, os dados recentes de H,">N-HSQC n3o sdo suficientes para
identificar a existéncia de ambos os modos de unidao nem permitem inferir qual deles

poderd existir maioritariamente em solucdo.

Como foi dito anteriormente, mais recentemente estudou-se o reconhecimento do
dominio MGL-CRD, utilizando experiéncias de RMN que permitem analisar, do ponto
de vista da proteina, a interagdao entre dominio MGL-CRD e alguns ligandos mais
complexos®, tais como, o antigénio do grupo sanguineo do tipo A, o antigénio Forssman
e estruturas derivadas de glicoesfingolipidos, tais como, o GM2 e asialo GM2.
Analisando os espetros de 'H,’>N-HSQC do dominio MGL-CRD na presen¢a dos novos
ligandos e comparando-os com o espetro de 'H,>N-HSQC na presenca da referéncia a-
MeGalNAc foi possivel calcular CSPs e observar diferencas no estado unido do dominio

MGL-CRD consoante o ligando em estudo (Figura 9).
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O antigénio do grupo sanguineo do tipo A mostrou-se ser o ligando mais parecido com
o a-MeGalNAc, ndo tendo sido detetadas diferencgas significativas de desvio quimico
entre os 'H,>N-HSQCs do dominio MGL-CRD unido a estes dois ligandos. Por outro lado,
o antigénio Forssman mostrou na analise de CSP, com respeito ao ligando a-MeGalNAc,
uma perturbacdo nos residuos H274, L276 e G279 (todos pertencentes ao loop 5).
Contudo, os valores de CSP mais significativos foram apresentados para os ligandos GM?2
e asialo GM2. Em particular com estes ligandos foram observadas diferencas
significativas nos residuos K264, Q267, D269, H274, W291, V295 e Q297, na presenca
do ligando GM2, e nos residuos K264, Q267, H274, H286 e W291, aquando da presenca

do ligando asialo GM2.
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Figura 9: Histograma do CSP obtido entre os espetros de 'H,>N-HSQC dos complexos de MGL-CRD na
presenca dos varios ligandos estudados e o espetro de H,*>N-HSQC do complexo MGL-CRD/a-MeGalNAc.
A vermelho encontram-se assinalados os residuos que apresentavam CSP mais elevado (> 0.05 ppm).
Adaptado de Diniz et al.*®
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O reconhecimento molecular dos mesmos ligandos pelo CRD da MGL foi também
investigado do ponto de vista do ligando, com recurso a técnica de STD. O ligando do
grupo sanguineo do tipo A apresentou apenas resultado de STD para a unidade GalNAc,
o que estd em concordancia com os resultados de CSP. Os outros ligandos, em particular
os ligandos GM2 e asialo GM2, mostraram que os outros residuos, incluindo a unidade
redutora, estdao também envolvidos no reconhecimento molecular por parte do CRD da

MGL.

O modelo 3D dos diferentes complexos foi também gerado por MD, utilizando o modelo
de homologia anteriormente usado para o ligando a-MeGalNAc. Ao contrario dos dois
modos de ligacdo detetados para o ligando a-MeGalNAc, apenas um dos modos de
ligacdo se mostrou estdvel o suficiente para a criagdo do complexo MGL-CRD com os
novos ligandos, devido a existéncia de diversos impedimentos estereoquimicos entre a
proteina e os novos ligandos. As estruturas 3D geradas sdao estdveis e compativeis com
os dados experimentais de CSP e de STD. Em suma, estes resultados demonstram que a
estrutura do CRD permite acomodar diferentes ligandos contendo a unidade de GalNAc,
e que esta é bastante sensivel a estrutura do ligando em questdo. Esta conclusdo
relaciona-se também com resultados obtidos anteriormente pelo grupo* e onde tinha
sido identificado que os aminoacidos em torno do antigénio Tn (GalNAc-Ser/Thr),
usando um glicopéptido derivado da proteina mucina-1 (MUC1), recebem resposta de
STD (Figura 10). Esta evidéncia parece demonstrar que pelo menos os aminodcidos

localizados em torno do antigénio Tn estabelecem interacdes com o dominio MGL-CRD.

o
HGVTSAPDTRPAPGSTAPPA

% STD 0 L {

100-75% 75-55%  55-35%  35-10%  10-0%

Figura 10: Experiéncia de STD do glicopéptido Tn-T8 MUC1. Os valores de % de STD encontram-se
representados na estrutura por circulos com a cor correspondente a sua % de STD recebida. Adaptado de
Marcelo et al.**
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2- Objetivos

A glicosilacdo aberrante é uma das principais caracteristicas das células cancerigenas
que contribuem para a sua capacidade de evadir e diminuir a resposta do sistema
imunitario no cancro. Através da interacdo entre determinados antigénios presentes nas
superficies das células tumorais e lectinas presentes em células do sistema imunitario,
as células cancerigenas conseguem modular o tipo de resposta que é despoletada pelas
células do sistema imunitdrio. Neste contexto, a lectina MGL é uma lectina presente nos
macrofagos e nas células dendriticas imaturas, a qual reconhece especificamente
residuos de GalNAc, normalmente presentes em células tumorais, em glicoproteinas das
células T e em agentes patogénicos. Diversos estudos realizados indicam que a MGL tem
a capacidade de modelar a resposta imunitaria das células do sistema imune, num
ambiente de reconhecimento de agentes invasores ou num ambiente tumoral, através
da interagdo com ligandos contendo a unidade de GalNAc. Desta forma a elucidagao do
mecanismo de reconhecimento molecular a nivel atdmico da MGL frente a distintos
ligandos contendo a unidade GalNAc é crucial para se compreender a resposta
imunolégica desencadeada pela MGL bem como ajudar no desenvolvimento de
miméticos que possam interferir na interagdo MGL/GalNAc e assim modular a resposta

imune.

O presente trabalho é inspirado nos resultados recentes do grupo com a proteina MGL
e teve como objetivo principal investigar o reconhecimento molecular de distintos
ligandos, contendo a unidade GalNAc com distintas apresentac¢des, por parte do
dominio MGL-CRD, com recurso a técnica de RMN. O trabalho envolveu dois estudos

distintos e como tal a presente tese estd dividida em dois capitulos.

Na primeira parte investigou-se o mecanismo de reconhecimento molecular do MGL-
CRD frente a diferentes glicopéptidos derivados da proteina MUC1 (Figura 13), contendo
o antigénio Tn (GalNAc-Thr) em distintos locais de glicosilacdo do péptido com o objetivo
de determinar o papel do péptido no reconhecimento molecular. Em detalhe, através
da andlise detalhada dos espetros de !H,>N-HSQC, pretendeu-se identificar a
contribuicdo da sequéncia peptidica na apresentacdo do antigénio Tn ao dominio MGL-

CRD e consequentemente o nivel de interagdes que existe entre o péptido e a proteina.
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A segunda parte do trabalho teve como base os estudos recentemente publicados pelo
grupo, os quais claramente indicaram que o MGL-CRD é altamente flexivel e dinamico.
Com isto, neste trabalho, iniciou-se o estudo da dinamica molecular da cadeia principal
do dominio de MGL-CRD por RMN, na auséncia e presenc¢a de a-MeGalNAc, bem como
na presenca dos ligandos previamente estudados e ilustrados na figura 5. Técnicas de
relaxacdo baseadas em '°N foram aplicadas com o intuito de detetar eventuais
alteragdes na dinamica dos residuos do CRD da MGL dependendo do contexto do

ligando.
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3-Métodos e Procedimento Experimental

3.1-Expressao e Purificagdo do dominio MGL-CRD

uniformemente marcada em °N
O procedimento experimental foi realizado com base no protocolo publicado

anteriormente3?, com algumas diferencas apresentadas neste capitulo.

O gene contendo a regido da MGL-CRD correspondente aos residuos Q181-H316 foi

subclonado no vetor de expressdo pET21a pela NZYTech (Anexo 7.1).

3.1.1-Producao de células de E. coli competentes

Cresceram-se células de Escherichia coli (E. Coli) BL21 (DE3) em placas de Petri com meio
LB Agar (Anexo 7.2) durante aproximadamente 16 h a 37°C (incubadora Orbital Shaker
ES-20). De seguida, inoculou-se uma coldnia isolada em meio LB (Anexo 7.2) e deixou-
se a crescer durante, aproximadamente, 16 h a 37°C a 190 rpm (incubadora Orbital
Shaker ES-20). A cultura foi diluida numa razao 1:100 em meio LB e as células cresceram
durante 2 h a37°C com 190 rpm até atingirem uma ODesoonm de 0,6 a 0,8. Recuperaram-
se as células por meio de uma centrifugacdo a 4000 rpm durante 5 min a 4°C (Centrifuga
5804R eppendorf, rotor F-34-6-38). As células foram ressuspendidas em 15 mL de MgCl,
0,1 M frio. Procedeu-se a sua centrifugacdo a 4000 rpm durante 5 min a 4°C, descartou-
se o sobrenadante e ressuspendeu-se em 15 mL de CaCl; 0,1 M, em gelo. Por fim, as
células foram novamente recuperadas e ressuspendidas em 5 mL de CaCl, 0,1 M e

glicerol 30%. Foram feitas aliquotas e armazenadas a -80°C.

3.1.2-Transformacgao de células de E. coli competentes

Pipetou-se 1 uL do DNA contendo o gene da proteina MGL-CRD em 50 pL de células E.
coli BL21 (DE3) competentes e incubou-se durante 15 min em gelo. De seguida as células
foram submetidas a um choque térmico a 42°C durante 40 s (AccuBlock ™ Digitar Dry
Bath, Labnet International, Inc.) e incubadas novamente em gelo durante 15 min.
Adicionaram-se 500 uL de meio LB a cultura de células e incubou-se a 37°C durante 1 h.
Seguidamente, as células foram centrifugadas a 14000 rpm durante 30 s e descartou-se

o sobrenadante. Inocularam-se, aproximadamente, 50 pL de células de E. coli
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recombinantes numa placa de Petri contendo um meio LB agar com 100 pg/mL de

ampicilina e incubou-se a 37°C durante aproximadamente 16 h.

3.1.3-Expressao e purificagdo da MGL-CRD isotopicamente

marcada com °N

A MGL-CRD foi sobrexpressa em células E. Coli BL21 (DE3) que cresceram em meio
minimo M9 (Anexo 7.2) suplementado com >NH4Cl e induzido com IPTG 1 mM a 25°C
durante, aproximadamente, 16 h a 190 rpm. Posteriormente, o meio de cultura foi
centrifugado a 6000 rpm durante 12 min a 4°C (Centrifuga Avanti J-26 XPl Beckman

Coulter, rotor JA-10) e foi recolhido o pellet com o conteudo celular.

O pellet contendo as células foi ressuspendido em tampao Tris-HCl 50 mM, NaCl 150
mM, a pH 8 e a lise das células foi realizada com recurso a técnica de sonica¢do. Efetuou-
se a sonica¢do com 10 ciclos de 1 min on/off com uma amplitude de 80% em gelo
(sonicadora Hielscher Ultrasound Technology UP100H). De seguida o lisado foi
centrifugado a 11000 rpm durante 15 min a 8°C, o sobrenadante foi descartado e foi

recolhido o pellet, devido a expressdo da proteina ocorrer em corpos de inclus3do.

Os corpos de inclusdao foram ressuspendidos em tampao Tris-HCL 50 mM, NaCl 150 mM,
EDTA 10 mM e Triton X-100 0,5% a pH 8, e recuperados por meio de uma centrifugacdo
a 11000 rpm durante 15 min a 8°C e este procedimento foi repetido duas vezes,
descartando-se o sobrenadantes ambas as vezes. Posteriormente, os corpos de inclusdo
foram ressuspendidos em H;0 desionizada e recuperados por meio de uma
centrifugacdo a 11000 rpm durante 15 min a 8°C. Por fim, os corpos de inclusdo foram
solubilizados em NH4OH 2 M em agitacdo durante 3,5 h. Apds este periodo, a solucdo
dos corpos de inclusdo solubilizados foi dialisada contra uma solugdo tampao Tris-HCI
10 mM, NaCl 75 mM e CaCl; 20 mM a pH 7,5 durante, aproximadamente, 16 h (fita de
didlise SnakeSkin® Dialysis tubing 7K MWCQO). As solucdes foram recolhidas da didlise e

centrifugadas a 19000 rpm durante 30 min a 8°C.

Finalmente, procedeu-se a purificacdo da proteina MGL-CRD por cromatografia de
afinidade (AKTA start), sendo utilizada uma coluna de afinidade de lactose (a-Lactose-

Agarose Sigma Aldrich L7634). O sobrenadante resultante da centrifugacdo foi entdo

27



injetado na coluna. A coluna foi lavada com tampao de lavagem Tris-HC| 10 mM, NacCl
75 mM e CaCl;20 mM a pH 7,5 durante 50 mL. Para eluir a proteina foi usado o tampao
de eluicdo Tris-HCI 10 mM, NaCl 75 mM, CaCl; 20 mM e 150 mM de lactose a pH 7,5. As
fragcOes eluidas contendo a proteina foram sujeitas a uma cromatografia em coluna de
desalting (HiTrap™ Desalting, GE Healthcare), seguida de um passo de didlise contra a

solucdo de Tris-HCl 10 mM, NaCl 75 mM, CaCl,20 mM a pH 7,5.

Por ultimo, as fragdes dialisadas contendo o dominio MGL-CRD sofreram um passo de

concentragdao em que foram utilizados concentradores (Vivaspin 4 Turbo 10k MWCO).

A monitorizagdo da expressdao e purificagdo do dominio de MGL-CRD foi realizada
através da técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida em condicdes
desnaturantes, em particular na presenca de dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE). A
corrida foi realizada com um gel a 10% de acrilamida durante 45 min a uma voltagem
constante de 180 V com a amperagem a variar (Bio-Rad). Em anexo estdo descritas as
solucGes usadas na preparac¢do do gel de concentracdo e do gel de separacdo e também

dos tampodes de corrida (Anexo 7.3).

3.2- Espetroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear
As experiéncias de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foram realizadas no
espectrometro Bruker Avance Il de 600 MHz equipado com uma crio-sonda de tripla

ressonancia.

3.2.1- Interagdao da MGL-CRD com os diferentes glicopéptidos

As interacdes entre a MGL-CRD com os diferentes ligandos foram analisadas através da
aquisicdo de espetros H,>N-HSQC da proteina MGL-CRD, isotopicamente marcada com
>N, no estado livre e no estado complexado com os diferentes ligandos. Os espetros
'H,>N-HSQC foram adquiridos com uma resolucdo de 2048 X 128 pontos, com 32 scans
e uma janela espectral de 9615,4 Hz (centrado a 600,13 MHz) em 'H por 1946,2 Hz

(centrado a 60,82 MHz) em '°N. Os espetros adquiridos foram processados no programa

28



Bruker TopSpin 4.0.6 (Bruker) e analisados no programa Cara 1.9.1.5* e CcpNMR
Analysis 2.4.48

Todas as experiéncias foram realizadas em tampao Tris-HCl 10 mM, NaCl 75 mM, CaCl,
20 mM a pH 7 a uma temperatura de 293K. Todos os estados complexados foram
estudados com uma razdo de 1:2 proteina: ligando, com uma concentra¢ao de MGL-CRD
de 100 puM, 90 uM e 200 uM no caso dos complexos MGL-CRD/a-MeGalNAc, MGL-
CRD/Tn-Thr e MGL-CRD/Tn-T3 MUC1, Tn-T15 MUC1 e Tn-T3/T15 MUC],
respetivamente. O espetro de 'H,’>N-HSQC da MGL-CRD no estado livre foi adquirido

antes de cada adi¢ao de ligando.

3.2.2- Experiéncias de dinamica da MGL-CRD: Estudos de

Heteronuclear NOE, R; e R,

As experiéncias de dinamica da MGL-CRD HetNOE, R; e R, foram realizadas com a
proteina MGL-CRD a 200 puM no estado livre e na presenca de diferentes ligandos,
nomeadamente a-MeGalNAc, antigénio do grupo sanguineo do grupo A, antigénio
Forssman, GM2 e asialo GM2, com uma razdo de 1:10 proteina: ligando, em tampao

Tris-HCI 10 mM, NaCl 75 mM, CaCl20 mM a pH 7,4 a uma temperatura de 293K.

Os espetros de HetNOE foram adquiridos com um tempo de relaxa¢ao entre scans de 5
s, numa matriz de 2048 X 256 pontos, com 32 scans e uma janela espectral de 9615,4

Hz (centrado a 600,13 MHz) por 1946,2 Hz (centrado a 60,82 MHz).

As experiéncias de R1 e de R, foram adquiridas como uma experiéncia pseudo-3D, onde
foram adquiridos um conjunto de espetros 2D 'H,>N- HSQC onde se variou o tempo de

relaxacdo para cada um dos espetros 2D 'H,>N- HSQC.

Foram adquiridos, para a determinacao da taxa de relaxacdo R1, um conjunto de quinze
espetros com os tempos de relaxacdo de 0,002 s, 0,050s, 0,100s, 0,200s, 0,300 s, 0,450
s,0,600s,0,800s,15s,1,25,1,5s¢e1,8s. Os espetros foram adquiridos numa matriz de
2048 X 128 pontos com 32 scans, com um tempo de relaxacdo entre scans de 1,5 s e
uma janela espectral de 9615,385 Hz (centrado a 600,13 MHz) por 1946,168 Hz
(centrado a 60,82 MHz).
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Para a determinacdo da taxa de relaxa¢do R foram adquiridos um conjunto de quinze
espetros com os tempos de relaxacao de 0,0169 s, 0,0338 s, 0,0507 s, 0,0676 s, 0,0845
s,0,1014 5,0,1183 5, 0,1352 5, 0,1521 5, 0,1690 s, 0,1859 5, 0,2028 5, 0,2197 5, 0,2366 S
e 0,2535 s, adquiridos por uma ordem alternada para evitar o aquecimento da amostra.
Os espetros foram adquiridos com uma resolucdo de 2048 X 128 pontos, 32 scans, com
um tempo de relaxacdo entre scans de 1,5 s e uma janela espectral de 9615,4 Hz

(centrado a 600,13 MHz) por 1946,2 Hz (centrado a 60,82 MHz).

Os espetros adquiridos foram processados no programa Bruker TopSpin 4.0.6 (Bruker)
com o mesmo fator de intensidade (nc_proc) e analisados no programa Cara 1.9.1.5, de
onde foram retirados os valores de intensidade para o calculo dos valores de NOE, de R
e de Ry. O programa Relax foi utilizado para realizar o ajuste das curvas de intensidades

necessario para estimar os valores de Ry, R; e para o célculo do valor de HetNOE.*.

3.2.3- Andlise 'H,’>N-HSQC do MGL-CRD unido a diferentes

ligandos: Determinagao da perturbacao do desvio quimico (CSP)

O cdlculo do CSP é uma das principais metodologias utilizadas para estudar interagdes
proteina:ligando. Para determinar quais os residuos de NH que tém uma maior alteracao
no seu desvio quimico devido a presenca de ligando, procedeu-se ao calculo do valor de
desvio do desvio quimico combinado (A&cms), um valor que melhor representa a
diferenca do desvio quimico de cada um dos residuos, na presenga do ligando, em
relacao ao desvio quimico obtido na auséncia do mesmo. O valor de Adcomb € calculado

com base na equacdo 1%:

A8comp =/ (A81)? +/(0.146y)2 (equacgio 1)

onde Aby e Abn representam a diferenca do sinal do desvio quimico do protdo e azoto,
respetivamente, obtido no espetro da forma complexada com o desvio quimico do sinal
correspondente na auséncia de ligando. Para classificar os residuos quanto ao seu grau
de interacdo com os ligandos em estudo, delimitou-se dois valores de A&coms, 0 valor de
0,15 ppm, para os residuos que mais sdo alterados, e um valor entre 0,08 e 0,15 ppm,

para aqueles que sofrem uma perturbacdo significativa, mas ndo tao elevada.
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3.2.4-Analise da dinamica molecular do MGL-CRD unido a

diferentes ligandos: HetNOE, R; e R;

Na técnica de HetNOE adquirem-se dois espetros 2D 'H,N-HSQC: na auséncia de
saturacdo (espetro referéncia), e na presenca de saturacdo dos nucleos de *H (espetro
saturado). De seguida, extraem-se os valores de intensidade dos sinais no espetro de

'H,>N-HSQC e o valor de NOE é calculado com base na equagdo 2°%:

NOE = IIS—‘” (equacdo 2)
ref

Com base nesta equacdo, o valor de 1 refere-se aos residuos que menos movimentos
locais sofrem e o valor de 0 corresponde a residuos extremamente moéveis e flexiveis.
Os valores de incertezas das intensidades para cada espetro foram definidos como o
valor da raiz do valor quadratico médio (RMS) de trés medicGes do valor do ruido em
zonas diferentes do espetro. As intensidades e os valores das incertezas foram extraidos
usando o programa Cara 1.9.1.5. Por ultimo foi utilizado o programa Relax, onde se
calculou os valores de HetNOE para cada residuo e o seu erro associado com recurso a

simulagdes de Monte-Carlo executadas pelo mesmo.

A determinacdo dos valores de Ri1 e de R, requere a aquisicdo de um conjunto de
espetros em que é variado o tempo de relaxacdo, ajustando depois os valores das
intensidades de cada residuo as equac¢des exponenciais, equacdes 3 e 4, de onde sdo

retirados os valores de R; e R»*°:

I =1,(1- e%) (equacdo 3)

=T
I = IyeRrz (equagdo 4)
onde | representa a intensidade de um residuo no tempo de relaxac¢do T, e lorepresenta

o valor de intensidade do mesmo residuo em equilibrio.

As equacdes 3 e 4 foram utilizadas e ajustadas por intermédio do programa Relax °,
onde foram inseridos os valores das intensidades de cada um dos residuos em cada

tempo de relaxacao retirados a partir do programa Cara 1.9.1.5, assim como os valores
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das incertezas dos mesmos. De forma semelhante ao calculo dos valores de NOE, o
programa Relax permitiu também calcular o erro associado as medigdes com o uso do

modelo de Monte-Carlo.

3.2.5- Determinag¢ao do tempo de correlagao a partir da razao

R2/R1

O tempo de correlacdo da MGL-CRD na forma livre e na presenca dos seus ligandos foi

estimado a partir da razdo entre os valores médios estimados de R, e de R1%.

Para efetuar o cdlculo foi necessario analisar residuo a residuo pois nem todos os
residuos podem entrar para o calculo da média de R1 e Ra. Primeiro, os residuos que
apresentavam um valor de NOE < 0,65 foram excluidos porque demonstram uma grande
flexibilidade a nivel local. De seguida, foram também retirados todos os residuos que
demonstravam na sua dindmica uma ocorréncia substancial de permuta quimica na

escala de tempo de ps a ms, designado por Rex, com base na condicdo da equacio 5>

(T2)~Ton _ (T1)-Tin
(T2) (Ty)

> 1.5 X 0 (equacgdo 5)

em que (T, ) e (T,) é a média dos valores de T1 (1/R1) e T2 (1/R2) para cada ligando, T2,n é
o valor do residuo n em estudo e sigma ( 0 ) é o desvio-padrdo calculado da equagdo em

cima.

Apds a exclusdo dos residuos que ndo satisfazem estas condicdes, é feita a média dos

valores da razdo R2/R; e obtido o valor estimado de t..
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4- Analise e Discussao de Resultados

4.1.-Expressao e Purificacao da MGL-CRD isotopicamente

marcada com °N

A expressdo do CRD da MGL humana marcado com *°N realizou-se em células de E. Coli.
Contudo, uma vez que o dominio da MGL-CRD é expresso em corpos de inclusdo, foi
necessario proceder a sua solubilizagdo (ver secgao 3.1.3 — Expressao e purificagdo da
MGL-CRD isotopicamente marcada). Apds solubilizagdo com 2 M de NH40OH, a solugdo
foi dialisada em tampdo contendo CaCl, durante 16h (ver seccdo 3.1.3 — Expressao e
purificagdo da MGL-CRD isotopicamente marcada). De seguida, efetuou-se a purificacdo
do MGL-CRD soluvel por cromatografia de afinidade, em que foi utilizada uma coluna de
agarose a-lactose. O dominio de MGL-CRD contém afinidade para a molécula de lactose
imobilizada na coluna, o que permite entdo a sua separacdo de outras proteinas, uma
vez que fica adsorvida na coluna. Apds um passo de lavagem da coluna com o tampao
de eluicdo, o passo de injecdo da solucdo contendo o dominio de MGL-CRD e a passagem
do tampao de lavagem, a eluicdo do dominio de MGL-CRD foi realizada pela passagem
com o tampado de eluicdo, que contém 150 mM de lactose (Figura 11). Deste modo, a
lactose ao competir com os residuos de lactose imobilizados na coluna, faz com que o
dominio de MGL-CRD seja eluido e removido da coluna®2. O passo de cromatografia de
afinidade de lactose permite diferenciar entre MGL-CRD funcional, a qual apresenta
afinidade para a coluna, e ndao-funcional, que ndo mostra afinidade para a coluna. A
proteina ndo-funcional é eluida mais rapidamente que a proteina funcional (com

afinidade para lactose).
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Figura 11: Cromatograma da cromatografia de afinidade. O pico correspondente a eluicdo do dominio de
MGL-CRD encontra-se assinalado a vermelho. O tampao de elui¢do é composto por Tris-HCl 10 mM, NaCl
75 mM, CaCl220 mM e 150 mM de lactose a pH 7,5.

De seguida, as fracdoes de eluicdo separadas na cromatografia de afinidade que
continham a MGL-CRD foram sujeitas a uma coluna de desalting e a um processo de
didlise com o intuito de remover toda a lactose presente (ver sec¢ao 3.1.3 - Expressado e

purificacdo da MGL-CRD isotopicamente marcada com °N).

Apds estes passos, a pureza da proteina foi analisada por eletroforese em gel de
poliacrilamida em condi¢des desnaturantes com SDS, SDS-PAGE (do inglés, sodium
dodecyl sulfate — polyacrilamide gel electrophoresis) onde foi possivel observar a banda
correspondente & MGL-CRD por volta dos 16 KDa (peso molecular estimado de 15,72
kDa para o MGL-CRD através da ferramenta ExPASy>3) (Figura 12). No gel podemos
observar uma banda por volta dos 35 kDa, a qual corresponde a possivel formacdo de
dimeros.

O rendimento da expressao foi calculado por espetroscopia UV/VIS , tendo por base a
lei de Lambert-Beer, usando o valor de coeficiente de extingdo molar (€) a 280nm de
63940 Mcm™ (retirado da ferramenta ExPASy)>3. O rendimento final obtido foi de 2,8

mg por litro de cultura.
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Figura 12: Gel de eletroforese (SDS-PAGE) da fragdo final de MGL-CRD apés purificagdo. No gel observa-
se uma banda correspondente ao peso molecular do dominio MGL-CRD e também uma banda
correspondente ao peso molecular equivalente a uma possivel formagao de dimeros do dominio MGL-
CRD. Os marcadores de pesos moleculares NZYColour Protein Marker Il encontram-se no pogo
identificado com a letra M.
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4.2-Estudos de interacdo da MGL-CRD com glicopéptidos

cancerigenos por RMN

A participagao da lectina MGL no reconhecimento molecular de estruturas cancerigenas
O-glicosiladas, nomeadamente a sua interagdo com o antigénio Tn (GalNAc-Thr/Ser),

parece conduzir a uma supressdo da resposta imunitaria no cancro?.

As mucinas, proteinas transmembranares altamente glicosiladas, sofrem um aumento
da sua expressao em células tumorais o qual é acompanhado por uma alteragao no
padrdo da glicosilacio e de onde surgem diversas estruturas de O-glicosilagdo
ramificadas como, por exemplo, o antigénio Tn reconhecido pela MGL. A mucina-1
(MUC1) é uma glicoproteina em que o dominio extracelular contém um dominio de 20
aminodcidos repetido multiplas vezes (dominio TR, GVTSAPDTRPAPGSTAPPAH). Cada
dominio TR contém trés treoninas e duas serinas perfazendo um total de cinco locais de
O-glicosilagdo possiveis (identificados a negrito na sequéncia). A presencga do antigénio
Tn em células tumorais indica uma maior probabilidade de metdstases e parece estar
relacionado com um pior progndstico®®. Devido a isso, é imperativo estudar as
interagdes moleculares que estdao na base do reconhecimento molecular dos
glicopéptidos derivados MUC1 que contém o antigénio Tn (Tn-glicopeptidos) e a lectina

MGL.

Neste trabalho, estudaram-se quatro ligandos (Figura 13), um contendo apenas o
aminodacido treonina glicosilado com o residuo de GalNAc (Tn-Thr), dois péptidos Tn-
monoglicosilados (Tn-T3 e Tn-T15) e um péptido Tn-diglicosilado (Tn-T3, T15). Com esta
selecdo de ligandos pretendeu-se estudar o papel da sequéncia peptidica e da densidade
do antigénio Tn no processo de reconhecimento molecular de derivados da MUC1,

aberrantemente expressos no cancro, por parte da MGL.

De forma alcancar este objetivo, foram adquiridos espetros de *H,>N-HSQCs do dominio
de MGL-CRD na auséncia e presenca dos ligandos e monitorizadas as alteracdes através
da andlise da perturbacdo do desvio quimico (CSP) (ver secc¢do 3.2.3 - Andlise 'H,>N-
HSQC do MGL-CRD unido a diferentes ligandos: Determina¢ao da perturbacdo do desvio
guimico (CSP)).
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Figura 13: Estruturas quimicas do ligando Tn-Thr e dos glicopéptidos da MUC1 contendo o antigénio Tn.

4.2.1- MGL-CRD complexado com Tn-Thr

Primeiramente, efetuou-se o estudo do ligando Tn-Thr (Figura 13). Através do cdlculo
do CSP entre os espetros de H,”>N-HSQCs do dominio MGL-CRD na forma livre e
associada a Tn-Thr, foi possivel determinar quais os residuos da proteina que sofriam

uma maior alteracdo na presenca do ligando.

Ainteracdo entre o Tn-Thr e o dominio MGL-CRD ocorre num regime de permuta lenta,
a qual resulta na presenca de duas ressonancias correspondentes as formas livre e
complexada da MGL-CRD, e onde as intensidades correspondem as suas respetivas
populagdes em solucdo. Este comportamento estd em concordancia com os resultados
previamente publicados pelo grupo®. Comparando os espetros do dominio MGL-CRD
na auséncia e presenca do ligando Tn-Thr (razdo proteina: ligando 1:2), verificamos a
existéncia do aparecimento dos 11 residuos anteriormente identificados, na presenca
de a-MeGalNAc, nomeadamente os aminodacidos D270, Q272, H274, G275, L276, D288,
N292, D293, D294, V295 e R298 (Figura 14-A, assinalados a negrito). A andlise do CSP é
apresentada sob a forma de histograma (Figura 14-B), onde os valores de Abcomp S30
representados em func¢do da sequéncia peptidica (ver seccdo 3.2.3 - Anélise H,>N-
HSQC do MGL-CRD unido a diferentes ligandos: Determinacao da perturbacdo do desvio
quimico (CSP)). Dois valores de Adcomp (0,15 ppm e 0,08 ppm) foram considerados de
forma a discriminar entre os aminoacidos que sdo fortemente ou moderadamente
perturbados na presenca do ligando. Desta forma os residuos Y236, G279, H286 e C296,

bem como a cadeia lateral do residuo W271 demonstraram um valor superior de AScoms
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de 0,15 ppm’s, ou seja, mostraram uma maior perturbagdo sentida pela presenta do
ligando Tn-Thr. No intervalo de Abcomb superior a 0,08 ppm’s, mas inferior a 0,15 ppm’s
(moderadamente perturbados) foram identificados os residuos: A235, K264, Q267,
D269, W271, G277, G278, E280, C282, Q297 e a H301.
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Figura 14: Reconhecimento molecular do antigénio Tn-Thr pela MGL-CRD estudado por *H,>N-HSQC. A-
Sobreposi¢do dos espetros de H,*>N-HSQC do CRD MGL na forma livre (azul) e na presenca do ligando Tn-
Thr (vermelho) adquiridos a 600 MHz e 293 K. Os espectros foram adquiridos com uma concentragao de
MGL-CRD de 90 uM e de 180 uM de antigénio numa proporc¢do de proteina/ligando 1:2. Assinalados, a
negrito, encontram-se os residuos que surgiram na presenca do ligando Tn-Thr. Os residuos que
apresentaram uma perturbacdo de Adcomb significativo (> 0.08 ppm) também se encontram identificados
no espetro. B- Histograma com a andlise de CSP na presenca do ligando Tn-Thr. A linha a laranja e a linha
a cinzento representam os valores de AScomb para os residuos fortemente (> 0.15 ppm) e moderadamente
(0.08 ppm) perturbados, respetivamente.
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De forma a comparar os H,*>N-HSQC do dominio MGL-CRD, na presenca de Tn-Thr e a-

MeGalNAc, calcularam-se os CSPs entre os dois estados (Figura 15).

Perturbacéo do Desvio Quimico MGL-CRD/Tn-Thr vs MGL-CRD/a-
MeGalNAc
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Figura 15: Histograma da analise de CSP do complexo MGL-CRD/Tn-Thr utilizando como referéncia o complexo
MGL-CRD/a-MeGalNAc. Os residuos com maior valor de CSP encontram-se assinalados na figura.

Da analise do histograma concluimos que, a excecdo dos residuos H274, D294 e V295,
ndo sdo detetadas diferencas significativas nos restantes aminoacidos da proteina. Os
aminodcidos que se destacam (Figura 16) representam as diferencas no desvio quimico
detetadas entre as duas formas unidas da lectina. De um modo geral, podemos afirmar
gue o modo de unido do ligando Tn-Thr é semelhante ao a-MeGalNAc, induzindo

perturbacdes semelhantes ao a-MeGalNAc na estrutura do MGL-CRD.
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Figura 16: Sobreposi¢do das expansdes dos espetros de *H,>N-HSQC da MGL-CRD na presenca do ligando
a-MeGalNAc (azul) e do ligando Tn-Thr (vermelho) na regido dos residuos H274, D294 e V295.

Para interpretar estes dados experimentais, gerou-se o modelo 3D do complexo MGL-
CRD/Tn-Thr por dindmica molecular, seguindo um protocolo em tudo semelhante ao
descrito anteriormente pelo grupo®. Este trabalho for realizado em colaborac¢do com o
Prof. Doutor Francisco Corzana da Universidad de La Rioja em Logrofio. A figura 17
mostra uma das estruturas obtidas ao largo da dinamica molecular e onde os residuos
H274, D294 e V295 estdo assinalados a cor azul. Efetivamente, de acordo com o modelo,
estes residuos estdo espacialmente préoximos do aminoacido Thr formando um
potencial local para acomodar o aminoacido Thr. A analise dos dados de dinamica
molecular estd em curso, contudo podemos especular a formacdo de uma rede de

pontes de hidrogénio formada por esses residuos e a treonina do ligando.
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Figura 17: Modelo 3D de homologia do complexo MGL-CRD/Tn-Thr gerado por dindmica molecular. Os residuos a
azul (H274, D294 e C295) foram identificados pela anélise de CSP entre os complexos MGL-CRD/Tn-Thr e MGL-CRD/
a-MeGalNAc. A verde encontra-se representada a estrutura do ligando Tn- Thr.
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4.2.2.- MGL-CRD complexado com os monoglicopéptidos MUC1
Tn-T3 e MUC1 Tn-T15

Seguidamente, foram analisados os 'H,®N-HSQCs do MGL-CRD na presenca de dois
monoglicopeptidos contendo o antigénio Tn, o monoglicopéptido Tn-T3 e o

monoglicopétido Tn-T15 (Figura 18).

I_T3 T15

n
GVTSAPDTRPAPGSTAPPAHGVT GVTSAPDTRPAPGSTAPPAHGVT

Figura 18: Representa¢do esquematica dos dois monoglicopéptidos Tn-T3 e Tn-T15. O quadrado a
amarelo representa o agucar GalNAc.

Estes dois monoglicopéptidos diferem entre si no local de glicosilagdo do ligando
GalNAc, e como tal, na sequéncia peptidica a volta do residuo de GalNAc. Ou seja, sdo
estruturas adequadas para compreender em que medida a sequéncia peptidica da
MUC1 influencia no processo de reconhecimento molecular do antigénio Tn pela lectina
MGL. Os espetros de H,’>N-HSQC de MGL-CRD, na auséncia e na presen¢a de ambos os
monoglicopeptidos, encontram-se em anexo (Figura 34-A e 34-B no anexo 7.5). A analise
dos CSPs de ambos os glicopéptidos contendo a comparacdo entre o H,>N-HSQC do
MGL-CRD na forma livre e o 'H,>N-HSQC do dominio MGL-CRD unido a Tn-T3 ou Tn-T15

é apresentada em anexo na Figura 35-A e 35-B no anexo 7.6.

Posteriormente, foi realizada a comparag¢do dos 'H,'>N-HSQCs do dominio MGL-CRD
unido aos glicopéptidos Tn-T3 e Tn-T15 versus o *H,>N-HSQC do MGL-CRD unido ao

ligando Tn-Thr. Os histogramas obtidos sao apresentados na Figura 19 A e B.
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A Perturbacdo do Desvio Quimico MGL-CRD/Tn-Thr vs MGL-CRD/Th-T3
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Figura 19: Analise da interagdo dos monoglicopéptidos Tn-T3 e Tn-T15 com o dominio MGL-CRD. Diferengas com
respeito ao complexo MGL-CRD/Tn-Thr. A- Histograma da analise de CSP do complexo MGL-CRD/Tn-T3 utilizando
como referéncia o complexo MGL-CRD/Tn-Thr. B- Histograma da analise de CSP do complexo MGL-CRD/Tn-T15
utilizando como referéncia o complexo MGL-CRD/Tn-Thr. O valor de A8.,mp de 0.04 ppm foi considerado para
discriminar os residuos que sdo perturbados de forma significativa com respeito ao complexo MGL-CRD/Tn-Thr.

Foi considerado um valor de A&comp de 0,04 ppm para discriminar os residuos de MGL-
CRD, que devido a presenca dos monoglicopéptidos Tn-T3 e Tn-T15, sofriam uma
variacdo significativa no seu desvio quimico em relacdo ao complexo MGL-CRD/Tn-Thr.
Os residuos identificados aquando a presenga de Tn-T3 foram a Y236, T237, K264, Q267,
G275, L276, E280, H286, Q297 e H301. No caso do glicopéptido Tn-T15, foram
identificados os seguintes residuos: G233, A235, Y236, T237, H274, G275, G279, E280,
H286, V295 e H301. Desta forma, é evidente que existem diferencas entre os complexos
MGL-CRD/Tn-T3 e MGL-CRD/Tn-T15 e complexo MGL-CRD/Tn-Thr em diversos residuos.

Algumas sdo comuns aos dois glicopéptidos, e outras sdo exclusivas de cada um dos
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glicopéptidos da MUC1. Em comum a ambos os glicopéptidos, existem os residuos Y236,
T237, G275, E280, H286, V295 e H301. Contudo, a amplitude do CSP para alguns destes

residuos é distinta, dependendo do glicopéptido em questdo, como é caso particular dos

residuos Y236, E280 e H286.

Além disso, para alguns dos residuos obtiveram-se valores de CSP distintos, dependendo
da localizacdo do GalNAc na sequéncia peptidica do glicopéptido (Figura 19-A e 19-B).
Especificamente, o complexo MGL-CRD/Tn-T3 apresentou diferencgas relativas ao
complexo MGL-CRD/Tn-Thr nos residuos K264, Q267, L276 e na Q297 em relacdo ao
ligando Tn-Thr, que ndo foram detetadas no caso do complexo MGL-CRD/Tn-T15. A
Figura 20 mostra a ampliacdo das ressonancias alguns destes residuos, extraidos dos

espetros de 'H,’>N-HSQC, para os trés ligandos: Tn-Thr, Tn-T3 e Tn-T15.
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Figura 20: Sobreposic3o das expansdes dos espetros de H,”>N-HSQC do dominio MGL-CRD na presenca
do Tn-Thr (azul), Tn-T3 (vermelho) e Tn-T15 (roxo) na regido dos residuos K264, Q267, L276, Q297.

O residuo K264 apresenta no complexo MGL-CRD/Tn-T3 um desvio no desvio quimico
de N para valores inferiores em relacdo aos complexos MGL-CRD/Tn-Thr e MGL-
CRD/Tn-T15. Da mesma forma, no caso dos residuos Q267 e Q297 existe uma

deslocacdo das respetivas ressonancias para valores de campo mais altos enquanto para
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o residuo L276 o efeito é oposto, ou seja a ressonancia desloca-se para campo alto em

comparagao com os ligandos Tn-Thr e Tn-T15.

No caso do monoglicopéptido Tn-T15 foram observadas diferencas significativas nos

residuos G233, A235, H274 e G279(Figura 21).
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Figura 21: Sobreposicio das expansdes dos espetros de *H,*>N-HSQC do dominio MGL-CRD na presenca
do Tn-Thr (azul), Tn-T3 (vermelho) e Tn-T15 (roxo) na regido dos residuos G233, A235, G279.

E possivel observar nos residuos G233 e A235 um desvio do sinal para valores de campo
mais altos em relagdo aos complexos MGL-CRD/Tn-Thr e MGL-CRD/Tn-T3 e na diregédo

oposta no caso do residuo G279.

Por fim, a sobreposicdo dos dois espetros de !H,”>N-HSQC de ambos os
monoglicopéptidos Tn-T3 e Tn-T15 (Figura 22), ilustra a sensibilidade de alguns dos

aminodacidos a sequéncia peptidica, como é o caso dos residuos Y236, G275, E280 e a

H286.
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Figura 22: Sobreposicdo das expansdes dos espetros de H,>’N-HSQC do dominio MGL-CRD na presenca

do Tn-Thr (azul), Tn-T3 (vermelho) e Tn-T15 (roxo) na regido dos residuos Y236, G275, E280 e H286.

Em particular, a relevancia do residuo H286 no reconhecimento molecular de
glicopéptidos MUC1 e MUC2 contendo o antigénio Tn foi previamente identificada por
microarrays?®. Experimentalmente, o mutante H286T mostrou uma menor afinidade
para os glicopeptidos em comparagdao com a proteina nativa. Simula¢des de dinamica
molecular revelaram a existéncia de pontes de hidrogénio entre o residuo H286 do

dominio MGL-CRD e a cadeia peptidica do glicopéptido.

Para ajudar a interpretar estes resultados, geraram-se os modelos 3D dos complexos
MGL-CRD/Tn-T3 e MGL-CRD/Tn-T15 seguindo um protocolo em tudo semelhante ao
descrito anteriormente pelo grupo #°. Os modelos dos complexos foram gerados apenas
considerando o modo A de unido da unidade de GalNAc. O modo B ndo se revelou
estavel a partir de 20 ns de dindmica molecular. Os residuos afetados na presenca de
ambos os monoglicopéptidos Tn-T3 e Tn-T15 foram mapeados no modelo 3D do MGL-
CRD (Figura 23-A e 23-B). Os aminoacidos afetados, que sao comuns a ambos os
monoglicopéptidos, estdo assinalados a vermelho, enquanto a azul se encontram
assinalados os residuos que sdo exclusivamente perturbados por cada um dos

monoglicopéptidos.
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Figura 23: Modelos 3D representativos dos complexos MGL-CRD/MUC1 monoglicopéptidos retirados das
dindmicas moleculares (500 ns) A- Modelo do complexo MGL-CRD/Tn-T3. B- Modelo do complexo MGL-
CRD/Tn-T15. Os residuos assinalados a vermelho e a azul correspondem aos aminoacidos que apresentam
diferengas com respeito ao complexo de referéncia MGL-CRD/Tn-Thr. Os residuos assinalados a vermelho
correspondem aos aminoacidos que sdo perturbados em ambos os complexos contendo os
monoglicopéptidos Tn-T3 e Tn-T15, enquanto os residuos assinalados a azul correspondem aos residuos
que sdo perturbados de forma distinta entre os dois monoglicopéptidos.

Os modelos mostram uma orientacdo da cadeia peptidica diferente consoante o
monoglicopéptido estudado, o que esta de acordo com os dados de RMN. Em particular,
a orientacdo distinta da cadeia peptidica explica as diferencas dos residuos que foram
perturbados especificamente dependendo de Tn-T3 (K264, Q267, L276 e Q297) e Tn-
T15 (G233, A235, H274 e G279). A andlise detalhada da dindmica molecular destes
complexos estd em curso e permitird investigar que tipo de interagdes (pontes de
hidrogénio, CH-pi) poderdo existir entre a sequéncia peptidica e o dominio MGL-CRD.
De realcar que, as interagOes estabelecidas entre a proteina e a sequéncia peptidica dos
glicopéptidos certamente contribuiram para a estabilizacdo do complexo lectina-
ligando. Por fim, as diferengas nos mapas de interagao, consoante o local de glicosilagao
do antigénio Tn no péptido MUC1, reveladas pelos estudos de RMN e dindmica
molecular, claramente demonstram que a estrutura do dominio MGL-CRD é sensivel a
sequéncia peptidica e que a localizacdo do antigénio Tn-Thr na estrutura do péptido

MUC1 pode modelar a interacdo com a lectina.
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4.2.3. MGL-CRD complexado com o péptido MUC1 duplamente
glicosilado Tn-T3, T15

Por ultimo, estudou-se a interacdao do dominio MGL-CRD com o péptido da MUC1
duplamente glicosilado na posicao Thr3 e Thrl5. Com este ligando, pretendiamos
averiguar duas hipoteses: A) a preferéncia por parte da MGL em fungao da sequéncia
peptidica e B) a eventual possibilidade de dois dominios de MGL-CRD poderem unir-se
em simultaneo ao diglicopéptido Tn-T3, T15 (Figura 24-A, B e C). Esta ultima hipdtese é
extramente relevante uma vez que: 1) a MGL apresenta-se nas células do sistema
imunitario como um trimero (mas onde cada dominio CRD funciona de forma
independente), 2) a MUC1 é uma proteina que naturalmente (mesmo em situacdes de
cancro) se encontra glicosilada em diversos locais, 3) a multivaléncia tanto da MGL como

do ligando MUC1 é crucial no contexto da relagdo estrutura-atividade.

A B
i; T3 T15

GVTSAPDTRPAPGSTAPPAHGVT GVTSAPDTRPAPGSTAPPAHGVT

- € @

D GalNAC GVTSAPDTRPAPGSTAPPAHGVT

Figura 24: Possiveis modos de ligagdo do dominio MGL-CRD frente ao diglicopéptido Tn-T3, T15. A. Modo
de ligagdo do dominio de MGL-CRD ao GalNAc localizado na Thr 3 B. Modo de ligagdo do dominio de MGL-
CRD ao GalNAc localizado na Thr 15. C- Modo de ligacdo onde dois dominios de MGL-CRD se unem em
simultaneo ao diglicopéptido Tn-T3, T15. Um dos dominios se une ao GalNAc localizado em Thr3 e outro
em Thr15.

Para averiguar a hipdtese A) analisamos os espetros de *H,*>N-HSQC do MGL-CRD na
presenca de excesso do péptido diglicosilado Tn-T3, T15 (razdo molecular 1:2 proteina:
ligando, ou seja, 4 locais de interacdo por dominio de MGL-CRD). Com este excesso de
ligando podemos garantir que em solu¢do vamos ter um modo de unido 1:1 de proteina:

ligando.
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Observando o espetro de *H,'>N-HSQC do complexo MGL-CRD/Tn-T3, T15 1:2, é possivel
distinguir os residuos anteriormente identificados no estudo dos dois
monoglicopéptidos Tn-T3 e Tn-T15 (Figura 36 em anexo 7.7). A Figura 25 mostra as
ressonancias de alguns dos aminoacidos onde é claramente observada a existéncia de
duas populagées correspondentes aos complexos MGL-CRD/Tn-T3 e MGL-CRD/Tn-T15,
0s quais parecem existir alternadamente em solu¢do na presenca do diglicopéptido
MGL-CRD/Tn-T3, T15. Na Figura 25 apenas foram consideradas as ressonancias que ndo
se encontravam sobrepostas. Em particular os residuos Y236, T237 e E280 nao

mostraram dois sinais bem definidos para as duas populacées existentes.
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Figura 25: Expans3o do espectro de H,>N-HSQC da MGL-CRD na presenca do diglicopéptido Tn-T3,T15
na regido dos residuos que apresentam duas ressonancias correspondentes aos dois modos de unido
presentes em solugdo: MGL-CRD unido ao GalNAc localizado na Thr 3 (T3 na figura) e MGL-CRD unido ao
GalNAc localizado na Thr15 (T15 na figura).

Com o intuito de perceber se o CRD da MGL tem preferéncia por alguma das sequéncias
peptidicas, foi realizada a analise das intensidades absolutas das ressonancias, onde foi
possivel discriminar a populacdo referente a cada complexo existente em solucdo
(Figura 26). Com base nos valores de intensidade, é possivel concluir que a populacado

existente nos dois estados é semelhante para a grande maioria dos residuos
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identificados, o que parece indicar que ndo existe uma preferéncia clara da MGL entre

as sequéncias peptidicas em estudo.

Comparacdo das Intensidades dos residuos que apresentam
dois sinais no espectro de MGL-CRD/Tn-T3 T15
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Figura 26: Histograma das intensidades das ressonancias, detetadas no espetro de 'H,*>N-HSQC de MGL-
CRD na presenca do diglicopéptido Tn-T3,T15, que possuem dois desvios quimicos, os quais
correspondem a presenca de dois complexos em solugdo, um correspondente ao complexo MGL-CRD/Tn-
T3 (vermelho) e outro correspondente ao complexo MGL-CRD/Tn-T15 (roxo). As ressonancias no *H,**N-
HSQC que apresentavam sobreposicado de residuos ndo foram consideradas na analise.

Relativamente a hipdtese B), infelizmente nao foi possivel validar a coexisténcia de dois
dominios de MGL-CRD unidos ao diglicopéptido Tn-T3, T15. Os dados de *H,*>N-HSQCs
do complexo MGL-CRD/Tn-T3, T15 ndo nos permitiram extrair informagdo a esse
respeito. Experiéncias de difusdo, em particular DOSY (do inglés diffusion ordered
spectroscopy) poderdo permitir avaliar a eventual existéncia deste tipo complexo (2

MGL-CRD: 1 Tn-T3, T15).
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4.3.- Estudos de dinamica molecular do dominio MGL-CRD

A anélise prévia dos H,>N-HSQCs do MGL-CRD na forma livre e na forma complexada,
com o ligando a-MeGalNAc e distintos ligandos contendo GalNAc em diferentes
apresentagoes, indicaram que a estrutura do dominio de MGL-CRD na forma livre é
bastante dindmica®. Na presenca de todos os ligandos onze novas ressonancias (D270,
Q272, H274, G275, L276, D288, N292, D293, D294, V295, R298) foram atribuidas no
1H,>N-HSQC, as quais ndo foram detetadas na forma livre (Figura 6 na secc¢do 1.12.—
Estudos prévios realizados sobre a MGL, os residuos que surgiram aquando a adicdo do
ligando encontram-se assinalados com *). O ndo aparecimento destas ressonancias no
espetro de H,”>N-HSQC do MGL-CRD na sua forma livre indica que determinadas
regides da proteina, em particular as regides localizadas nos loops 5, 6 e 7 bem como
nas folhas B3 e B4 do dominio MGL-CRD assumem vdrias/distintas conformagdes na
auséncia de ligando. A permuta entre estas varias conformacgdes, ocorre num regime
intermédio na escala de tempo do desvio quimico, razao pela qual estas ressonancias
ndo aparecem no 'H,N-HSQC do dominio MGL-CRD na forma livre (Figura 27-A). Além
das ressondncias que aparecem no espetro 'H,°N-HSQC, diversas ressonancias
sofreram um aumento significativo da sua intensidade das ressonancias no *H,*>N-HSQC
do MGL-CRD na presencga dos varios ligandos. A Figura 27-B mostra o histograma da
diferenca de intensidade do MGL-CRD na presenca e na auséncia de a-MeGalNAc. A
intensidade de um grande nimero de residuos do dominio de MGL-CRD, em particular
dos residuos pertencentes aos loops 5 e 6 e folhas B3 e B4, aumenta significativamente.
De notar também que, através da analise das flutua¢des do Ca, durante a dinamica
molecular do modelo 3D da MGL-CRD na forma livre e complexada com o ligando a-
MeGalNAc, foi verificado que a unido do ligando torna algumas regides da proteina

menos dindmicas, particularmente uma grande parte do loop 5 (Figura 27-C)*.
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Figura 27: Diferengas de dinamica entre o dominio de MGL-CRD, na forma livre e na forma complexada
com o ligando a-MeGalNAc, deduzidas pela analise do *H,>N-HSQC e dindmica molecular. A- Modelo 3D
de homologia do dominio MGL-CRD. A vermelho encontram-se assinalados os aminodcidos cujas
ressonancias apareceram no espetro de 'H,’>N-HSQC na presenca dos vérios ligandos estudados. B-
Histograma da diferenca das intensidades dos residuos entre o complexo MGL-CRD/ a-MeGalNAc e o
dominio MGL-CRD na forma livre. A vermelho estdo assinalados as intensidades correspondentes aos
residuos que surgiram no espetro de *H,>N-HSQC na forma complexada. C- Andlise das flutuac¢ées do Ca
da cadeia principal deduzida por dindmica molecular do dominio MGL-CRD na forma livre e na presenca
do complexo MGL-CRD/a-MeGalNAc. Adaptado de Diniz et al.*®

Por fim, também se verificou através da andlise de CSP, que o dominio do MGL-CRD é
sensivel a estrutura do ligando que contém a unidade GalNAc e que diferentes
interacGes ocorrem entre o ligando e a proteina, consoante o tipo de ligando que
contém a unidade GalNAc* (Figura 9 na sec¢do 1.12.— Estudos prévios realizados sobre

a MGL).
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Deste modo, na segunda parte do trabalho inicidmos o estudo de dinamica molecular
da cadeia principal do dominio de MGL-CRD por RMN, na auséncia e presenca de a-
MeGalNAc, bem como na presenca dos ligandos previamente estudados e ilustrados na

Figura 28.
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Figura 28: Estruturas quimicas representagdes esquematicas dos ligandos estudados.

4.3.1 Dados de relaxacao globais e calculo do tempo de

correlacao

Os dados de relaxacdo, nomeadamente Ri, Rz e HetNOE do MGL-CRD na forma livre e
complexado com os ligandos ilustrados na figura 28, foram obtidos através de
experiéncias de H,'>N-HSQC variando os correspondentes tempos de relaxacdo e
adquiridas a 600MHz a uma temperatura de 293 K. Os valores Ri, Rz, HetNOE e razao
R2/R1 para cada residuo encontram-se ilustrados nas tabelas 10-13 (anexos 7.8 a 7.11.)
e nas Figuras 37-43 (anexo 7.12). A tabela 1 apresenta a média dos valores Ri, R; e
HetNOE obtidos e os seus respetivos erros nas diferentes condi¢des, bem como o valor
de tempo de correlagdo (tc) estimado a partir da razdo R2/R1 mas excluindo os valores
que falham o critério de selecdo®! (ver seccdo 3.3-5.-Determinacdo do tempo de
correlacdo a partir da razdo R2/R1). O niumero de residuos utilizados para o calculo de

cada parametro de relaxacao e t. também se encontra referido na tabela 1.
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Tabela 1: Média dos valores de Ry, R, e HetNOE e valor de t. estimado do dominio de MGL-CRD
obtido nas diferentes condicdes. Entre paréntesis estdo o nimero total de residuos usados para
o cdlculo de cada um dos parametros de relaxagao e T..

MGL-CRD | MGL-CRD/1 | MGL-CRD/2 | MGL-CRD/3 | MGL-CRD/4 | MGL-CRD/5

Ri(s?) | 1,32+0,10 | 1,20£0,08 | 1,25+0,24 | 1,25+0,10 | 1,23+0,14 | 1,29+0,18
(109) (120) (120) (119) (120) (120)

R (s?) 12,41 + 11,55 + 1159+ | 11,64+0,47 | 12,03+ | 11,65+0,37
0,39 (110) | 0,54 (120) | 0,44 (120) (119) 0,50 (120) (119)

HetNOE 0,77 + 0,80+0,16 | 0,75+0,18 | 0,76+0,16 | 0,78+0,20 | 0,77+0,16
0,07(110) (117) (112) (120) (115) (120)

t(ns) | 9,46+0,62 | 1006+ | 9,45+0,83 9,42 + 10,10 + 9,48 + 0,63
(97) 0,81(109) (104) 0,78(102) | 0,95 (102) (106)

De ressaltar que, para o dominio na forma livre, o nimero de residuos considerados
para determinacdao de Ri, R, e HetNOE é francamente inferior, comparativamente as
restantes condi¢cbes, uma vez que, um elevado nimero de ressonancias ndo sao
detetadas na forma livre. Os valores médios de Ri, R, e HetNOE na forma livre do
dominio MGL-CRD e na forma complexada com os distintos ligandos sdo bastante

semelhantes entre si.

Os valores de 1. do dominio MGL-CRD s3ao também idénticos nas diferentes condi¢des
experimentais. Este resultado indica que a unido dos diferentes ligandos ndo afeta o
movimento global do dominio MGL-CRD em solug¢do, o que podera estar relacionado
com o facto de a massa molecular dos ligandos ser bastante reduzida em comparacao

com a massa molecular do dominio CRD da proteina.

Por fim, utilizando como regra geral um valor de 1. calculado com base na massa
molecular de uma proteina modelo, é possivel estimar com base na massa molecular de
15,7 kDa (estimada pela ferramenta Expasy®®) um valor esperado de t. de
aproximadamente 8 ns a partir da regra 0.5 ns por 1 kDa>>. Comparando este valor com
os valores de tcestimados experimentalmente, pela razdo R2/R1, € possivel concluir que

o 'H,>N-HSQC da amostra MGL-CRD corresponde a um mondémero de MGL-CRD.
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4.3.2 Dados de relaxagao MGL-CRD vs MGL-CRD/1

Seguidamente, comparou-se os dados de relaxacdo obtidos para a MGL-CRD na forma
livre e do complexo MGL-CRD/1. De forma mais detalhada apenas foram comparados
os valores de HetNOE e de R,. De notar que, apenas os residuos com ressonancias

definidas em ambos os estados livre vs unido da MGL-CRD foram considerados.

Os valores de HetNOE e R; obtidos para a MGL-CRD na forma livre, bem como para o
complexo MGL-CRD/1, encontram-se representados na figura 29-A e 29-B. A figura 29-
A e 29-B contém também a analise do CSP, realizada anteriormente entre as duas formas
estudadas. A Figura 29-C mostra a diferenca de intensidades absolutas das ressonancias
entre 'H,>N-HSQC MGL-CRD vs 'H,’>N-HSQC MGL-CRD/1. Os valores de HetNOE
demostraram ser bastante semelhantes entre si, sendo que todas as diferencas
observadas na figura 29-A nao podem ser consideradas significativas pois encontram-se
dentro do erro calculado (Tabela 10 em anexo 7.8). Os valores de HetNOE sdo sensiveis
a movimentos na ordem dos ps a ns em torno do vetor da ligagdo NH da cadeia
peptidica. Desta forma, aparentemente, parecem nao existir diferengas, em termos de
movimentos locais (ps a ns), em torno da ligacdo NH da cadeia principal, entre o dominio

MGL-CRD livre e o complexo MGL-CRD/1.

Por outro lado, em relagdo aos valores de Ry, é possivel detetar variagdes significativas
entre os valores apresentados pela forma MGL-CRD livre e os apresentados pelo
complexo MGL-CRD/1. Em particular, varios residuos dos loops 5, 6 e 7, e folha B3,
nomeadamente varios residuos previamente identificados como envolvidos na
interacdo com o ligando, apresentam valores alterados entre os dois estados da
proteina. Especificamente, os valores R, sdo regra geral mais elevados para o dominio

MGL-CRD na forma livre do que para a forma complexada com a-MeGalNAc.

Os valores mais elevados de R; observados, para o MGL-CRD na forma livre, podem ser
explicados com base na mistura de conformacdes que algumas regides da proteina
adotam. O valor de R é sensivel a movimentos locais na ordem dos ps-ns, mas também
¢é afetado por movimentos na ordem dos ps-ms (por exemplo movimento de /oops). A
permuta quimica causada por altera¢des conformacionais influencia significativamente

os valores de R, estimados, e normalmente leva a um aumento do valor estimado de R».
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Nestes casos, o valor de Ry engloba uma grande contribuicdo da taxa de permuta

quimica entre dois ambientes distintos, ou seja, de Rex.

Desta forma, o facto de na forma livre existirem muitas regides do dominio MGL-CRD
(L5, L6, L7, B3) altamente flexiveis, e que apenas na presenca de ligando parecem adotar
uma conformag¢ao mais definida, faz com que o valor estimado de R, na forma livre seja
superior ao Ry estimado para o complexo MGL-CRD/1. Os residuos pertencentes aos
loops 5, 6 e 7 e B3, que apresentam valores elevados de R, na forma livre,
comparativamente ao complexo MGL-CRD/1, sdo os mesmos que exibem um aumento
das intensidades no 'H,>N-HSQC quando o MGL-CRD passa da forma livre para a forma

complexada (Figura 29-C).

A forma de extrair a contribuicdo de Rex (permuta conformacional) implica a aquisicao
dos dados de relaxacdao a outro campo magnético e a aplicacdo de um modelo que
contemple este parametro aquando a andlise Model-free. A analise, mediante o
formalismo do Model-free, permitiria entdo descrever todos os movimentos do dominio
MGL-CRD e calcular o pardmetro de ordem S?, a permuta conformacional, Rex, € 0 tempo

correlagao efetivo. Contudo, este tipo de analise ja ndo fez parte do ambito desta tese.
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Figura 29: Dados de dinamica por RMN do dominio MGL-CRD na forma livre e forma complexada com o
ligando a-MeGalNAc. A e B-Valores de HetNOE e de R2, respetivamente, para cada um dos residuos do
dominio MGL-CRD (preto) e do complexo MGL-CRD/1 (vermelho). Encontra-se representado também o
histograma da anélise do CSP do complexo MGL-CRD/1 em relacdo ao dominio MGL-CRD. Os residuos
com maiores valores de CSP estdo também identificados na figura. C - Histograma da diferenca das
intensidades dos residuos entre o complexo MGL-CRD/ a-MeGalNAc e o dominio MGL-CRD na forma livre.
A vermelho estdo assinalados as intensidades correspondentes aos residuos que surgiram no espetro de
'H,>N-HSQC na forma complexada.
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4.3.3 Dados de relaxagao do MGL-CRD/1 vs MGL-CRD/2-5

Por fim, comparamos os valores de HetNOE e R, do dominio de MGL-CRD na presencga
dos diferentes ligandos (Figura 30). O complexo MGL-CRD/a-MeGalNAc foi usado como
referéncia. As Figuras 30 e 31 comparam os valores de HetNOE e R, respetivamente,
nas diferentes condi¢des. Cada painel das Figuras 30 e 31 inclui também os valores de
CSP calculados entre os 'H,'>N-HSQC dos complexos MGL-CRD/2-5 e 'H,>N-HSQC do
MGL-CRD/1. Desta forma, procuramos detetar se existia alguma relacdo entre as
alteracGes observadas no desvio quimico de alguns residuos da proteina, dependendo

do ligando, e na dindmica destes residuos ou mesmo de outros localizados perto destes.

No entanto, analisando os dados contidos na Figura 30, ndo foram detetadas diferencas

significativas entre os diferentes complexos com respeito aos valores de HetNOE.
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Figura 30: Valores de HetNOE para os diferentes complexos MGL-CRD/2-5 e sua comparagdo com as
alterag®es no desvio quimico de cada complexo com respeito ao complexo de referéncia MGL-CRD/1. No
eixo primario encontram-se representados sob a forma de histograma a perturbagdo do desvio quimico
dos diferentes complexos MGL-CRD/2-5 utilizando como referéncia o complexo MGL-CRD/1. No eixo
secundario encontram-se apresentados os valores de HetNOE para cada residuo e para cada um dos
respetivos complexos MGL-CRD/2-5 (vermelho) e os valores de HetNOE para cada residuo do complexo
MGL-CRD/1 (preto) A-MGL-CRD/2 B-MGL-CRD/3 C-MGL-CRD/4 D-MGL-CRD/5.

Com respeito aos valores de Ry, foram detetadas diferencas significativas nos residuos
D270 e C296 (Figura 31). Todos os complexos MGL-CRD/2-5 apresentam, para ambos os
residuos, valores de R; inferiores com respeito ao complexo MGL-CRD/1, o que parece
indicar um aumento da mobilidade dos residuos D270 e C296, na presenca de ligandos
mais complexos que o simples monossacdrido a-MeGalNAc. O residuo D270 localiza-se

perto do motivo QPD no loop 5. E o residuo C296 encontra-se localizado no loop 7.
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Contudo, no geral, ndo foram encontradas diferengas significativas em R, entre os

distintos complexos.
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Figura 31: Valores de Rz para os diferentes complexos MGL-CRD/2-5 e sua comparagdo com as alteragdes
no desvio quimico de cada complexo com respeito ao complexo de referéncia MGL-CRD/1. No eixo
primdrio encontram-se representados sob a forma de histograma a perturbacdo do desvio quimico dos
diferentes complexos MGL-CRD/2-5 utilizando como referéncia o complexo MGL-CRD/1. No eixo
secunddrio encontram-se apresentados os valores de Rz para cada residuo e para cada um dos respetivos
complexos MGL-CRD/2-5 (vermelho) e os valores de Rz para cada residuo do complexo MGL-CRD/1 (preto)
A-MGL-CRD/2 B-MGL-CRD/3 C-MGL-CRD/4 D-MGL-CRD/5.
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Efetivamente, a analise prévia das flutuagdes do Ca durante a experiéncia de dinamica

molecular dos complexos MGL-CRD/1-5 (Figura 32) ndo mostrou diferencas

significativas na dinamica do CRD entre os varios complexos.

MGL-CRD/1 MGL-CRD/2

Flutuagdes

Ca (A2)

MGL-CRD/4

Figura 32: Andlise das flutuagdes do Ca da cadeia principal deduzida por dinamica molecular do
complexo MGL-CRD/1 e na presenca dos complexos MGL-CRD/2-5. Adaptado de Diniz et al.*®
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5-Conclusoes e perspetivas futuras

Ainteracdo da lectina MGL com distintos ligandos, contendo a unidade GalNAc, tem sido
amplamente estudada devido a sua importancia em modelar a resposta
imunitaria?32>26, Recentemente, foi demonstrado que o dominio MGL-CRD ¢é bastante
dinamico na sua forma livre e que a sua estrutura altera-se significativamente na
presenca do ligando*. Além disso, foi demonstrado que a estrutura do dominio de MGL-
CRD era sensivel a estrutura do ligando que continha a unidade GalNAc. Com isto, neste
trabalho, levantamos a seguinte hipdtese: consoante a estrutura do ligando que contém
a unidade GalNAc a estrutura/dindmica do dominio MGL-CRD é capaz de adotar
diferentes conformacdes, as quais por sua vez definirdo que tipo de resposta imunitaria

sera induzida.

Neste contexto, o presente trabalho teve como principal objetivo o estudo do
reconhecimento molecular e dindmica do dominio de MGL-CRD por RMN. Distintos
ligandos contendo a unidade principal GalNAc em diferentes modos de apresentagao

foram estudados.

O estudo do reconhecimento molecular de diferentes monoglicopéptidos, derivados do
dominio de repeticdo da glicoproteina MUC1, contendo o antigénio Tn em distintos
locais de glicosilagdo (Treonina 3 Tn-T3 MUC1 e Treonina 15 Tn-T15 MUC1), mostrou
gue a sequéncia peptidica modula o reconhecimento molecular do dominio de MGL-
CRD. Em particular, dependendo da glicopéptido em questdo, a orientacao do péptido
face a superficie da lectina é distinta. Com isto, diferentes residuos do dominio MGL-
CRD sdo perturbados dependendo do tipo de complexo: MGL-CRD/Tn-T3 ou MGL-
CRD/Tn-T15. Por outro lado, as experiéncias de *H,>N-HSQC do MGL-CRD na presenca
de excesso de diglicopéptido Tn-T3, T15 mostraram que ambos os complexos MGL-
CRD/Tn-T3 ou MGL-CRD/Tn-T15 existem de forma alternada na presenca de excesso de
Tn-T3, T15 em solugdo. Para uma relagdo MGL-CRD/Tn-T3, T15 1:2, os complexos MGL-
CRD/Tn-T3 e MGL-CRD/Tn-T15 parecem existir numa proporg¢do 1:1 em solugdo. Este
resultado indica que o dominio MGL-CRD ndo apresenta preferéncia significativa sobre
nenhum dos locais de glicosilacdao da sequéncia peptidica da MUC1 estudados. Estudos

de RMN e de dindmica molecular estdo em curso para investigar se duas ou mais
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unidades de MGL-CRD poderdo estar envolvidas em simultaneo no reconhecimento de
estruturas de péptidos derivados da MUC1 com distinta densidade de antigénio Tn e
com mais do que uma unidade de repeticdo. Desta forma, pretender-se-a averiguar o
reconhecimento da MGL-CRD usando estruturas mais semelhantes as que se encontram

nas células cancerigenas.

Por outro lado, os estudos de dindmica molecular por >N HetNOE, R; e R; da cadeia
principal do dominio MGL-CRD, na auséncia e na presenca de distintos ligandos
contendo a unidade GalNAc (a-MeGalNAc, antigénio do grupo sanguineo do tipo A,
antigénio Forssman e estruturas derivadas de glicoesfingolipidos tais como o GM2 e
asialo GM2), mostraram diferencas significativas apenas nos valores de R; de alguns
residuos e entre a forma livre do dominio MGL-CRD e a forma complexada.
Concretamente, os valores de R, dos aminodacidos pertencentes aos loops 5 e 6 e folha
B3 na auséncia de ligando sdo maiores na forma livre do que na forma complexada. Este
resultado é explicado se considerarmos a contribuicdo devida a permuta
conformacional (Rex). A contribuicdo do parametro Rex na dindmica do dominio MGL-
CRD é relevante para o valor de R, estimado. Como tal estudos de dinamica a outro
campo magnético terdo de se realizar para ser possivel determinar a dindmica local sem

contribuicdo de Rex.

Entre as varias formas complexadas, ndao foram detetadas diferengas significativas em
termos de dindmica da proteina. Apenas os residuos D270 e C296 do dominio MGL-CRD
complexado com os ligandos: antigénio do grupo sanguineo do tipo A, antigénio
Forssman e estruturas derivadas de glicoesfingolipidos tais como o GM2 e asialo GM2,
sofreram uma diminuicdo do valor de R; com respeito ao complexo MGL-CRD/a-
MeGalNAc. Esta diminui¢ao indica um aumento da mobilidade destes dois residuos na

presenca dos ligandos mais complexos.

Por fim, o valor de tcda MGL-CRD na auséncia e na presenca dos diferentes ligandos foi
calculado com base na razdo Ra/R1. Os valores obtidos foram muito idénticos para todos
os complexos e também para o dominio MGL-CRD na sua forma livre, indicando que a

MGL-CRD é um mondmero em solucdo e que ndo existem dimeros em solugdo.
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7-Anexos

7.1-Sequéncia Peptidica e vetor de expressao da hMGL-CRD
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Figura 33: Vetor de Expressdo pET21a contendo o gene do dominio MGL-CDR, contem 5443 pares de
bases e resisténcia a ampicilina.

Sequéncia Peptidica do dominio MGL-CRD:

MCPVNWVEHQDSCYWFSHSGMSWAEAEKYCQLKNAHLVVINSREEQNFVQKYLGSAYTWMG

LSDPEGAWKWVDGTDYATGFQNWKPGQPDDWQGHGLGGGEDCAHFHPDGRWNDDVCQR
PYHWVCEAGLGQTSQESH
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7.2-Solugoes utilizadas na expressao da

uniformemente marcada com 1°N

Tabela 2- Composi¢ao do meio LB.

MGL-CRD

Solugao Reagentes Concentragao
Extrato Levedura 5g/L
Meio LB Triptona 10g/L
NaCl 10g/L
Tabela 3- Composi¢do do meio LB Agar.
Solugao Reagentes Concentragao
Extrato Levedura 5g/L
Meio LB Agar Triptona 10g/L
Agar 15g/L
NaCl 10g/L
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Tabela 4- Composi¢ao do meio LB Agar. Os valores indicados sdo para a preparagao de 1L.

Laboratories)

Solugdes Reagentes Concentragao (1L)
NaHPO4.7H,0 60g/L
10x sais M9 pH=7.5 KH2PO4 30g/L
NaCl 5g/L
MgSO4 2M (1mL)
CaCl 0,1M (1mL)
Glucose 4g/L
Meio M9 Tiamina-HCl 10g/L (1mL)
FeSO4 0,1M (1mL)
Ampicilina 100mg/mL (1mL)
15NH*; Cl (N 99%
Cambridge Isotope 1g/L

7.3-Solugoes utilizadas na técnica de SDS-PAGE

Tabela 5-Preparacdo de 5ml da solugdo de gel de empacotamento para SDS-PAGE.

Gel de Empacotamento

Reagentes Volume (mL)
H20 3,9
3M Tris-HCI SDS pH=8.45 1,55
Acrilamida 30% 0,8
APS 30% 0,042
TEMED 0,014
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Tabela 6- Preparacdo de 15ml da solugao de gel de separagao para SDS-PAGE.

Reagentes Volume (mL)
H,0 3,5
3M Tris-HCI SDS pH=8.45 5
Gel de Separacdo Acrilamida 30% 5
Glicerol 1,5
APS 30% 0,042
TEMED 0,014
Tabela 7- Preparagdo de 50mL de solugio de sample buffer para SDS-PAGE.
Reagentes Quantidade
1M Tris-HCl pH=6.8 5mL
Glicerol 12mL
Sample Buffer SDS 4g
DTT 1,55g
Blue Coomassie R250 10mg

Tabela 8- Preparacio de 1L da solucio tamp3o 10x Anodo 2M Tris

10X Tamp&o Anodo 2M Reagentes Quantidade (g)
Tris pH=8,80 Tris 242
Tabela 9- Preparagao de 1L da solugdo tampdo Tris-Tricina.
Reagentes Quantidade
10X Tris-Tricina SDS Tris 121,1g
pH=8.3 Tricina 179,2
SDS 20% 50mL




7.4- Dados da MGL-CRD calculados pela ferramenta ExPASy
Numero de Aminoacidos da sequéncia: 137

Massa Molecular: 15 726,15 Daltons

Ponto Isoelétrico tedérico: 4,90

Coeficiente de Extingdo Molar (280nm):63 940 Mc
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7.5- Espetros de H,'>N-HSQC da MGL-CRD na auséncia e na

presen¢a dos monoglicopéptidos Tn-T3 e Tn-T15 estudados
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Figura 34: A- Sobreposicdo dos espetros de *H,*>N-HSQC da MGL-CRD (azul) e da MGL-CRD na presenca
do ligando Tn-T3. B- Sobreposi¢do dos espetros de H,>°N-HSQC da MGL-CRD (azul) e da MGL-CRD na
presenca do ligando Tn-T15. Os residuos assinalados em ambos os espetros foram identificados a partir

da analise de CSP. Os espetros foram adquiridos a 293K a pH 7,4.
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7.6- CSPs da MGL-CRD na presenc¢a dos monoglicopéptidos Tn-T3

MUC1 e Tn-T15 MUC1
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Figura 35: A- Histograma com a analise de CSP da MGL-CRD na presenca do ligando Tn-T3 MUCI1.
Histograma com a andlise de CSP da MGL-CRD na presenga do ligando Tn-T15 MUCL1. A linha a laranja

B-
ea

linha a cinzento representam os valores de Adcomb considerados para os residuos fortemente e

moderadamente perturbados, respetivamente. Os residuos identificados encontram-se assinalados
figura.

na
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7.7- Espetro de 'H,>N-HSQC do MGL-CRD na presenga do

diglicopéptido Tn-T3, T15 MUC1
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Figura 36: Espetro de *H,>’N-HSQC do dominio MGL-CRD na presenca do ligando Tn-T3, T15. Os residuos
residuos identificados que apresentam duas ressonancias

assinalados correspondem aos
correspondentes a cada um dos modos de unido do dominio MGL-CRD existente em solugdo. O espetro

foi adquirido a 293K a pH 7,4.
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7.8- Dados de RMN das experiéncias de HetNOE da MGL-CRD livre e na presenca dos ligandos estudados

Tabela 10- Valores obtidos da experiéncia de relaxagdo HetNOE e respetivos erros do dominio MGL-CRD na forma livre e na presenc¢a dos complexos MGL-CRD/1-5.

MGL-CRD MGL-CRD/1 MGL-CRD/2 MGL-CRD/3 MGL-CRD/4 MGL-CRD/S
HetNOE Erro (%) HetNOE Erro (%) HetNOE Erro (1) HetNOE | Erro(x) |HetNOE | Erro(x) |HetNOE | Erro ()

| P182 |

| vis3 | 0,73 0,85 0,88 0,88 0,88

| N184 | 0,85 0,04 0,64 0,27 0,89 0,19 062 0,18 071 050 062 0,18
| w185 | 0,79 0,11 0,98 0,28 1,00 0,27 068 0,19 095 0,25 064 0,19
| vige | 0,85 0,09 0,71 0,23 0,37 068 024 095 0,24 068 0,23
| E187 | 0,50 0,14 0,55 0,25 0,61 0,54 1,02 0,25 1,18 0,40 097 0,25
| H188 0,72 0,13 0,89 0,27 0,86 0,19 072 032 1,07 0,40 058 0,30
| Q189 | 0,13 0,11 0,23 0,17 0,33 0,20
| 5191 | 0,90 0,64 0,86 0,89 0,43 0,96

| 192 | 0,87 0,09 1,05 0,16 0,68 0,20 097 017 1,08 0,23 1,13 017
| v193 | 0,94 0,16 0,84 0,44 1,03 0,28 1,05 0,52 0,75 0,49 1,05 0,52
| w194 | 0,71 0,11 0,86 0,26 0,32 077 0,32 0,27 076 0,32
| F195 | 0,95 0,06 1,16 0,15 0,34 061 0,19 079 035 063 0,18
| 5196 | 0,96 0,10 0,81 0,18 0,62 0,32 0,74 0,20 056 0,23 058 021
| H197 | 0,05 0,15 0,12 0,13 0,17 0,09
| 5198 | 0,75 0,83 0,65 0,93 0,65
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0,66
0,83
0,79
0,94
1,09
0,78
1,04

0,14
0,04
0,26
0,06
0,08
0,12
0,22

0,05
0,07
0,05

0,20
0,05

0,04
0,09
0,06
0,06
0,08
0,08
0,18

0,75
0,87
0,83
0,70
0,90
0,90
0,92

0,89
0,91
0,88
0,80
0,98
0,94
0,85
0,85
0,99
0,71
0,83

1,10
1,06
1,02
0,93
0,64
0,78
0,77

0,12
0,07
0,08
0,12
0,13
0,19
0,17

0,13
0,09
0,11
0,12
0,10
0,10
0,14
0,14
0,29
0,11
0,08

0,13
0,15
0,22
0,18
0,15
0,21
0,44

1,01
0,97
0,76
0,75
0,83
0,58

0,92
0,65
0,86
1,05
0,73
0,79
0,90
0,65
1,10
0,89
0,67

0,82
0,63
0,64
0,99
0,93
1,00
0,64

0,39
0,10
0,15
0,14
0,16
0,18
0,18

0,17
0,13
0,13
0,24
0,18
0,13
0,20
0,31
0,37
0,24
0,12

0,14
0,26
0,20
0,25
0,25
0,25
0,28

0,84
0,69
0,81
0,61
0,82
0,82
0,61

0,85
0,97
0,53
0,86
1,00
0,98
0,77
0,67
0,93
0,95
0,71

0,85
1,00
1,09
0,74
0,72
0,92
0,58

0,12
0,10
0,10
0,09
0,13
0,16
0,16

0,18
0,20
0,11
0,15
0,24
0,18
0,16
0,16
0,25
0,14
0,09

0,12
0,36
0,21
0,16
0,16
0,20
0,26

1,04
1,00
0,85
0,75
0,86
1,24
1,25

0,86
0,83
0,87
1,14
0,68
0,84
1,10
0,81
0,95
0,89
1,03

0,95
0,78
0,86
0,75
0,76
0,86
0,29

0,17
0,12
0,13
0,11
0,14
0,32
0,31

0,20
0,18
0,18
0,27
0,14
0,14
0,24
0,23
0,19
0,20
0,14

0,17
0,24
0,18
0,16
0,18
0,19
0,32

0,84
0,69
0,81
0,61
0,82
0,81
0,61

0,85
0,97
0,50
0,86
1,25
0,97
0,90
0,67
0,89
0,95
0,71

0,85
1,08
1,09
0,74
0,72
0,92
0,88

0,12
0,10
0,10
0,09
0,13
0,17
0,16

0,18
0,20
0,11
0,14
0,23
0,18
0,20
0,16
0,17
0,14
0,09

0,12
0,39
0,20
0,16
0,16
0,20
0,30
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0,76
0,64
0,61
0,69
0,79

-0,47
-0,22
-0,27
-1,07

0,10
0,10
0,06
0,07
0,05
0,10
0,04
0,02
0,03
0,01

0,90
0,57
0,99
0,88
0,39

-0,13

-0,74

0,22
0,21
0,16
0,33
0,21
0,43
0,13
0,06
0,14
0,03

0,72
0,82
0,50
0,82
0,64

0,77
-0,28
-0,63
-1,12

0,27
0,24
0,16
0,17
0,24
0,42
0,17
0,05
0,11
0,03

0,77
0,89
0,40
0,73
0,30

0,17
-0,28
-0,61
-1,17

0,27
0,24
0,12
0,44
0,14
0,28
0,09
0,03
0,07
0,03

0,71
0,68
0,81
0,52
0,46

0,57
-0,42
-0,73
-0,97

0,20
0,27
0,22
0,21
0,21
0,43
0,18
0,08
0,20
0,03

0,77
0,89
0,40
1,00
0,38

0,16
-0,28
-0,61
-1,17

0,26
0,23
0,11
0,18
0,10
0,20
0,09
0,03
0,07
0,03
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7.9- Valores de R; obtidos para a MGL-CRD na forma livre e na presenga dos ligandos estudados

Tabela 11- Valores obtidos da experiéncia de relaxagdo R1 e respetivos erros do dominio MGL-CRD na forma livre e na presenga dos complexos MGL-CRD/1-5.

M180
C181

P182
V183
N184
185

=

E187

189

S191

€192
Y193
194
F195
S196
H197
S198
G199

=

= = =
O 00 o0
o 0o o

MGL-CRD
Erro

R1 (S'l) (%)
1,25 0,09
1,24 0,01
1,14 0,03
1,48 0,09
1,22 0,09
1,74 0,08
1,37 0,09
0,78 0,21
1,22 0,12
1,28 0,08
1,45 0,25
1,30 0,02
1,60 0,01
1,37 0,06

MGL-CRD/1
Erro

R1 (s-1) (%)
1,12 0,03
1,23 0,13
1,08 0,13
1,06 0,27
1,36 0,10
1,13 0,06
1,07 0,07
1,15 0,25
1,21 0,10
1,39 0,11
1,14 0,08
1,20 0,06
1,25 0,07
1,31 0,02

MGL-CRD/2
R1 (s-1) Erro (%)
1,37 0,19
1,31 0,07
1,12 0,04
1,04 0,05
1,22 0,04
1,52 0,10
1,30 0,04
1,21 0,29
1,01 0,15
1,45 0,11
0,67 0,02
1,47 0,12
1,42 0,09
1,71 0,06

MGL-CRD/3
R1 (s-1) Erro (%)
1,25 0,06
1,41 0,13
1,22 0,11
1,22 0,48
1,37 0,10
1,65 0,08
1,42 0,07
0,95 0,07
1,00 0,25
1,48 0,09
0,85 0,14
1,15 0,08
1,20 0,06
1,64 0,03

MGL-CRD/4
R1 (s-1) Erro (1)
1,31 0,11
1,26 0,19
0,98 0,07
0,85 0,02
0,94 0,09
0,86 0,06
1,13 0,04
1,11 0,06
0,98 0,08
1,46 0,07
1,10 0,08
1,14 0,02
1,30 0,10
1,51 0,02

MGL-CRD/5
R1 (s-1) Erro (%)
1,34 0,05
1,20 0,12
1,09 0,05
1,32 0,15
1,02 0,06
1,37 0,05
1,20 0,08
0,72 0,18
1,33 0,19
1,31 0,11
1,07 0,02
1,36 0,03
1,41 0,07
1,33 0,14
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138 0,12 148 0,21 1,26 0,06 1,29 0,08 1,54 0,03 1,40 0,09
1,36 0,05 1,26 0,04 1,28 0,02 1,34 0,02 137 0,03 1,29 0,02

W202 131 0,08 1,22 0,15 1,29 0,13 1,32 0,17 131 0,14 136 0,01
1,22 0,03 1,17 0,05 1,21 0,02 1,27 0,01 1,22 0,07 1,30 0,04
1,23 0,02 1,19 0,05 1,25 0,02 1,17 0,04 1,26 0,07 1,17 0,03
1,28 0,06 1,15 0,04 1,07 0,04 1,23 0,04 125 0,03 1,13 0,08
1,31 0,19 1,23 017 1,26 0,11 1,18 0,04 1,60 0,39 1,58 0,16
1,30 0,01 1,27 0,03 1,16 0,07 1,10 0,04 1,15 0,05 131 0,02
1,29 0,01 1,21 0,01 1,40 0,05 1,26 0,04 1,20 0,02 1,28 0,04
095 0,06 1,25 0,06 1,15 0,12 1,20 0,10 121 0,07 1,22 007
1,50 0,8 0,14 090 0,09 0,85 0,40 137 0,10 1,54 0,14
1,28 0,02 1,20 0,07 1,19 0,04 1,28 0,09 1,27 0,08 1,26 0,04
1,20 0,03 1,18 0,02 124 0,03 1,18 0,02 121 0,01 1,10 0,07
1,38 0,08 1,17 0,07 1,24 0,01 1,24 0,07 1,04 0,06 1,14 0,04
1,30 0,09 1,28 0,04 121 0,06 1,15 0,03 121 0,05 136 0,02
1,20 0,10 1,24 0,05 1,19 0,06 1,30 0,04 1,23 0,20 127 0,20
1,37 0,03 1,26 0,35 1,00 028 1,19 0,13 1,60 0,28 1,08 0,08
1,57 0,18 1,39 0,09 1,40 0,20 1,49 0,05 1,46 0,27 1,30 0,05
1,40 0,06 1,17 0,06 1,09 0,05 1,06 0,04 099 013 1,07 013
131 0,10 1,06 0,14 0,83 0,06 0,71 0,18 069 0,12 1,17 0,28
1,17 0,04 1,08 0,04 1,23 0,05 1,30 0,11 1,08 0,10 1,25 0,06
1,36 0,02 1,26 0,02 1,23 0,08 1,36 0,05 121 0,08 1,25 0,07
1,32 0,05 1,08 0,11 1,55 0,07 1,46 0,09 1,57 0,19 1,53 0,10
1,47 0,11 133 0,10 1,48 0,02 1,50 0,13 1,35 0,03 1,59 0,04
1,45 0,00 1,29 0,09 1,08 0,03 0,82 0,02 135 011 127 0,07

Q225 133 0,02 1,37 0,05 1,24 0,04 1,28 0,15 132 0,07 127 0,02
1,44 0,08 1,23 0,03 137 0,07 1,42 0,10 133 0,07 142 0,04



1,22 0,06 1,29 0,13 137 013 1,33 0,06 1,10, 0,13 1,13 0,06
1,46 0,09 1,25 0,08 1,47 0,16 1,48 0,08 1,26 0,05 1,55 0,17

Q229 1,54 0,01 1,39 0,02 1,29 0,12 1,27 0,08 137 0,06 142 0,04
1,38 0,01 1,36 0,01 127 0,08 1,33 0,05 1,21 0,08 135 0,04
127 0,07 1,21 0,03 1,38 0,02 1,37 0,06 1,09 0,10 1,25 0,18
1,41 0,04 1,40 0,14 124 0,06 1,12 0,06 1,19 0,12 125 0,13
1,51 0,04 1,29 0,03 142 0,08 1,36 0,03 1,28 0,09 1,54 0,10
1,40 0,04 1,25 0,08 1,28 0,03 1,34 0,04 137 0,05 1,30 0,07
1,38 0,10 1,04 0,09 1,28 0,06 0,99 0,06 1,25 0,06 1,19 0,07
1,19 0,11 1,15 0,08 1,28 012 1,33 0,16 1,07 0,08 143 0,10
145 0,15 1,07 0,03 1,17, 0,07 0,99 0,03 124 0,26 1,22 017
1,35 0,03 1,23 0,05 131 0,05 1,66 0,03 148 0,03 1,29 0,06
1,22 0,10 1,06 0,04 092 011 1,06 0,16 1,09 0,06 095 012
124 0,13 1,06 0,04 1,29 014 1,59 0,09 1,22 011 142 011
124 0,03 1,11 0,11 1,20 0,06 1,35 0,10 144 017 133 0,01
1,46 0,03 1,17 0,03 1,24 0,03 1,25 0,02 1,13 0,09 134 0,04
1,21 0,05 1,12 0,02 1,22 0,05 1,13 0,05 1,16 0,02 1,13 0,02
1,29 0,06 1,17 0,09 1,34 0,04 1,30 0,02 1,26 0,03 1,28 0,03
1,40 0,06 1,15 0,04 1,30 0,05 1,22 0,06 1,18 0,05 1,18 0,08
1,13 0,05 1,08 0,04 1,16 0,02 1,08 0,01 1,12, 0,04 1,12 0,03
1,24 0,13 1,11 0,05 1,13 0,07 1,21 0,01 1,24 0,03 1,15 0,05
131 0,13 1,02 0,08 1,23 0,04 1,36 0,04 1,00 0,07 133 001
1,48 0,04 1,23 0,02 1,17 0,10 1,20 0,02 1,05 0,03 124 014
1,22 0,01 1,25 0,05 1,26 0,04 1,34 0,05 1,20 0,09 137 0,15
1,49 0,05 1,27 0,04 127 0,06 1,19 0,06 121 0,10 1,26 0,04
1,36 0,06 1,36 0,02 131 0,05 1,43 0,06 1,23 0,07 1,18 0,03



135 0,02 1,22 0,04 141 0,08 1,16 0,05 1,19 0,02 1,28 0,01
1,32 0,10 1,18 0,06 143 0,05 1,18 0,03 1,33 0,04 1,28 0,10
131 0,05 1,10 0,05 146 0,11 1,49 0,12 135 0,14 131 007
1,44 0,03 127 0,04 1,39 0,07 1,42 0,01 1,32 0,05 1,42 0,05
1,40 0,03 1,17 0,02 1,46 0,02 1,44 0,13 1,29 0,04 1,51 0,03
131 0,03 1,01 0,03 1,40 0,04 1,37 0,08 1,19 0,01 1,36 0,04
1,21 0,01 1,10 0,04 1,20 0,05 1,12 0,02 1,17 0,04 1,13 0,04
1,36 0,04 1,25 0,05 1,17, 0,04 1,29 0,04 1,18 0,03 1,14 0,04

W263 1,42 0,05 1,22 0,05 131 012 1,31 0,08 131 0,06 1,12 0,02
1,50 0,04 1,20 0,09 1,17 0,16 1,62 0,04 098 0,03 1,56 0,16
0,58 0,49 12,57 1,67 0,06 0,62
1,22 0,02 1,12 0,12 1,39 0,05 1,04 0,06 1,44 0,09 1,09 0,01
1,17 0,18 1,17 0,02 1,25 017 1,45 0,04 133 0,09 142 0,12
1,13 0,11 1,55 0,05 1,67 0,19 1,08 0,12 1,55 0,05
1,14 0,10 1,22 0,05 1,30 0,16 1,45 0,11 127 0,04 1,30 0,04

Q272 1,26 0,17 1,23 018 1,23 0,21 125 0,12 1,28 0,05
0,04 4,06 0,59 6,52 11,79
1,08 011 1,11 0,06 0,11 1,02 011 136 0,10
1,18 1,04 0,09 0,57 0,09 1,03 0,03 1,06 0,10
141 0,13 1,17 0,06 1,20 0,05 1,19 0,05 1,21 0,03 1,20 0,03
1,29 0,13 1,00 0,09 1,06 0,09 0,89 0,06 1,06 0,03 1,22 0,06
1,47 0,06 1,05 0,04 1,29 0,10 1,15 0,07 1,12, 0,10 1,22 0,05
1,40 0,16 1,15 0,08 1,04 0,08 1,43 0,09 1,29 0,05 131 0,03



1,06 0,03 1,03 0,05 1,19 0,02 1,11 0,03 095 0,07 1,28 0,04
1,23 0,19 1,10 0,05 1,21 0,12 1,34 0,08 1,07 0,08 1,26 0,01
133 0,02 1,11 0,07 1,22 0,06 1,39 0,02 121 0,04 1,16 0,10
1,16 0,18 1,18 0,11 1,31 024 1,37 0,06 08 013 1,22 0,14
1,06 0,08 1,14 0,13 1,01 0,12 1,24 0,06 1,57 0,13 1,29 0,14
1,14 0,8 1,36 0,10 1,16 011 1,00 0,10 135 0,16 135 021
127 0,06 1,12 0,08 1,14 0,06 1,20 0,04 137 0,10
1,45 0,11 1,38 0,10 1,37 0,10 1,25 0,12 1,02 0,24 1,56 0,14
141 0,01 1,09 0,04 08 0,08 1,56 0,05 148 0,09 141 016
1,32 0,04 1,30 0,13 1,30 0,05 1,30 0,14 1,44 0,09 132 0,09
1,04 0,05 1,39 0,08 1,45 0,26 1,13 0,22 1,21 0,07
1,12 0,05 1,18 0,10 1,00 0,08 1,06 0,05 144 0,15
1,09 0,06 1,17 017 1,33 0,06 1,05 0,10 1,11 0,13
1,34 0,10 1,22 0,04 1,60 0,07 138 0,114 147, 0,07
1,32 0,09 1,03 0,16 1,08 0,19 0,71 0,14 133 0,10 1,66 0,12
1,37 0,04 1,35 0,10 1,47 0,05 1,37 0,07 1,29 0,24 1,40 0,01
1,26 0,07 1,41 0,09 1,75 0,07 1,39 0,04 1,45 0,06
1,33 0,08 1,15 0,16 1,08 0,17 1,30 0,14 145 0,16 1,44 0,07
1,25 0,10 1,20 031 1,30 0,14 1,18 0,14 2,00 0,11 1,15 0,08
1,37 0,10 1,26 0,04 1,34 019 1,49 0,03 1,29 0,13 1,3 0,10
1,20 0,01 1,21 0,5 1,39 0,06 1,64 0,07 1,05 0,18 1,21 0,09
1,25 0,09 1,45 0,06 098 0,16 0,90 0,03 1,03 0,19 1,19 012
1,49 0,14 141 0,06 1,02 0,18 1,11 0,13 08 0,14 1,16, 0,19
0,42 0,23 0,06 0,01 0,26 0,43
1,58 0,22 1,47 0,16 133 017 1,10 0,01 1,49 024 1,07 0,09



L308
G309
Q310
1311

S312
313
E314
S315
H316

O

1,57
1,51
0,92
1,00

1,35
1,44
1,40
1,21

0,14
0,03
0,06
0,35
0,69
0,13
0,04
0,14
0,01

1,42
1,48
1,08
1,13

1,17
1,30
1,14
1,01

0,04
0,13
0,09
0,13
0,17
0,10
0,03
0,04
0,00

1,45
1,53
0,81
1,54

1,23
1,46
1,47
1,28

0,08
0,13
0,08
0,47
2,22
0,05
0,09
0,17
0,02

1,55
1,30
1,09
0,87

1,24
0,06
1,35
1,33

0,12
0,11
0,07
0,09
0,38
0,06
0,13
0,08
0,01

1,12
1,54
1,14
1,47

1,57
1,55
1,32
1,18

0,09
0,11
0,11
0,12
0,17
0,08
0,02
0,02
0,01

1,49
1,67
1,21
1,21

1,46
1,54
1,34
1,25

0,02
0,04
0,04
0,05
0,61
0,20
0,01
0,04
0,01
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7.10- Valores de R; obtidos para a MGL-CRD na forma livre e na presenca dos ligandos estudados

Tabela 12- Valores obtidos da experiéncia de relaxagdo Rz e respetivos erros do dominio MGL-CRD na forma livre e na presenga dos complexos MGL-CRD/1-5.

MGL-CRD

R» (S—l)

14,40
14,19
13,60
15,10
12,96
11,12

12,91
12,88
12,78
10,18
14,30
13,68

11,42

Erro

0,14
0,21
0,31
1,45
0,35
1,03

0,73
0,59
1,06
0,21
1,33
0,32

0,09

MGL-CRD/1

16,84
13,11
10,88
14,20
13,21
10,90

14,62

9,73
10,92
11,65
11,61
10,86

9,70

Erro

0,56
0,94
1,93
2,07
0,42
0,71

0,96
0,78
0,17
0,70
0,87
0,94

0,75

MGL-CRD/2

R» (S—l)

17,04
13,45
15,47
14,58
11,66
11,04

12,93
11,45
12,30
11,76
11,33
12,79

10,92

Erro

0,92
0,66
0,74
2,36
0,56
0,74

0,85
1,15
0,53
0,14
0,16
0,09

0,13

MGL-CRD/3

17,91
14,58
12,39
12,25
11,10
11,71

13,14
11,28
12,40
10,82
10,20
11,25

10,77

0,16
0,32
0,96
1,49
0,24
0,10

0,16
0,21
0,94
0,54
0,17
0,45

0,26

Erro (+) | Rz (s)

16,09
14,54
15,50
14,06
12,92
12,93

12,92
12,62
13,00

9,70
10,26
14,56

10,66

MGL-CRD/4

Erro (1)

0,91
1,02
0,22
0,65
1,26
0,98

0,45
0,63
0,41
0,66
0,92
0,38

0,22

MGL-CRD/5

R, (5—1)

15,86
14,94
16,23
10,24
12,11
12,78

13,91

9,93
12,24
10,15
11,69
11,73

11,22

Erro (1)

0,07
1,03
0,54
1,57
0,48
1,60

0,56
1,25
0,82
0,70
0,73
0,49

0,67
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11,52
12,03
10,92
15,51
13,51
12,65
15,02

5,62
15,32
15,35
14,42

14,29
12,29
11,98
11,91
12,41
11,35
14,75
16,05
14,24
11,80
11,14
11,54
11,93
13,77
11,92

0,10
0,29
0,31
0,18
0,07
0,18
0,10
0,19
0,54
0,08
0,52
0,88
0,35
0,07
0,25
0,17
0,18
0,79
0,30
1,29
0,55
0,23
0,16
0,25
0,17
0,44
0,22

11,83
11,42

9,32
12,34
13,49
12,56
14,98

6,27
14,50
14,44
11,26

14,29
13,16
10,73
12,03

9,89

9,38
14,77
14,81
15,09
11,40
11,06

8,12
10,89
12,48
13,04

0,76
0,31
0,23
0,80
0,26
0,18
0,08
0,64
0,34
0,21
0,69
1,04
0,73
0,24
0,26
0,14
0,29
0,76
0,77
1,15
2,38
0,44
0,24
0,36
0,50
0,36
0,33

10,74
11,59
10,26
13,31
13,03
12,78
14,64

7,69
13,43
16,51
14,45

11,31
12,23
12,49
12,74
11,29
11,53
12,86
12,37
14,64
12,30
11,41
11,42
12,45

1,29
11,87

0,92
0,27
0,12
1,21
0,13
0,26
0,10
0,28
0,32
0,23
0,38
0,81
0,22
0,30
0,37
0,15
0,50
1,70
0,61
0,20
1,58
0,38
0,29
0,20
0,18
0,03
0,55

10,63
12,07

9,92
13,73
13,07
12,18
13,96

6,28
14,09
16,62
15,32

12,45
12,11
11,44
12,36
11,91
11,60
11,50
13,90
12,75
11,93
11,03
11,20
12,00
11,53
11,86

0,18
0,31
0,15
0,90
0,24
0,35
0,53
0,46
0,48
0,25
0,10
1,80
0,14
0,28
0,21
0,30
0,72
0,37
0,53
0,95
0,75
0,40
0,16
0,09
0,13
0,36
0,12

12,29
11,41
10,44
14,29
13,65
13,24
14,05

5,81
13,94
15,84
15,58

14,31
13,22
11,31
13,69
13,50
10,82
14,39
16,09
12,98
12,77
11,85
12,27
13,30
10,20
12,50

0,74
0,33
0,29
0,60
0,19
0,41
0,12
0,41
0,31
0,29
0,81
0,14
0,40
0,33
0,46
0,47
0,48
1,56
0,32
0,45
0,69
0,87
0,10
0,30
0,38
0,54
0,36

11,83
11,47

9,94
14,03
12,91
13,13
15,13
10,01
14,18
14,74
14,37

12,31
12,41
11,38
12,51
12,25
11,47
11,61
13,95
11,93
12,29
11,59
11,63
12,00

8,77
12,35

0,54
0,21
0,17
0,32
0,09
0,24
0,36
0,15
0,48
0,16
0,44
0,40
0,10
0,16
0,35
0,22
0,33
1,10
0,33
0,37
1,34
0,47
0,05
0,09
0,25
0,10
0,51
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11,74
11,27
11,87
10,86
12,79
11,26
12,00

9,40
10,90
11,57
17,67
12,77
12,22
12,80
13,14
12,41
12,42
11,53

13,01
11,88
13,95
11,47
12,81
11,88
13,32
13,00

0,11
0,49
0,18
0,17
0,21
0,24
0,12
0,33
0,10
0,42
0,75
0,36
0,31
0,37
0,15
0,24
0,38
0,37

0,41
0,06
0,36
0,14
0,18
0,37
0,09
0,38

12,38
12,34
12,48
12,01
11,81
11,01
11,72

9,68

8,12

9,51
10,04
11,08
13,60
11,50
12,47
13,47
11,79
10,13

12,02
10,79
10,96
11,12
11,20

9,38
11,07
12,85

0,28
0,08
0,43
0,33
0,25
0,48
0,27
0,27
0,47
0,28
0,52
0,88
0,59
0,60
0,76
0,96
0,76
0,33

0,34
0,34
0,05
0,09
0,41
0,45
0,25
0,24

12,40
11,63
11,19
11,98
12,68
11,37
12,57

9,92
10,39

9,18

8,35
10,53
11,30
13,45
12,40
12,44
14,05
11,27

12,27
10,98
10,78
11,49
12,54
10,91
13,43
13,41

0,23
0,14
0,26
0,20
0,38
0,36
0,59
0,42
0,34
0,25
0,44
0,54
0,32
0,39
0,22
0,10
0,86
0,19

0,19
0,11
0,13
0,09
0,28
0,18
0,18
0,34

11,78
12,08
12,14
11,61
12,22
11,13
11,92
10,17

9,99

9,55
10,42
10,60
11,08
13,46
11,18
11,23
13,26
11,18

11,48
10,67
10,47
11,38
12,13
10,75
13,03
12,41

0,36
0,44
0,34
0,18
0,25
0,20
0,34
0,31
0,38
0,40
0,52
0,86
0,51
0,37
0,60
0,35
0,12
0,09

0,08
0,14
0,09
0,17
0,20
0,21
0,09
0,17

12,78
12,11

9,95
11,52
12,77
11,78
12,05
10,76
10,56
10,16
10,33
11,63
11,91
14,23
11,53
13,73
13,82
12,33

12,56
12,11
10,98
11,95
11,98
11,83
14,03
13,81

0,17
0,80
0,42
0,25
0,23
0,61
0,75
0,26
0,36
0,25
0,39
1,92
0,45
0,35
0,70
0,40
0,42
0,09

0,25
0,41
0,15
0,07
0,75
0,80
0,39
0,25

12,47
12,19
11,15
12,13
12,52
11,49
11,57
10,17
10,07

9,98

8,98
10,71
12,18
14,59
11,69
11,31
13,26
11,09

11,79
10,76
10,51
11,29
12,17
11,32
12,29
13,16

0,45
0,55
0,29
0,44
0,26
0,06
0,22
0,10
0,16
0,07
0,19
0,25
0,25
0,83
0,36
0,04
0,18
0,09

0,25
0,19
0,21
0,16
0,33
0,41
0,20
0,01
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12,23
15,45
17,92
11,37
10,79
10,68
11,17
11,53
10,82

11,17

14,70

11,91

20,12

13,76

9,62
15,33
13,02

0,22
0,48
0,36
0,19
0,14
0,18
0,29
0,16
0,06

0,05

0,41

0,31

2,14

0,41

0,04
0,51
0,22

12,24
14,49
19,98
10,50
11,82
10,87
10,94
10,66
11,61

11,08
11,21

12,21

11,70
16,02
13,41
13,97

12,87
12,19
10,57

9,21
10,63

0,16
0,28
0,58
0,36
0,18
0,21
0,35
0,28
0,27

0,15
0,45

0,23

0,12
0,92
0,31
0,54

0,65
0,70
0,18
0,34
0,18

13,35
15,36
17,88
11,40
11,97
10,97
11,49
11,36
11,19

11,39
11,01

12,01

11,05
13,10
14,12
14,60

11,77
11,09
10,76
10,56
10,89

0,22
0,40
0,54
0,27
0,08
0,20
0,28
0,17
0,12

0,32
0,32

0,26

0,60
0,59
0,26
0,68

0,83
0,47
0,16
0,03
0,38

13,05
14,52
20,49
11,51
11,53
10,76
11,55
10,78
10,42

11,62
11,11

13,15

12,49
11,72
12,05
12,86

10,26

9,98
10,50
12,00

0,33
0,31
0,41
0,08
0,17
0,42
0,19
0,22
0,14

0,17
0,31

1,01

0,35
0,84
0,29
0,28

7,60
0,86
0,17
0,15
0,02

13,87
15,86
18,93
12,03
11,62
11,60
12,11
12,33
11,38

12,53
10,98

13,44

12,80
10,86
13,44
10,86

12,74
11,35
11,10
10,79
12,38

0,15
0,26
1,52
0,37
0,24
0,12
0,30
0,12
0,44

0,61
0,59

0,35

1,49
1,08
0,71
1,12

2,93
0,59
0,37
0,07
0,41

13,43
15,42
19,08
11,28
11,48
11,18
11,37
11,09
11,13

11,72
10,14

13,05

11,82
13,46
13,04
12,79

12,29
10,43
10,36
10,15
11,26

0,16
0,29
0,31
0,34
0,19
0,02
0,12
0,07
0,06

0,26
0,66

0,12

0,41
0,24
0,49
0,31

0,32
0,35
0,22
0,12
0,44
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20,91
10,06
15,36
12,51
15,59
18,62
16,63

12,68
11,86
13,51

16,73
13,11

9,56
15,95
12,75
12,64
12,21
13,50
16,02

0,44
0,27
1,90
0,12
0,68
1,51
0,86

0,33
0,25
0,12

0,35
0,09

0,05
0,49
0,53
0,61
0,48
0,19
1,29

9,85

9,59
13,86
10,67
12,48
13,17
11,20

11,22
11,08
10,35
10,98
12,07
12,09
14,58
12,53
20,90
13,62
11,39

8,58
12,69
11,14
13,25
11,24
11,79
14,87

0,41
0,18
1,06
0,38
0,94
0,35
0,27

0,51
0,43
0,48
0,74
0,72
0,14
1,04
0,43
2,70
1,24
0,09

0,64
1,50
0,53
0,63
0,08
0,48
1,46

9,38
10,39
11,90
13,12
12,46
13,46
10,42

12,04
11,08
12,01
10,68
13,27
14,37
12,55
10,32
15,60
13,98
11,27

9,37
13,83
10,97
12,40
10,51
11,29
10,31

0,54
0,21
0,31
0,36
0,54
0,82
0,66

0,41
0,20
0,22
0,56
0,34
0,29
0,60
0,61
1,64
0,47
0,17

0,13
0,81
0,43
0,88
0,31
0,97
1,78

11,17
10,62
12,74
11,20
13,42
13,53
10,66

12,11
10,99
11,98
10,36
12,36
11,99
12,84
10,94
16,67
10,99
11,56

9,56
14,72
10,81
12,34
10,63
11,85
14,04

0,25
0,00
0,79
0,48
0,26
0,62
0,49

0,47
0,23
0,24
0,29
0,25
0,12
0,43
0,29
1,54
0,73
0,11

0,17
0,65
0,47
0,34
0,18
0,13
2,10

11,74
11,37
13,60
12,47
15,79
11,38
12,77

12,22
12,37

7,35
11,25
12,64
14,33
16,32
10,64
11,80
13,44
11,29

10,35
16,67
13,41
12,63
11,05
11,89

9,90

0,11
0,29
0,36
0,39
0,59
0,74
0,33

0,29
0,18
0,25
0,24
0,25
1,07
0,84
0,73
0,23
0,76
0,43

0,14
0,51
0,94
0,33
1,14
0,56
1,07

10,83
11,13
12,77
11,34
12,81
13,08
10,55

11,34
12,33
12,17
12,90
13,67
12,18
10,73
11,42
11,93
11,96

9,53
14,25
12,97
14,27
12,02
13,01
16,61

0,28
0,17
0,35
0,30
0,22
1,03
0,98

0,24
0,29
0,49
0,40
0,31
0,47
0,25
0,31
0,25
0,37

0,23
0,99
0,38
0,13
0,63
0,55
1,07
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10,96
8,84
9,19
8,09
3,95

2,63
2,14
3,03
1,49

0,59
0,37
0,10
0,07
0,25
0,37
0,24
0,04
0,13
0,01

9,84
10,24
7,10
11,61
5,08

7,45
1,44
1,66
1,60

0,41
0,28
0,58
0,45
0,31
0,65
0,56
0,00
0,09
0,03

10,70
10,08
8,59
10,55
5,82

5,30
2,07
1,97
1,57

0,34
0,68
0,16
0,34
0,41
0,26
0,55
0,07
0,20
0,02

10,84
9,75
7,66

13,51
3,92

10,88
2,16
6,81
2,05

0,86
0,29
0,24
0,47
0,34
1,69
0,19
0,22
1,64
0,01

11,42
10,34
8,40
12,00
4,94

2,70
2,24
1,68
1,47

0,27
0,43
0,44
0,16
0,17
0,16
0,09
0,01
0,06
0,01

11,64
9,04
8,02
7,29
5,13

2,66
2,36
2,15
1,64

0,34
0,28
0,39
0,07
0,28
0,13
0,14
0,06
0,05
0,03
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MGL-CRD MGL-CRD/1 MGL-CRD/2 ~ MGL-CRD/3  MGL-CRD/4 MGL-CRD/5

Ra2/R1 R2/R1 Ra2/R1 Ra2/R1 Ra2/R1 Ra2/R1
REN
| P182 |
BN 110 15,07 12,42 14,34 12,32 11,85
| N1ss  [EEWE 10,67 10,31 10,30 11,52 12,43
| wiss RS 10,08 13,82 10,19 15,82 14,83
| vize [EETEY, 13,43 13,98 10,05 7,77
| E187 | 9,59 8,11 13,67 11,84
| H188 | 6,41 9,63 7,24 7,09 14,97 9,34
| D190 |
| 5191 | 9,45 13,70 9,95 9,25 11,57
| 192 | 8,46 9,46 11,91 11,35
BE 104s 9,05 12,16 12,39 13,32 9,22
| w194 | 7,95 8,36 8,09 7,30 6,62 7,74
| F195 | 9,86 10,18 11,94 9,37 10,91
| s196 [T 9,04 8,68 9,79
| 5198 | 7,14 7,78 7,70 8,98 8,20 7,97
| G199 | 8,41 9,03 6,28 6,47 8,12 8,93
| M200 | 8,71 7,70 9,20 9,33 7,43 8,21
| 5201 | 8,03 7,39 8,01 7,65 7,70
| w202 [EERY 10,14 10,31 10,39 10,92 10,29
| A203 RN 11,53 10,75 10,29 11,15 9,91
| 204 [EETER 10,58 10,22 10,45 10,51 11,26
B s 12,99 13,66 11,35 11,24 13,42
| E206 4,28 5,10 6,12 5,31 3,64 6,33
| k207 IR 11,39 11,54 12,78 12,09 10,84
| v202  [EERY 11,91 11,79 13,22 13,25 11,47
| 209 | 8,98 12,59 12,79 12,87 11,76
| 1211 Y 11,90 9,47 9,69 11,24 9,78
| k212 [ 11,15 9,89 10,27 11,24
| N213 | 8,69 9,14 10,05 9,26 10,85 10,01
| A214 | 9,15 9,41 10,57 10,76 11,30 9,17
| H215  ETEY 8,00 9,47 9,13 10,94 9,63
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8,30
9,39

10,90
10,07
8,19
8,74
8,10
9,49
8,94
8,13
9,26
8,13
7,07
9,26
8,89
8,48
6,22
7,77

14,87
8,83
9,02

10,53

10,61

10,04
8,53
9,49

10,09
8,47
12,30
9,28
9,78
8,05
10,91
8,74
8,98
11,41
13,61
8,65
7,48
7,62
8,51

7,47
10,60
12,61
14,27
10,53

8,76

7,52

8,19

9,65

9,50
10,06

9,54

9,95

8,62

8,67

9,09

7,48
6,51
9,16
8,72
10,36
11,03
10,87
11,78
12,17
10,07
9,03

9,37
10,19
10,01
10,93

8,83
10,10
8,99
11,88
16,93
9,52
9,34
9,30
10,83

11,58
9,20
11,35

9,29
7,37
8,41
1,20
9,55
9,04
8,47
7,61
9,27
9,95
8,22
10,13
6,99
8,11

6,50
8,99
8,65

9,60
10,35
11,32

9,25

9,31
10,17
10,17

9,31
10,65
10,57
10,18
10,90
12,50

7,79

8,64

7,53

8,19

9,71
7,72
13,11

9,18
8,09

8,01

9,27
8,33
9,10
8,19
9,14
9,20
8,12
10,62
7,46
7,47

7,83
10,65
6,66
12,66
7,05
8,32
10,62
9,87

8,84

9,68
9,42
8,89
8,98
9,72
10,43
9,14
12,50

7,74
8,10
7,46
8,41

6,77
9,87
16,30

11,78
9,77
7,81
9,87
7,53
9,45
9,62

11,04
7,90
8,39

10,58

10,76

10,12
8,38

8,09
9,67
9,35
8,04
13,04
9,47
9,53
12,24
10,64

9,97
10,31
9,79
9,61
12,02
11,24

11,40
11,30

8,91
8,79
9,01
10,18

10,60
8,96
13,03
10,16
9,83
9,26

7,56
6,89
9,69
8,75
10,79
7,20
8,53
9,25
9,19
9,30
6,61
7,76

6,26
8,81
9,44

8,24
8,47
9,91
9,83

9,20
9,12
9,41
9,86
9,17
9,13
8,97
10,48
11,34
12,00
14,89
8,61
8,07
7,41
8,38
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9,50
7,98

7,86
9,83

9,77

12,03

6,84

8,84
14,95
9,47
12,44
9,41
13,38

14,54

8,74
8,41
10,27

9,60

7,20
12,77
9,33
10,51

9,71
9,30

9,09
9,35

10,85

9,98
14,20
10,95
11,07

11,93
10,38
9,02

10,09
8,55
9,27

12,57
9,64

10,56

11,56
8,26

8,85
8,04
9,46
8,42
11,62
10,77
13,38
9,37
20,22
10,07
9,03

7,44
10,54

8,83
10,95

9,43
9,57

8,71
9,41

8,67

8,85

11,89

10,62
10,69
8,94
9,98
8,43
9,05
8,74
9,85
10,72
9,51
13,32

10,71
8,06

8,19
9,58
12,16
10,74
8,45
14,40
9,50
7,99

8,65
10,65
8,19
8,90

9,63
8,07

8,90
6,87

12,68

8,61
7,03
8,32
10,45

8,38
11,82
10,41

7,81

9,57

9,48

8,05

9,79
10,95
10,61

10,58
8,77

7,95
8,54
11,97
9,62
6,83

8,00
6,60

7,33
12,49
7,26
7,54

10,55
9,63

9,56

9,36

9,62
10,07
10,55

8,69

12,49
10,99
9,21

11,09

9,11
11,95
12,76
10,32

7,23
9,47

10,15
12,12
4,95
7,84
11,19
13,58
15,59
7,72
8,87
10,44
8,10

7,14
8,32
10,41
11,99

9,83
9,76

10,42
6,52

11,93

8,34
8,67
10,03
9,99

9,00
9,87
8,66
8,34
9,25
8,29
8,70
10,11
9,74
10,53
10,15
7,80

7,29

9,22
10,69
9,47
10,97
7,32
6,90
8,51
8,28

6,63
12,35
9,52
11,79
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9,77
9,09
7,59
6,93
5,63
6,10
8,74
3,96

7,78
8,34
15,12
6,71

4,79
10,71

10,70
11,06
5,60
8,07
6,96

3,77

4,30

11,86
10,66

9,84
6,29

12,37

10,69
13,78

7,64
9,25
5,47

3,36

10,13
11,25

10,87
6,05

6,05
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7.12- Histogramas dos valores de relaxagao HetNOE, R; e R da

MGL-CRD na forma livre e na presenca dos varios ligandos em

estudo
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Figura 37: A- Histograma dos valores de HetNOE para cada um dos residuos para o dominio MGL-CRD. B-
Histograma dos valores de R:1 para cada um dos residuos para o dominio MGL-CRD. C- Histograma dos
valores de R: para cada um dos residuos para o dominio MGL-CRD. Encontra-se representado nos
histogramas o esquema da estrutura secundaria do modelo de homologia do dominio MGL-CRD.
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Figura 38: A- Histograma dos valores de HetNOE para cada um dos residuos para o complexo MGL-CRD/1.
B- Histograma dos valores de R1 para cada um dos residuos para o complexo MGL-CRD/1. C- Histograma
dos valores de Rz para cada um dos residuos para o complexo MGL-CRD/1. Encontra-se representado nos
histogramas o esquema da estrutura secundaria do modelo de homologia do dominio MGL-CRD.
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Figura 39: A- Histograma dos valores de HetNOE para cada um dos residuos para o complexo MGL-CRD/2.
B- Histograma dos valores de R1 para cada um dos residuos para o complexo MGL-CRD/2. C- Histograma
dos valores de Rz para cada um dos residuos para o complexo MGL-CRD/2. Encontra-se representado nos
histogramas o esquema da estrutura secundaria do modelo de homologia do dominio MGL-CRD.
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Figura 40: A- Histograma dos valores de HetNOE para cada um dos residuos para o complexo MGL-CRD/3.
B- Histograma dos valores de R1 para cada um dos residuos para o complexo MGL-CRD/3. C- Histograma
dos valores de Rz para cada um dos residuos para o complexo MGL-CRD/3. Encontra-se representado nos
histogramas o esquema da estrutura secundaria do modelo de homologia do dominio MGL-CRD.
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Figura 41: A- Histograma dos valores de HetNOE para cada um dos residuos para o complexo MGL-CRD/4.
B- Histograma dos valores de R1 para cada um dos residuos para o complexo MGL-CRD/4. C- Histograma
dos valores de Rz para cada um dos residuos para o complexo MGL-CRD/4. Encontra-se representado nos
histogramas o esquema da estrutura secundaria do modelo de homologia do dominio MGL-CRD.
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Figura 42: A- Histograma dos valores de HetNOE para cada um dos residuos para o complexo MGL-CRD/5.
B- Histograma dos valores de R1 para cada um dos residuos para o complexo MGL-CRD/5. C- Histograma
dos valores de Rz para cada um dos residuos para o complexo MGL-CRD/5. Encontra-se representado nos
histogramas o esquema da estrutura secundaria do modelo de homologia do dominio MGL-CRD.
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