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"Somos assim. Sonhamos o voo, mas tememos as alturas. Para voar € preciso amar o
vazio. Porque o voo s6 acontece se houver o vazio. O vazio € o espaco da liberdade, a
auséncia de certezas. Os homens querem voar, mas temem o vazio. Nao podem viver
sem certezas. Por isso trocam o voo por gaiolas. As gaiolas sao o lugar onde as
certezas moram.

E um engano pensar que os homens seriam livres se pudessem, que eles ndo sdo
livres porque um estranho os engaiolou, que se as portas das gaiolas estivessem
abertas eles voariam. A verdade € o oposto. Os homens preferem as gaiolas ao voo.

Sao eles mesmos que constroem as gaiolas onde passarao as suas vidas."

R. Alves

E aqueles que foram vistos dancando foram julgados insanos por aqueles que nao

podiam escutar a musica.

F. Nietzsche

Isto de querer ser exatamente o que a gente €, ainda vai nos levar além.

P. Leminsky
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Resumo

CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DA STANNIOCALCINA-1 POR PROTEOMICA
ESTRUTURAL. A Stanniocalcina-1 (STC1) é um hormdnio glicoproteico que apresenta
padrédo de expressao diferencial destacado em diversas patologias, notadamente em
neoplasias, mas seus aspectos funcionais e estruturais sdo pouco explorados até o
momento. Nesse sentido, a STC1 foi escolhida como alvo para a utilizacdo de uma
abordagem integrativa das técnicas que utilizam os reagentes de ligagdo cruzada,
espectrometria de massas e modelagem molecular para a modelagem estrutural. A partir
dos experimentos de ligacdo cruzada, foram obtidas 37 restricobes de distancia
envolvendo espécies ligadas com DSS, sendo 11 destas espécies com N-terminal e uma
restricdo envolvendo a espécie dimérica, além das cinco ligagbes de dissulfeto ja
publicadas. Essas restricdes foram utilizadas para a geracdo de modelos estruturais nas
plataformas online |-Tasser e Quark e, localmente, mais de 100.000 modelos pelo
protocolo Ab Initio Relax do software Rosetta em quatro diferentes condi¢des iniciais de
modelagem. O Rosetta apresentou maior eficiéncia na geracdo de modelos quando
ausente arquivo de predigdo de estrutura secundaria. As restricdes de distancia foram
ferramenta discriminatéria fundamental para a sele¢do de estruturas candidatas para a
STC1. O agrupamento utilizando o parametro global distante test (gdt) das 1500 modelos
de menor score que respeitavam todas as restricbes identificou 22 estruturas
representativas estruturalmente distintas. Essas estruturas representativas podem agora
ser utilizadas em testes envolvendo substituicio molecular nos dados de difragdo de

raios-X.
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Abstract

STRUCTURAL CHARACTERIZATION OF STANNIOCALCINA-1 BY STRUCTURAL
PROTEOMICS. The Stanniocalcin-1 (STC1) is a glycoproteic hormone, which shows a
differential expression pattern in a variety of pathologies, especially in neoplasia, but its
functional and structural aspects have not been explored. Accordingly, the STC1 was
chosen as a target to the use of an integrative approach including chemical cross-linking,
mass spectrometry and molecular modeling. From cross-linking experiments,37 distance
constrains were identified involving the DSS cross-linker, 11 of them in the N-terminus
part of the protein and one involving the dimeric specie, in addition to five disulfide bonds
already published. These constrains were used to generate structural models by |-Tasser
and Quark online platforms and, locally, more than 100,000 models in the Ab Initio Relax
protocol package present in the Rosetta software in four different modeling conditions.
Rosetta was the most efficient in generating models when secondary structure prediction
was absent. The distance constrains were found to be a key discriminatory tool for the
selection of candidate structures for the STC1. For the 1,500 lowest score structures that
satisfied the distance constrains, the clustering method employing the global distance test
parameter (gdt) identified 22 structurally distinct representative structures. These
representative structures can be used to in molecular replacement test to solve the X-ray
diffraction data.
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1. Introducao

1.1 Estrutura de Proteinas

Proteinas sdo macromoléculas presentes em todos os sistemas biolégicos e
possuem especial interesse por serem as grandes efetoras na dindmica desses
sistemas. Essas entidades moleculares sdo compostas por aminoacidos ligados
covalentemente por ligacées peptidicas e se apresentam em uma ampla faixa de
formas e tamanho, variando de poucos kDa & alguns MDa' (Figura 1).

a b c

L5

Figura 1. Representacao da diversidade de tamanhos e formas de proteinas. Em (A) estrutura
da imunoglobulina (IgG), anticorpo envolvido em respostas imunes secundarias; (B) hemoglobina,

envolvida no transporte de oxigénio; e (C) insulina, hormdnio envolvido na redugao da glicemia.

Interagbes de hidrogénio locais entre residuos de aminoacidos sequenciais
dao origem a estruturas regulares conhecidas como alfas-hélices e folhas-beta,
elementos de estrutura secundaria. A cadeia polipeptidica, produto da sintese
proteica, além de assumir localmente estas estruturas, enovela-se de forma a
globalmente esconder os residuos hidrofobicos e expor os residuos hidrofilicos,
maximizando assim as interagdes com o solvente e dando origem a estrutura nativa
funcional, conhecida como estrutura terciaria. Cadeias polipeptidicas distintas podem
ainda formar uma estrutura funcional supramolecular, correspondendo a um nivel de

estrutura quaternaria’ (Figura 2).
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Figura 2: Esquema mostrando a divisdo sistematica entre os niveis estruturais de uma
proteina. A estrutura primaria compde a sequencias de aminodacidos ligados por ligacoes peptidicas;
esses aminoacidos dao origem a estruturas regulares mantidas por ligacoes de hidrogénio: alfa-hélices
e folhas-beta; a estrutura terciaria € mantida por interagées néo locais e € o produto do enovelamento
proteico; estruturas supramoleculares podem ser formadas por interacdes nao covalentes entre

subunidades proteicas dando origem a estrutura quaternaria.

A estrutura nativa das proteinas esta diretamente ligada a sua estabilidade e
atividade bioldgica, portanto, com excecdo das proteinas intrinsicamente
desordenadas, alteragdes em suas estruturas podem provocar a perda de sua funcao

biologica'?.

Novas tecnologias tém sido desenvolvidas para a analise em larga escala da
funcdo de uma proteina, em que as descricdes geralmente envolvem apenas alguns
dos varios aspectos funcionais, tais como localizacao, interacao e modificagdes, mas
raramente com a descricdo total de suas propriedades. Detalhes a respeito dos
mecanismos moleculares envolvidos em determinado processo e, assim, na funcao
de determinada proteina, requerem estudos muito mais dispendiosos e,
necessariamente, passam pela avaliagao estrutural dos componentes do sistema de

interesse.

1.2 Métodos de Determinacao Estrutural

As técnicas de determinacédo estrutural de proteinas e complexos proteicos
podem ser classificadas de acordo com o grau de resolucdo que elas oferecem. As
técnicas de baixa resolucdo sao constituidas em geral pelas espectroscopias, tais
como: Dicroismo Circular (CD), Emissao de Fluorescéncia, Transferéncia de Energia



Ressonante Férster (FRET) entre outras. Técnicas de ultra-centrifugacdo também
constituem outro importante componente das técnicas de baixa resolugdo. Essas
técnicas em geral sdo de mais facil acesso e relativamente simples e rapidas, porém
a informacao estrutural normalmente é muito restrita. Técnicas com maior grau de
resolucdo englobam microscopias e o espalhamento de raios-X a baixos angulos
(SAXS), e normalmente essas técnicas séao mai
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s restritas devido a instrumentacdo mais complexa e especifica. Essas técnicas
fornecem informacbes relativas a estequiometria, posicdo e orientacdo dos

componentes do sistema.

A determinacao de proteinas com resolucédo atdmica, ou alta resolucao, pode
atualmente ser obtidas por duas técnicas, sendo elas a Ressonéncia Magnética
Nuclear (RMN) e a Difracdo de Raios-X (DRX), cujas estruturas resolvidas sao
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geralmente depositadas no Protein Data Bank (PDB). A anélise da Figura 3A permite
verificar que do numero de estruturas no PDB cresce exponencialmente, chegando
hoje a mais de 100.000 estruturas. Destas, aproximadamente 89% foram resolvidas
por DRX enquanto que em torno de 10% foram resolvidas por RMN. Além disso, é
interessante notar na Figura 3B que desde 2009 ndo se determina nenhuma estrutura
de proteina com um novo enovelamento basico, mostrando que, aparentemente,
existe um numero limitado de topologias que podem ser determinadas para essas

macromoléculas pelas técnicas de alta resolucao.

Dentro deste contexto, torna-se possivel que a determinacao estrutural (dentro
de certos limites de resolugcdo) possa ser realizada pela determinacdo dos

enovelamentos ja conhecidos que compde a estrutura de uma determinada proteina.

Figura 3: Estatisticas encontradas no PDB. O grafico (A) indica que o nimero de estruturas
resolvidas e depositadas cresce exponencialmente, enquanto que o nuimero de enovelamentos,

mostrado em (B) se mantém constante desde 2009.

Apesar do grande sucesso das técnicas de alta resolugdo, muitas proteinas
nao sao passiveis de andlise por essas técnicas, pois em geral ha a necessidade de
uma alta concentracdo e em elevado grau de pureza. Ainda no caso de RMN, o
tamanho esta limitado a aproximadamente 30 kDa e a proteinas que sejam estaveis
em tampdes que ndo interfiram na analise por dias ou até semanas. Uma estatistica
do New York Structural Genomics Research Consortium (NYSGR) (Figura 4) revela
que para a DRX a grande maioria dos alvos ndo chegam a etapa de analise. A
obtencdo de monocristais € o grande gargalo da técnica, sendo que a taxa de sucesso
em relagdo ao numero de proteinas purificadas é préxima de 10% e quando
comparado com o numero de proteinas clonadas essa taxa cai para préximo de 2%.



Figura 4: Estatisticas do NYSGR indicando que aproximadamente 2% dos alvos clonados
possuem sua estrutura resolvida e depositada do PDB pela técnica de DRX.

Uma analise comparativa entre os dados do PDB com o numero de
sequencias de proteinas derivadas de analises genémicas depositadas no SwissProt
(http://web.expasy.org/docs/relnotes/relstat.html) presentes na Figura 5A revela que,
mesmo com o aumento exponencial do numero de estruturas, as técnicas de alta
resolucao ndo sao suficientes para acompanhar a velocidade com que se tem acesso
as informagdes advindas do sequenciamento de genomas. Sao mais de 540 mil
sequencias depositadas contra pouco mais de 105 mil estruturas no PDB,
correspondendo a aproximadamente 19% de estruturas em relacdo ao total de
sequencias. Tal divergéncia se torna ainda mais relevante quando analisa-se um
banco de sequencias mais completo, como 0 TrEMBL
(http://www.ebi.ac.uk/uniprot/TrEMBLstats) (Figura 5B). A porcentagem de estruturas
resolvidas em relacdo ao numero de sequencias depositadas cai para pouco mais do
que 0,11%. Nesse sentido, o grande desafio da era pdés-gendmica esta em se

assinalar a estrutura e a funcao dos produtos dos genes de todos 0s organismos.
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Figura 5: Estatisticas de bando de dados de sequencias gendmicas em relagao aos dados do
PDB. Em (A) é indicado o comportamento exponencial do nimero de sequencias de proteinas
depositadas do SwissProt, enquanto que ao grafico (B) é adicionado o nimero de sequencias de
proteinas do TrEMBL indicando que as técnicas atuais de determinacao de estrutura de proteinas de

alta resolugao ndo sao capazes de acompanhar a velocidade dos sequenciamentos genémicos.

Devido a este fato, diversos grupos tém investido em técnicas computacionais
e algoritmos sofisticados com o objetivo de prever a estrutura terciaria de proteinas
com base em sua sequéncia primaria. A modelagem de proteinas € uma ferramenta
essencial no sentido de preencher a distancia que existe entre o numero de estruturas
determinadas experimentalmente e o nuUmero de proteinas previstas pelas analises
gendmicas. Esses programas de predicao de estruturas sao avaliados bianualmente
pelo CASP (Critical Assessment of Techniques for Protein Structure Prediction) em
uma competicdo em que é fornecida uma sequéncia de uma proteina com estrutura

determinada, porém ainda ndo publicada, para que os grupos, dentro de um



determinado periodo, possam obter modelos que séo entdo avaliados quanto a sua
precisdo em relagcéo a estrutura experimental de alta resolugéo.

1.3 Predicao de Estruturas de Proteinas

A predicdo de estruturas de proteinas a partir da sequéncia de aminoacidos
que a compde ainda € um problema néo resolvido apés cinco décadas de esforcos.
Se uma proteina alvo possui um homélogo ja determinado, a tarefa é relativamente
mais simples e modelos de alta resolucdo podem ser construido pela cépia da
estrutura basica da estrutura resolvida. Entretanto, tal procedimento nao responde a
questdo de como e o0 porqué a proteina adota aquela determinada estrutura. Esse
procedimento € chamado de modelagem baseada em modelo (template-based
modelling)®>*. Ao contrario da modelagem baseada em modelos, se estruturas
homdlogas nao existem, ou existem mas nao podem ser identificadas por similaridade
de sequéncias, modelos devem ser construidos sem o uso de dados experimentais.
Esse procedimento, chamado de modelagem ab initic>® (também chamada
abordagem de novo, baseado em fisica ou modelagem livre), € essencial para uma
completa solugdo do problema de predi¢do de estrutura de proteinas; também pode
ajudar a compreender qual o principio fisico-quimico de como as proteinas se
enovelam na natureza. Atualmente, a precisdo da modelagem ab initio € baixa e o

seu sucesso é limitado a pequenas proteinas (< 100 residuos).

Tipicamente, a modelagem ab initio conduz uma busca conformacional atravées
da avaliacdo de uma funcao de energia. Esse procedimento normalmente gera um
nuamero de possiveis conformacdes, e os modelos finais sdo selecionados dentre
eles. Portanto, uma modelagem ab initio de sucesso depende de trés fatores: (1) uma
funcdo de energia precisa com a qual a estrutura nativa da proteina corresponda ao
estado termodindmico mais estavel, comparado com as outras conformacgdes
avaliadas; (2) um método eficiente de busca conformacional que possa rapidamente
identificar estados de baixa energia; (3) uma ferramenta selegdo de modelos “nativos”

dentre as estruturas geradas.

As fungdes de energia podem ser classificadas em dois grupos distindos: (a)
funcdes de energia baseadas em fisica (physics-based energy function) e (b) funcdes
de energia baseadas em estatisticas (knowledge-based energy function).



Em um método em que a funcéo de energia consiste estritamente em fisica,
interacbes entre os atomos devem ser baseadas em mecéanica quantica com apenas
alguns parametros fundamentais como a carga do elétron e a constante de Planck;
todos os atomos devem ser descritos pelos seus tipos atdbmicos onde somente o
nimero de elétrons é relevante’. Entretanto, ndo ha nenhuma tentativa relevante de
se iniciar a predicao de estruturas a partir de mecanica quéantica, mesmo de pequenas
proteinas, simplesmente porque 0s recursos computacionais para tais calculos estao
muito distantes dos atualmente disponiveis. Sem os tratamentos da mecanica
quantica, um inicio pratico para a modelagem ab initio € utilizar um campo de forcas
com um grande numero de tipos atdmicos selecionados; em cada tipo atémico, as
propriedades fisicas e quimicas dos atomos sdo adquiridas de calculos do
empacotamento cristalino ou da teoria da mecanica quantica para pequenas
moléculas. Exemplos de tais campos de forca incluem o AMBERS, CHARMM?® e
OPLS"0. Estes potenciais contém termos associados com comprimento de ligacéo,
angulos, interacdes de van der Waals e eletrostaticas. A maior diferenca entre eles
esta na selecao dos tipos atdmicos e nos parametros de interacao.

As funcdes de energia com base em estatistica possuem como referéncia
termos empiricos derivados de estruturas resolvidas e depositadas no PDB''. Esses
termos podem ser divididos entre aqueles genéricos e independentes de sequéncia,
tais como ligagédo de hidrogénio e rigidez da cadeia polipeptidica ou aqueles derivados
de tendéncias observadas que sdo dependentes de sequéncia, como potencial
derivado do contato entre pares de residuo, potencial derivado da dependéncia de
distancia entre atomos e tendéncias relacionadas a estrutura secundaria’'3. Uma
das formas de aplicacdo desse tipo de abordagem incluem a utilizagdo de uma
biblioteca de fragmentos de estrutura secundaria, obtidas pelo alinhamento
diretamente das estruturas resolvidas que reduzem significativamente a entropia da
busca conformacional®.

Atualmente, |-Tasser'®-'7, Quark'® e Rosetta’®2?', alguns dos programas
melhores ranqueados pelo CASP, utilizam uma abordagem muito parecida baseando-
se essencialmente na construgcdo de uma biblioteca de fragmentos de estrutura
secundaria, associadas a uma fungcédo de energia baseada em estatistica que avalia
as montagens dos modelos. O Rosetta ainda utiliza na etapa de refinamento uma



funcao baseada em fisica que avalia diferentes rotameros para a cadeia lateral, etapa

mais dispendiosa computacionalmente.

Outra possibilidade bastante atrativa € a utilizacdo de dados experimentais
como guias destes programas, visto que pode levar a construgdo de modelos mais
refinados ou ser uma ferramenta de sele¢cdo dos modelos gerados.

Apesar dos avangos nesta area, a resolugcdo da estrutura por métodos
computacionais ainda apresenta uma exatidao relativamente baixa e recentemente o
acoplamento de métodos computacionais com dados experimentais tem atraido
bastante atengéo. Exemplos desse tipo de abordagem incluem o SAXSTER?? e o
Modeller IMP23. Dentre os dados experimentais mais utilizados para guiar a
modelagem da estrutura, encontram-se os dados de SAXS, microscopia, RMN e MS,
tendo este Ultimo se apresentado teoricamente como um dos mais valiosos dados

experimentais para tal fim.24

1.4 Espectrometria de Massas no Estudo de Proteinas

A espectrometria de massas (MS) consiste no estudo de ions na fase gasosa,
sendo a caracterizagao estrutural de compostos uma de suas principais aplicagoes.
O interesse na aplicagcdo dessa técnica para a andlise de proteinas e outras
biomoléculas existe desde a década de 70. Entretanto, a dificuldade envolvida na
geracado de ions de macromoléculas em fase gasosa pelos métodos até entdo
disponiveis era uma das principais limitacdes da técnica®>26. O advento das técnicas
de ionizacdo suaves denominadas ESI (Eletrospray lonization)?’, por J. B. Fenn e
MALDI (Matrix-Assisted Laser Desorption lonization)?®, por M. Karas e F. Hillenkamp,
no final da década de 80, possibilitou a analise de biomoléculas como peptideos,
proteinas e A4cidos nucléicos, sem fragmentacdo ou derivatizagdo?’. O
desenvolvimento dessas técnicas de ionizagao impulsionou uma grande evolucao dos
analisadores de massas associados nos anos subsequentes, de tal maneira que a
partir da década de 90 tornaram-se disponiveis instrumentos comerciais com
capacidade de experimentos de MS sequencial (MS") e diversas geometrias, como
quadrupolo tempo de véo (Q-TOF), tempo de véo — tempo de véo (TOF-TOF), ion
trap linear (LIT), ressonancia ciclotronica de ions com transformada de Fourier
(FTICR) e, mais recentemente, Orbitrap?®30, Desde entdo, o uso da espectrometria
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de massas na analise de proteinas evoluiu extensivamente, a ponto de se tornar
rotineiro no sequenciamento e identificagdo de proteinas, determinagdo da massa
molecular de proteinas e complexos proteicos intactos, determinagéo de parceiros de
interacdo, identificacdo e localizagdo de modificacbes pds-traducionais e
quantificacdo absoluta e relativa de proteinas®'-’. Em particular, o desenvolvimento
de metodologias envolvendo cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) acoplada
a MS para andlises de misturas complexas de peptideos advindos de digestao
enzimatica, contendo uma enorme diversidade de proteinas, aliada ao crescimento
das ferramentas de bioinformatica para busca em banco de dados possibilitou
estudos de protedmica em larga escala, hoje denominados de protedmica shotgun.

O interesse na ampla aplicagdo de MS para a caracterizagéo de proteinas se
deve as vantagens intrinsecas da técnica, como alta sensibilidade (permitindo analise
de amostras contendo picomols de peptideos), rapidez, versatilidade, facilidade de
operacdo e alta confiabilidade dos resultados. Como demonstrado acima, essas
caracteristicas fazem com que MS seja hoje uma técnica bastante consolidada para
caracterizagdes envolvendo a estrutura primaria de proteinas. No entanto, o emprego
de MS na andlise de estruturas superiores (terciarias e quaternarias) de proteinas
ainda é restrito, apesar das inUmeras vantagens potenciais que poderia apresentar
nessa area. Nesse ambito, metodologias envolvendo analise por MS tém se
destacado recentemente, com um numero crescente de aplicagbes: mapeamento
radicalar (Footprinting), Mobiblidade Iénica (IMS), troca Hidrogénio/Deutério (HDX) e

Ligacéo cruzada (Cross-linking).

1.5 Ligacao Cruzada Acoplada a Espectrometria de Massas

para o Estudo Estrutural de Proteinas

O fenémeno de ligacao cruzada (cross-linking) compreende a uniao de duas
espécies através de uma ligacao covalente, normalmente se empregando um agente
de ligacao cruzada (ALC). Diferentes classes quimicas podem estar envolvidas em
experimentos de ligacdo cruzada, variando de proteinas e acidos nucléicos a
particulas sdlidas®. Ligacdes de dissulfeto presentes em proteinas sdo exemplo de

ligagbes cruzadas que ocorrem naturalmente.
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Os ALCs sao compostos organicos multifuncionais, contendo em geral dois ou
trés grupos reativos, unidos por uma cadeia espagadora de comprimento variavel.
Quando em contato com proteinas em solucédo, os ALC sdo capazes de se ligar
covalentemente a cadeias laterais dos residuos de aminoacidos, de acordo com suas
especificidades, unindo cadeias laterais que estejam espacialmente separadas, no
méaximo, pelo comprimento da cadeia espagadora®. Os grupos reativos podem ser
idénticos (homofuncionais) ou distintos (heterofuncionais), permitindo versatilidade na
especificidade de cada reagente. Dentre os ALCs disponiveis atualmente, derivados
de ésteres de N-hidroxisuccinimida (NHS) sdo os mais utilizados (Figura 6), devido
aos rendimentos relativamente altos das reacdes e, principalmente, a facilidade de
sua obtencao, bastando para isso reagir um haleto de acila com um NHS. Estes
reagentes sao reativos preferencialmente frente a aminas primarias, podendo reagir
também com grupos alcoois e tidis. Outros ALCs sdo também empregados com
outras especificidades: carbodiimidas frente a acidos carboxilicos; isocianatos frente

a alcoois; e maleimidas frente a ti6is*°, por exemplo.

o Q |

)J\ i i

(CHa)ni ~O—N

o) ifﬁsd d

n | Nome | Distancia (A)

3 | Glutarato de Dissuccinimidila (DSG) Tif
5 | Pimelato de Dissuccinimidila 9.5
6 | Suberato de Dissuccinimidila (DSS) 11,4
8 | Sebacato de Dissuccinimidila (DSSeb) 13,0

Figura 6: Série de agentes de ligacdo cruzada homologos derivados de NHS com diferentes
tamanhos de cadeia alifatica.

As informacdes advindas dos experimentos de ligacao cruzada acoplado a MS
podem ser utilizadas para a obtencédo de informacdes estruturais de proteinas. Tais
informacdes sdo provenientes do tamanho da cadeia espagadora do ALC utilizada,
que limita os dois residuos de aminoacidos envolvidos a uma determinada distancia.

Em 2000, foi proposto pela primeira vez que se o numero de restricdes de distancia
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fosse maior que a N/10 (onde N é o numero de residuos da proteina), seria possivel

se determinar o tipo de enovelamento por meio de métodos computacionais*'.

A MS permite a analise de produtos envolvidos na ligacdo cruzada,
aproveitando-se de todas as vantagens intrinsecas da técnica. Isso é realizado
submetendo a proteina modificada pelo ALC a protedlise enzimatica e identificando-
se os peptideos modificados por LC-MS e LC-MS/MS, sendo a mistura de peptideos
submetidas a separacdo cromatografica seguida de anélise por MS de forma
continua. Os ions de peptideos sao automaticamente submetidos a experimentos de
MS/MS durante a corrida de LC, permitindo identifica-los e localizar as modificacées
causadas pelo ALC. Essa abordagem é semelhante aos métodos de protedmica
shotgun empregados em anadlises de misturas complexas de proteinas (Figura 7).

crizada enzimitica z’\@r

N
I <Ao<
N 5': 3
L\\\E

Protein
—— Ry

(5) NH, o Le-msms ()
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v R

Figura 7: Representacdo esquematica de um experimento de ligagdo cruzada acoplado a
espectrometria de massas. (1) Reacao da proteina com o ALC; (2) Protedlise enziméatica dando origem
as diversas espécies de peptideos, convencionais e modificadas; (3) Andlise da mistura por LC-
MS/MS; (4) Agrupamento das restricoes de distancia obtidas experimentalmente em um mapa de
restricoes de distancia; (5) Utilizagao do conjunto de restricdes para predicao de estruturas ou selecao
de modelos compativeis.

Os produtos de protedlise enzimatica derivados da reag¢ao das proteinas
com o ALC podem ser classificados em trés tipos (Figura 8): 1) espécies inter-
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peptidicas, em que a cadeia espacgadora conecta dois peptideos que estariam
separados devido a protedlise enzimatica, e fornecem informacdes a respeito de
residuos préximos na estrutura terciaria ainda que estejam distantes na sequéncia
primaria; 2) espécies intra-peptidicas, em que a cadeia espacadora conecta dois
residuos de aminoacidos de um mesmo peptideo gerado na protedlise enzimatica, e
informam que residuos préximos na sequéncia primaria também se encontram dentro
da restricdo da cadeia espacadora na estrutura terciaria; e 3) espécies parcialmente
hidrolisadas ou dead end, em que uma das por¢oes do ALC reagiu com uma cadeia
lateral da proteina e a outra porcado sofreu hidrélise, que trazem informacoes a
respeito da acessibilidade ao solvente desse residuo.

inter-peptidica

dead end
intra-peptidica

TS

Figura 8: Representagdo das espécies modificadas encontradas em um experimento de

>

ligacao cruzada.

Apesar de muito promissora na analise de complexos de proteinas e estruturas
de proteinas, a metodologia de ligacao cruzada acoplada a MS apresenta alguns
desafios, como detecgéo e identificacdo dos peptideos modificados pelo ALC, pois
estes se apresentam em quantidades subestequiométricas quando comparados com
os peptideos ndo modificados.3#? Entre as estratégias que tem sido utilizadas
encontram-se o uso de ALCs marcados isotopicamente*344 que torna a sintese do
ALC mais cara e a analise mais complexa; o uso de ALC modificados com grupos

especificos visando purificacdo por cromatografia de afinidade dos peptideos
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modificados, o que provoca perda da amostra por extensa manipulagdo*®46, e o uso
de ALC clivaveis visando facilitar a deteccdo dos peptideos modificados*’, que
necessita de instrumentos capazes de realizar experimentos de espectros de ions

fragmentos do tipo multi-estagio (MS").

Nosso grupo tem trabalhado com essa metodologia obtendo informacdes em
diversos niveis estruturais, como na obtencao de informacgéo a respeito da estrutura
secundaria®®, informacdes sobre complexos proteicos*®°® e mudancas
conformacionais de proteinas®. Além disso, estudos fundamentais sobre
fragmentacdo dessas espécies modificadas com derivados de NHS permitiram a
identificacdo de ions marcadores nos espectros de MS/MS52. Esses marcadores
facilitam a identificacdo dos peptideos modificados e tem sido utilizados em um
software recentemente desenvolvido em nosso grupo (SIM — Spectrum Identification
Machine) para a identificagdo de peptideos contendo ligagao cruzada.5® A avaliagéo
tedrica de diversas técnicas experimentais para auxiliar na determinacdo de
complexos proteicos?* através de docking molecular indicam que a utilizagdo das
informacdes de restricao de distancia na modelagem dessas estruturas possuem um
efeito muito significativo, no minimo iguais, mas muitas vezes superior a SAXS, RMN
e microscopias 2D e 3D (EM2D e 3D, respectivamente) (Tabela 1).

Tabela 1 — Taxa de sucesso do docking molecular integrativo utilizando diferentes
filtros experimentais. (A técnica de ligagdo cruzada é representada na Tabela como CXMS)

Top N  Standard Standard SAXS EM2D EM3D NMR- CXMS

docking docking RTC
EM
cases
1 10% 7% 22% 33%  33% 18%  36%
10 24% 19% 51% 82% 79% 47%  65%
100 49% 26% 77% 89% 89% 76% 87%
Case no. 176 27 176 27 27 176 138

Apesar da técnica de ligacdo cruzada ter mostrado um grande potencial na

obtencdo de informagdes em diversos niveis estruturais de proteinas, ainda nao
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existe um estudo sistematico a respeito do potencial da técnica na determinagéo de
estrutura terciaria de proteinas.

1.6 A Stanniocalcina-1

As Stanniocalcinas (STC) sao proteinas pertencentes a uma pequena familia
de horménios glicoproteicos secretados, composta pelas proteinas STC1 e STC2
cujas sequéncias de aminoacidos sdo altamente conservadas desde vertebrados
aquaticos até os terrestres®+.

Inicialmente descoberta em peixes 6sseos associada a homeostase de
célcio®®, fica cada vez mais claro que as STCs tenham expandido seus papeis em
mamiferos, por apresentarem padrao de expressao abrangente em diversos tecidos
adultos®+57:%8 g também apresentarem expresséao diferencial durante embriogénese®’
e diversos tipos de cancer®®-2, Apesar disso, sua caracterizagédo funcional ainda é
muito pequena.

Recentemente o grupo do Prof. Dr. Jérg Kobarg (IB-Unicamp) interessado em
estudar Leucemia Linféide Aguda (LLA) identificou o gene da STC1 como um
potencial biomarcador para o seu ambiente tumoral (Figura 9) e caracterizou
funcionalmente a proteina como uma SUMO E3 ligase®. A sumoilacdo é uma
modificacdo pds-traducional envolvida em varios processos celulares, tais como:
transporte, regulacdo transcricional, apoptose, estabilidade proteica, resposta a

estresse e ciclo celulart45.
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Figura 9: Andlise da expressao de genes candidatos por PCR Quantitativo em tempo real
(gPCR). (A) Células do estroma da medula 6ssea foram crescidas até alcangarem confluéncia e a
expressao do mRNA de diferentes genes candidatos tanto na presenca quanto na auséncia de soro
bovino foram analisados apds 6h e 24h; (B) o mesmo procedimento foi realizado para trés amostras
estimuladas com blastos leucémicos de trés diferentes pacientes. A STC1 apresenta ap6s 24h um
grande aumento dos niveis de expressao [adaptado da referéncia 63]

A STC1 de humanos e ratos possui 247 residuos de aminoacidos®®, cujos 17
primeiros compde um peptideo sinal, responsavel pela capacidade dessa proteina ser
secretada para o meio extracelular. Os 204 primeiros residuos apresentam 92% de
similaridade de sequéncia da STC de salmao, incluindo um sitio de N-glicosilag&o®.
Além disso, possui um padrdo de formacdo de cinco ligacbes de dissulfeto
extremamente conservada conservadas (Figura 10). Entretanto, a porcao C-terminal
€ pouco conservada, o que pode sugerir que a principal atividade biolégica da STC1

deva estar relacionada com sua porgcao N-terminal56-67,
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Figura 10: Alinhamento entre sequéncias de STC-1 e -2 humanas e a STC de truta arco-iris

(Oncorhynchus mykiss, familia Salmonidae). Marcagbes em azul: peptideo sinal, vermelho: cisteinas

10 30 50

| I [
----------- MLONSAVLLVLVISASATHEAEQNDSVSPRKSRVAAQNS
----------- MLAKFGLCAVFLVLGTAATFDTDPEEASPRRARFSSNSP
MCAERLGQPMTLALVLATFDPARGTDATNPPEGPQDRSSQQKGRLSLONT

60 80 100
|
LNSALQV DGHYDI SFLYSAAKFDTQGK
SD LNGALAV! ENS DGMHDICOLFFHTAATFNTQGK
AEIOHELVNAGDV IRGLHGI FLHNAGKFDAQGK
110 130 150
|
AFVKES IANGVTSKVFLAI STFQRMIAEVQ SIAK
TEVKES IANGVTSKVFEQTI GVFQRMISEVQEECYSRLDIEGVAR
SFI FGCIS PAIREMVSQLORE!
160 180 200

| | |
RNPEAITEVVQLPNHFSNRYYNRLVRSLLE@GDEDTVSTIRDSLMEKIGPN
SNPEAIGEVVQVPAHFPNRYYSTLLQSL DEETVAVVRAGLVARLGFPD
ENTRVIVEMIRFKDLLLHEPYVDLVNLLLTCGEEVKEAITHSVQVQCEQN

210 230 250

[ I [
MASLFHIL===============emme—m e QTDHEAQTHPR---~-A
METLEFQLL-—--============—m———m— QNKHE PQGSNQGENSA

WGSLCSILSFCTSAIQKPPTAPPERQPQVDRTKLSRAHHGEAGHHLPEPS

260 280
| | |
DENRRRTNEPQKLKVLLRNLRGEEDSPSHIKRTSHESA---—-~~—-~~~
PAGWRWPMGSPPSFKIQPSMRGRDPTHLFARKRSVEALEREME-——-——-
SRETGRGAKGERGSKSHPNAHARGRVGGLGAQGPSGSSEWEDEQSEYSDI

envolvidas em ligacdes de dissulfeto e em laranja: sitio de N-glicosilacéo.

Estudos estruturais de baixa resolucdo®8 revelaram que a STC1 é uma proteina
estruturada composta basicamente por alfa-hélices e, em solugao, se apresenta em
um formato alongado (Figura 11). Além disso, o grupo do Prof. Kobarg conseguiu

cristalizar a STC1 e obter seu padrao de difracao, porém nao conseguiu resolver a
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sua estrutura.
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Figura 11: Estudos revelam que a STC1 é uma proteina estruturada. (A) Espectro de
dicroismo circular mostrando que a STC1 é formada, em sua porgao estruturada, essencialmente por
alfa-hélices. (B) Estudos de baixa resolugdo envolvendo SAXS revelam em um modelo ab initio que a

STC1 possui formato alongado em solugao [adaptado da referéncia 68].

Dessa forma, essa proteina representa um alvo extremamente
interessante para se explorar a técnica de ligagdo cruzada como ferramenta

experimental para determinacéo da estrutura terciaria.
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2. Objetivos
2.1 Objetivo Geral

Avaliar o uso dos dados experimentais obtidos através da técnica de ligacao
cruzada acoplada a espectrometria de massas em modelagem molecular para
elucidagéo da estrutura terciaria de proteinas.

2.2 Objetivos Especificos

Realizar os experimentos de ligacdo cruzada e obter o mapa de restricées de
distancia;

Utilizar essas restricbes para a geragao de modelos;

Avaliar os modelos gerados e elencar possiveis estruturas para a STC1.
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3. Procedimento Experimental

3.1 Expressao e purificacao da STC1-HT
A STC1-HT (STC1 ligada a uma causa de Histidina) foi produzida no LNBio
(Laboratério Nacional de Biociéncias) sob supervisdo do Dr. Daniel Maragno

Trindade. Ja se encontrava disponivel suspensao com baculovirus recombinante.

Células High Five™ (Invitrogen) foram adaptadas a cultura em suspensdo em
meio livre de soro (Gibco) com adicdo de 20mM de L-Glutamina (Gibco) e 1x de
PenStrep (Gibco). O estoque de cultura de células foi mantido em uma incubadora
(ThermoForma) a 27°C. Para a producdo da STC1-HT, células High Five foram
ampliadas da cultura estoque para uma densidade de células de aproximadamente
1x10® em dois frascos Erlenmeyer de 2 L contendo 500 mL e incubados em shaker a
26°C a 140 rpm. Apds 20 horas de inoculagdo as células foram infectadas com o

baculovirus recombinante.

Apos 50 horas de infecgdo o meio de cultura foi centrifugado a 500 x g por
cinco minutos e o sobrenadante contendo a STC1-HT secretada foi utilizado para
purificacdo. Ao sobrenadante foi adicionado solucao estoque de 1M de MES para
uma concentracéao final de 50 mM e pH 6.5 (tampao IEX). A solucéo foi filtrada por
uma membrana MCE de 0.45 um (Fisherbrand) e a solucao foi carregada em uma
coluna previamente empacotada com SP Sepharose FF (Pharmacia Biotech/GE) em
um fluxo de 1 mL/min utilizando uma bomba peristéltica (Bioogic LP — Biorad). A
coluna foi transferia para um sistema de FPLC AKTA (GE) para a eluicdo da proteina
utilizando um gradiente de 0-1 M de NaCl em tampao IEX. Fragdes eluidas a partir de
30 mS cm', contendo a maior parte da STC1-HT foram agrupadas. Essa solugéo foi
diretamente carregada em uma coluna pré-empacotada HisTrap crude FF 5 mL (GE)
equilibrada com 50 mM MES pH 6.5, 500 mM NaCl (tampao de afinidade). Apds
injecdo a amostra foi lavada com seis volumes da coluna (CV) com o tampao de
afinidade, com trés CV do tampéao de afinidade contendo 250 mM de imidazol e
finalmente com quatro CV de tamp&o de afinidade contendo 1 M de imidazol. Essas
ultimas fragc6es que continham a STC1-HT foram agrupadas e concentradas para 500
pL utilizando um filtro de centrifugacdo Amicon Ultra-15 com membrana Ultracel-10
de 30000 NMWL (Millipore) em uma centrifuga refrigerada a 4 °C e entao aplicados
em uma coluna Superdex 200 pg 16/60 (GE), pré-equilibrada com 60 mM MES, 600
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mM NaCl pH 6,5 (tampéo SizeEx) com um fluxo de 0,5 mL min'. A proteina foi eluida
em um unico pico entre 70 e 80 mL, concentrada e mantida em tampéao SizeEx a 4

°C para posteriores analises.

3.2 Reacdoes de ligacao cruzada, alquilacao e protedlise
enzimatica

Para a reacao de ligacao cruzada foram adicionados 300 uL de tampao fosfato
50 mM, pH = 7 a 100 uL de solucdo de STC1-HT 3 mg mL™" (5 nmol) resultando em
uma contracao final de 12,5 uM. Uma aliquota de 37 uL de uma solugéo estoque de
DSS 10 mg mL" (27 mM) preparado em DMF (N,N-dimetilformamida) anidra foi
adicionada a solugao de proteina de forma a se obter um excesso molar de 200 vezes
entre o agente de ligacao cruzada e a STC1-HT e mantendo a concentracédo de DMF
menor que 10% (v/v). A reacgdo foi incubada a 27 °C sob agitacao de 300 rpm por
duas horas. Apds a reacao de ligacao cruzada foi adicionado 15 uL de uma solugao
estoque 10 mM de DTT (ditiotreitol) preparada em bicarbonato de aménio 100 mM
(excesso molar de 30 x em relacdo a proteina), incubando-se em seguida por 30
minutos a 70 °C. A alquilacao foi realizada adicionando-se 10 uL de solugao estoque
50 mM de IAA (iodoacetamida) preparada em bicarbonato de aménio 50 mM,
mantendo-se a solugéo por 30 min a temperatura ambiente e no escuro. Finalmente
a protedlise enziméatica foi realizada pela adicao de 100 puL de solugado de 100 mM de
tamp&o bicarbonato em que estavam solubilizados 6 mg de tripsina porcina
(Sequencing Grade Modified Trypsin, Promega), proporcdo de 1:50 (m/m)
enzima:substrato, por 18h a 37 °C. O digesto triptico foi dessalinizado através de um
cartucho de extracdo em fase soélida (SPE) Oasis HLB que havia sido previamente
equilibrado com 1 mL solucdo de &cido férmico 0,1%, e o eluatos resultante foi
concentrado até um volume de 50 uL e guardados refrigerados a 4 °C para posterior

andlise.

Para andlise das ligagcbes de dissulfeto foi realizada para a mesma quantidade
de proteina somente a etapa de protedlise enzimatica, como descrita acima.
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3.3 Analises por LC-MS

Os peptideos foram separados em um sistema de nano-LC (Easy-nLC 1000,
Thermo Fisher Scientific) em uma coluna de fase reversa a um fluxo de 300 nL/min
utilizando gradiente de 5 a 35% B (50 min); 35-70% B (2 min); e 70% B (8 min). Os
solventes da fase mével consistiam de A: 5% ACN, 0,1% acido féormico em agua; e B:
95% ACN, 0,1% &acido férmico em agua. O sistema foi conectado em uma fonte de
nano-ESI acoplada a um espectrdmetro de massas Q-Exactive (Thermo Fisher
Scientific. Os dados de espectrometria de massas foram adquiridos de maneira
continua durante todo o gradiente. Cada espectro de MS, adquirido no Orbitrap em
uma faixa de massa m/z 400-1800 a uma resolucéo de 70000 (m/z 400), foi seguido
por um modo de aquisicao dependente de dados (DDA) controlado pelo software
XCalibur 2.0 (Thermo Fisher Scientific). Os dez sinais mais intensos do espectro de
massa foram selecionados para serem dissociados por colisdo induzida (CID) e os
fragmentos foram detectados pelo Orbitrap a uma resolugao de 35000 (m/z 400).

A identificacao da proteina e de modificacées em peptideos devido ao agente
de ligagdo cruzada foi realizada empregando-se o sistema MASCOT v.2.2 (Matrix
Science Ltd). Como parametros de busca foram selecionados digestao com tripsina
permitindo-se um ou dois sitios de clivagem ignorados por peptideo,
carbamidometilacdo como modificacdo fixa e tolerancia de massa de peptideos e
fragmentos de 0,05 Da. Para busca de aminodcidos que sofreram modificacao pelo
agente de ligacao cruzada hidrolizado, foram feitas buscas adicionando modificagao
variavel de 156,0786 Da em residuos de lisina, serina e treonina. As buscas foram
realizadas utilizando conjuntamente o banco de dados do SwissProt e a sequéncia
da STC1-HT adicionada em um banco de dados interno.

Os espectros candidatos peptideos contendo ligagdo cruzada foram
assinalados pelos softwares Crux-for-Xlink®®, pLink’® e SIM®2 (Spectrum Identification
Machine, programa desenvolvido em nosso laboratério), seguidos de validacao

manual.

3.4 Predicoes de modelos

Para a predicdo da modelos da STC1-HT foram utilizados trés softwares: |-
Tasser’!, Quark’? e Rosetta®’>5. Os dois primeiros foram utilizados em suas
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plataformas online sendo necessaria a sequéncia da STC1-HT e um arquivo com as

restricdes de distancias.

Para a predicdo de modelos utilizando Rosetta foi utilizado o protocolo Ab Initio
Relax encontrado nos pacotes de modelagem molecular Rosetta disponiveis a partir
da versao 3.1. Os arquivos utilizados foram: 1) um arquivo FASTA contendo a
sequéncia da STC1-HT; 2) um arquivo de predicao de estrutura secundaria utilizando
PSIPRED® (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred); 3) dois arquivos de fragmentos de 3-
mer e 9-mer, respectivamente, adquirido através do servidor ROBETTA”’
(http://robetta.bakerlab.org); 4) um arquivo contendo as restricbes de distancia

experimentais que no seguinte formato:

AtomPair {nome do atomo 1} {nimero do residuo 1, cadeia ID1} {nome do
atomo 2} {nimero do residuo 2, cadeia ID2} FLAT_HARMONIC {xo} {desvio padrao}
{tolerancia}

Em que xo = 15,0, tolerancia = 15,0 e o= 1,0. Essa funcéo garante que modelos
sejam penalizados em seus scores quando a distancia Euclidiana entre dois atomos

descritos excede 30,0 A.

Neste trabalho foram gerados quatro conjuntos de modelos para a STC1-HT

utilizando o Rosetta, aqui chamados de A, B, C e D:

A: modelos utilizando todos os arquivos descritos — conjunto de dados no

arquivo de restricées parcial;
B: mesma condic&o de A sem utilizagdo do arquivo (2);

C: mesma condicao de B com arquivo (1) contendo a sequéncia da proteina
selvagem (sem causa de histidina) da STC1 e com arquivo de restrigdes completo;

D: mesma condicao de C, sem utilizar o protocolo relax do Rosetta.

3.5 Critérios de selecao de modelos
Cada conjunto de modelos foi avaliado de acordo com: 1) a distancia euclidiana

entre os Ca envolvidos nas ligacdes de dissulfeto; 2) a distancia euclidiana entre os
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Ca envolvidos nas ligagdes cruzadas experimentais; 3) a distadncia topoldgica

acessivel ao solvente. Esses dados foram gerados utilizando o programa Xwalk’®.

3.6 Agrupamentos de modelos semelhantes

Dentre os modelos que respeitaram as restricoes experimentais, foram
selecionados os 500 modelos de menor score do Rosetta de cada conjunto. Esses
modelos foram agrupados utilizando a ferramenta MaxCluster, e foram testados trés
indices de avaliacao de similaridade de estruturas de forma que pelo menos metade
das estruturas pertencessem a um grupo: a) GDT score (Tm = 80); b) MaxSub score
(Tm = 0,65) e ¢) RMSD (Tm = 11,5 A). Foi utilizado o algoritmo do vizinho mais
préximo restrito (Restricted Nearest Neighbour clustering) para o agrupamento.

3.7 Simulacoes por Dinamica Molecular e Analise de trajetoria

Simulacdes de dinamica molecular (MD) foram realizadas para STC1-HT a fim
de se avaliar o comportamento dessas estruturas em solugcédo. Todas as simulagdes
foram realizadas com NAMD”®. VMD® foi utilizado para visualizagdo e para a
preparacao das figuras. Os parametros CHARMM27? foi utilizado para a proteina. O
modelo TIP3P foi utilizado para a agua®'. As estruturas foram solvatadas com
Packmol®-83 com agua, ions sbdio e cloreto para neutralizar a caixa de simulagdo. Os
sistemas completos possuiam entre 60 e 70 mil atomos. As estruturas solvatadas
foram submetidas aos seguintes passos de minimizacao e equilibracdo: 1) 40 ps de
MD mantendo todos os atomos da proteina fixa; 2) 40 ps de MD mantendo todos os
atomos da cadeia principal da proteina fixa; 3) 40 ps de MD sem manter nenhum
atomo fixo. Foram realizadas simulag¢des de 25 ns a partir da condicao final do passo
3). As simulacdes foram realizadas como passo de 2 fs, a temperatura (298 K) e
pressao (1 bar) constante. Um limite de 12 A para as interagdes de vdW foi utilizado.
Interagdes de longo alcance de potencial eletrostatico foram calculados utilizando o
método de soma de Ewald. A trajetoria foi gravada a cada 1000 passos. Todas as
simulagdes foram realizadas em um computador Xeon® X5650 2,67 GHz, 24 Gb de
memoria RAM e placa GPU NVDIA® C2075.
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A analise da trajetoria foi realizada com o MDLovoFit. A construgdo dos
gréaficos foi realizada com MatLab R2014a8.
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4. Resultados e Discussao

4.1 Obtencao de dados de restricao para a STC1-HT

A construgdo da STC1-HT possui 260 residuos de aminoacidos (Figura 12),
em que os 230 primeiros dizem respeito a STC1 selvagem sem os 17 primeiros
residuos, que correspondem ao peptideo sinal e ndo esta presente na STC1-HT que
€ secretada para o meio extracelular durante a expressao. Os outros 30 residuos de
aminoacidos presentes no C-terminal correspondem a por¢ao His-Tag incorporada a
proteina para a etapa de purificagcao por afinidade.

A fim de se obter um nimero de restricdes experimentais razoaveis, utilizando-
se DSS como ALC, verificou-se em um primeiro momento o numero de lisinas que
essa proteina possuia, uma vez que esse ALC reage preferencialmente com aminas
primarias e, assim, com as cadeias laterais de lisina e com o N-terminal e, em um
segundo momento, a presencga de treoninas e serinas, que possuem grupos hidroxila
que podem reagir dependendo do microambiente quimico a que estao expostas na
estrutura terciaria da proteina. A presenca de 13 lisinas e 37 residuos de serina ou
treonina torna a STC1-HT uma proteina passivel de ser avaliada frente a reacdo com
o DSS. De fato, os seis residuos reativos que estdo presentes na porcao C-terminal
e que nao estao presentes na STC1 selvagem nao possui interesse do ponto de vista
da elucidacgéao estrutural da STC1.

A digestao enzimatica com tripsina garante especificidade de clivagem apéds
residuos de arginina e lisina, desde que elas ndo sejam seguidas por prolina. A
clivagem também néo ocorrera se o residuo de lisina estiver modificado pelo ALC,
pois a enzima ndo o reconhece mais o sitio, que deixou de ser basico, da cadeia
lateral desse residuo.
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THEAEQNDSV SPRKSRVAAQ NSAEVVRCLN SALQVGCGAF
ACLENSTCDT DGMYDICKSF LYSAAKFDTQ GKAFVKESLK
CIANGVTSKV FLAIRRCSTF QRMIAEVQEE CYSKLNVCSI
AKRNPEAITE VVQLPNHFSN RYYNRLVRSL LECDEDTVST
IRDSLMEKIG PNMASLFHIL QTDHCAQTHP RADFNRRRTN

EPQKLKVLLR NLRGEEDSPS HIKRTSHESA LPGRGSLENL

YFQGHHHHHH RSLSRSTRGS

Figura 12: Sequéncia dos residuos de amino&cidos que compde a STC1-HT. Em vermelho
estdo destacados os 17 residuos de lisina, que reagem preferencialmente com o DSS; em verde estédo
destacados os 38 residuos de treonina e serina, que sao sitios que também podem reagir com o
mesmo reagente.

A partir analise das corridas de LC-MS e LC-MS/MS com auxilio do
programa MASCOT, é possivel identificar residuos de lisina, serina ou treonina que
foram modificados por uma porcdo do DSS mas o qual sofreu hidrélise na outra
porcao. O que ocorre é que a modificagdo causada funciona exatamente como uma
modificacdo pos-traducional convencional, sendo necessaria somente a analise
convencional dos peptideos adicionando-se como modificagdo variavel a massa de
156,0786 Da. Como pode ser observado em um espectro desse tipo na Figura 13, a
fragmentacao convencional em ions —b e —y permite identificar os dois sitios de lisina

nos quais ocorreram a modificacdo com o DSS hidrolisado.
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Figura 13: Espectro de ESI-MS/MS de um peptideo modificados pelo DSS em sua forma
hidrolisada obtido pela ferramenta MASCOT durante a busca de identificagdo da SYC1-HT. Os ions
fragmentos estdo anotados conforme a série —b e —y. O traco vermelho na sequencia indica a lisina na

qual ocorreu a modificagédo com ALC.

Os programas atualmente disponiveis para a identificacao de espécies
inter- e intra-peptideos como Crux e plink, fornecem uma lista de candidatos atraves
de um score proprio do programa. Entretanto, a andlise de cada espectro de MS/MS
deve ser feita manualmente e separadamente para nao incorrer em atribuicdes
erradas dessas espécies de interesse. O programa SIM é uma ferramenta atrativa
nesse sentido por permitir uma avaliagdo ndo somente numérica do score atribuido a
um candidato mas também por permitir que o usuario faca uma avaliacao visual do
espectro atribuido, verificando a presenca de sinais intensos néo atribuidos a nenhum
fragmento ou a baixa cobertura de fragmentacédo, sinais de que o espectro nao
corresponde aquela atribuicdo ou, ao contrario, que todos os sinais intensos estao
associados a um fragmento e que a cobertura é suficiente para validar a identificacao.
Dessa forma, analises que poderiam demorar semanas podem ser realizadas em

alguns dias®s.

A Figura 14A mostra um espectro de fragmentacdo de uma espécie
inter-peptidica envolvendo dois sitios de lisina e a Figura 14B mostra um espectro de

fragmentagcdo do mesmo tipo mas envolvendo a cadeia lateral de um residuo de
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serina e o N-terminal. E possivel observar que ambos 0s espectros possuem sinais
de fragmentagao que delimitam toda a extensdo de ambas as cadeias polipeptidicas
e que todos os sinais mais intensos do espectro estdo atribuidos. Também é possivel
observar para o0 espectro a a presengca dos sinais 222,149 e 305,223,

correspondentes a ions marcadores envolvendo residuos de lisina ligados ao DSS.

A Figura 15A destaca a identificacdo de uma espécie simétrica,
correspondente a uma regido na porcao C-terminal onde ha uma interacgéao fisica da
espécie homodimérica. Esta informagdo juntamente com a ligagdo de dissulfeto
anteriormente caracterizada (cisteina 185) compde um componente-chave para a
compreensao da topologia do homodimero. De maneira semelhante, foi possivel
mapear algumas ligagdes de dissulfeto ja publicadas (Figura 15B). Elas funcionam

como ligagdes cruzadas naturais e também apresentam fragmentacédo convencional.
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Figura 14: Espectros de ESI-MS/MS para espécies inter-peptidicas envolvendo em (A) dois residuos de lisina, encontrados convencionalmente em
experimentos de ligacédo cruzada e, em (B), uma espécie envolvendo a treonina, que também é o N-terminal da STC1-HT e um residuo de serina, menos

comum nesse tipo de experimento. Para o espectro em (a) é possivel identificar os ions marcadores, destacados pelos sinais em verde. Os ions fragmentos
estdo anotados conforme a série —b e —y.
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Figura 15: Espectros de ESI-MS/MS para espécies inter-peptidicas em (A) envolvendo duas lisina de cadeias distintas do homodimero, informacéo
importante para se estabelecer a topologia de interagdo entre os mondémeros; E mostrado no mesmo espectro na parte superior & esquerda um esquema das
porcdes da sequéncia com as lisinas envolvidas na ligagao cruzada em vermelho e as setas azuis indicando os sitios de clivagem por protedlise com tripsina;
em (A) envolvendo duas cisteinas, uma das cinco ligagdes cruzadas naturais presentes na STC1.
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Apés a andlise de todos os espectros de fragmentagdo candidatos a espécies
inter- e intra-peptidicas, pode-se montar um mapa de restricdbes de distancia,
mostrados na Figura 16. No total foram possiveis identificar além das cinco ligagdes
de dissulfeto previamente caracterizadas, e a ligacao de dissulfeto responsavel pelo
homodimero, 31 restricbes de distdncia envolvendo as cadeias laterais de residuos
de lisina, serina e treonina com a cadeia espacadora do DSS, 11 restricdes
envolvendo o N-terminal, uma restricao relacionada a espécie inter-cadeias na porcao
C-terminal e 24 residuos modificados com a espécie dead end. Como esperado todos
0s residuos que estdo envolvidos em espécies de ligacdo cruzada possuem um

correspondente com a espécie hidrolisada.
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Figura 16: Mapa de ligagdes cruzadas para a STC1-HT. As cinco ligagdes de dissulfeto estao
mostradas nas linhas tracejadas em vermelho; as ligagdes cruzadas envolvendo residuos diferentes
do N-terminal sdo mostradas nas linhas tracejadas em verde; as ligagées cruzadas envolvendo o N-
terminal estdo mostradas nas linhas tracejadas em azul. Em negrito sdo destacados residuos em que
se encontraram modificados pelo DSS hidrolisado e em vermelho estdo destacados os residuos

envolvidos na espécie dimérica.
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4.2 Avaliacoes dos modelos frente as restricoes experimentais

A fim de avaliar a qualidade dos modelos que foram gerados (discutidos mais
a frente), utilizou-se a distancia euclidiana entre os Co dos residuos envolvidos na
ligacdo cruzada, calculadas utilizando o programa Xwalk. A STC1 possui cinco
ligagdes de dissulfeto (ligacdes cruzadas naturais). Verifica-se nas estruturas que
possuem ligacoes de dissulfeto depositadas no PDB®, que as distancia entre os
C. das cisteinas envolvidas variam entre 3,8 e 6,8 A (Figura 17), sendo que aqui
estabeleceu-se o limite superior de 7 A para a avaliagdo com relagcdo a estas
restricoes.

1LSL 1FL2 102N 1SIH IME3

ﬁrrHHr

L’ﬁ . | (u Ca (u Ca
] -68A -38A

Figura 17: Representagao de ligacdes de dissulfeto extraidas de estruturas de proteinas. Os
cédigos das proteinas do PDB estdo indicados acima de cada representacdo. As diferentes

conformacées indicam que as distancias Co-Co. estdo na faixa entre 3,8 A até 6,8 A.85

Ao contrario das ligagdes de dissulfeto, que ocorrem naturalmente, a distancia
entre lisinas envolvidas em uma ligagdo cruzada nao pode ser avaliada diretamente
das estruturas depositadas no PDB. Tradicionalmente na literatura, utiliza-se uma
distancia maxima entre os Nz de 11,4 A e entre C. de 24,4 A para residuos de lisina
ligados pelo ALC. Entretanto, nunca havia sido conduzido um estudo sistematico a
esse respeito e, muitas vezes, observava-se experimentalmente que alguns residuos
envolvidos em ligagdo cruzada, ou seja, que estavam espacialmente proximos,
possuiam estruturas cristalograficas em que esses mesmos residuos estavam

distantes além do limite de espagamento desse ALC.

Recentemente foi publicada®® uma avaliagdo de um banco de dados de
simulagdes de dindmica molecular de diversas estruturas, representativas dos
enovelamentos disponiveis no PDB, frente a dados coletados na literatura com
relacao a ligacado cruzada realizadas com DSS. A Figura 18 ilustra como, devido a
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flexibilidade da cadeia lateral, a distancia entre os C« € uma medida mais precisa no
sentido de contemplar a maior parte das distancias avaliadas em uma determinada
estrutura, de forma estatica. Enquanto que o valor maximo de 11,4 A entre N¢ é
contemplada por apenas 20% das distancias avaliadas na estrutura, o limite superior
de 24,4 A entre C.é respeitada por mais de 80% das distancias avaliadas na
estrutura. Os autores recomendam, por fim, o limite superior de 30 A entre C.como
uma distancia apropriada para a analise de um modelo envolvendo liga¢do cruzada
com DSS. Vale lembrar que os dados avaliados pelos autores se referem a distancia

euclidiana, sendo que a distancia topolégica pode ser muito discrepante quanto a

esse valor.
s} a 1
A7 B~¥- '
8 ™ ,.//_—- 0
8 5 2
| = 1 ::
g e | -’ E =]
T ] i 0 b
b 4 m ]
m C st Kq -1 a
£ = > & -
8 . o
e |
— e |
n -
[ =T =2
T T T T T T T ¥ T T T ]
o @ XD W 40 5= & i W XD I 4o T &
Distancias experimentals M-, [A) Distdncias experimentais C,-C, (A)

Figura 18: Distancias entre atomos envolvidos em experimentos de ligagdo cruzada e
proteinas com estruturas experimentais conhecidas. As linhas em preto mostram as distribuicées, as
linhas em vermelho as distribuigdes cumulativas e a linha em cinza indica a distancia convencional
atribuida para esse ALC de 11,4 A para distancias entre Nce de 24,4 A para distancias entre Co. O
numero total de restrigdes incluido nesse conjunto de dados foi de 502. (A) Distancias experimentais
entre Ne— N¢ . A tendéncia central é consideravelmente maior que 11,4 A. (B) Distancias experimentais
entre Ca-Ca. A distribuigdo de distancia tem seu maximo abaixo do valor teérico para essa distancia.

[adaptado da referéncia 86]

Os desvios que podem estar presentes em um modelo frente aos dados de
restricoes de distAncia experimentais podem ser atribuidos a natureza
intrinsecamente dindmica de uma proteina em solucdo, sendo que o dado obtido
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reflete as varias conformagdes possiveis. Assim, € aceitavel que um mesmo residuo
possa estar envolvido em duas restrigbes de distdncia que sdo mutuamente
exclusivas em uma unica estrutura proposta pois elas podem ter sido formadas em
solucdo em duas moléculas de proteinas com conformacgdes distintas. E de se
esperar que residuos envolvidos em ligagdes cruzadas presentes em regides mais
rigidas da proteina apresentem nenhum ou poucos desvios quanto a distancia limite
esperada enquanto que regidbes mais flexiveis e pouco estruturadas possam

apresentar valores muito maiores.

De posse desse conjunto de restricbes experimentais é possivel avaliar como
0s programas de modelagem se comportam frente a esses dados. I-Tasser e Quark
foram escolhidos em um primeiro momento pois, além do ja citado destaque nas
avaliacbes promovidas pelo CASP, oferecem plataformas online com a possibilidade
de utilizar como arquivo de entrada, juntamente com a sequéncia da proteina de
interesse, uma lista de restricdes entre atomos da proteina com distancias euclidianas
que os correlacionam. Ainda vale ressaltar que o Quark oferece a possiblidade de se
introduzir somente 200 residuos de aminoacidos o que, no caso da STC1-HT,
promoveria um modelo incompleto. I-Tasser gera como resultado final cinco modelos
melhores avaliados, enquanto que o Quark fornece dez modelos em seu relatério
final. Os resultados desses 15 modelos quando avaliados quanto a distancia

euclidiana relacionadas as cinco ligagoes de dissulfeto sdo mostrados na Figura 19.
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Figura 19: Valores encontrados para as distancias entre os Ca das ligagdes de dissulfeto para
0s cinco modelos gerados pelo I-Tasser (A) e para os dez modelos gerados pelo Quark (B). Grandes
desvios em relagéo a distancia esperada foram encontrados para ambos os programas.

Ambos 0s programas geraram modelos que possuiam uma ou mais
distancias euclidianas relacionadas as ligacbes de dissulfeto acima do limite
esperado. Outras abordagens foram utilizadas na plataforma online como, por
exemplo, reduzir o numero de aminoacidos ou diminuir 0 niumero de restri¢cdes.
Nesses casos, mas resultados semelhantes foram obtidos pois, provavelmente, o
algoritmo possui um critério que atribui peso pequeno para os dados de restrigdes e,
devido a pouca flexibilidade na interface dos programas para o usuario ndo foi
possivel obter dados relevantes utilizando-os.

No final e 2013, foi publicado um artigo que utiliza o protocolo ab initio

do pacote Rosetta associado com dados de restricdes de distancia®”. Neste trabalho,
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além das informagdes de restricbes de distancia, o sistema de interesse de se obter
um modelo (proteina IgBP1 humana) possuia um dominio N-terminal homdlogo de
rato com estrutura disponivel no PDB. Como mostrado posteriormente, na analise de
agrupamento realizada em nosso trabalho, o RMSD ndo é o melhor pardmetro
disponivel para comparacgao estrutural, apesar de rapida, pode incorrer a associagédo

de estruturas que nao sao de fato similares.

O pacote Rosetta oferece a vantagem de poder ser executado
localmente e seus parametros manipulados pelo o usuario. Cada passo de geragao
de modelos acompanhou a obtengado das restricbes de distancia, sendo que cada
grupo de modelos gerados possuia um arquivo de restricoes mais completo que o

anterior.

Foram gerados nas condicées A e B, 35 mil modelos, na condi¢ao C,
15 mil modelos, e na condicdao D, 21 mil modelos, totalizando mais de 105 mil
modelos. A Figura 20 mostra a avaliacao do niumero de modelos que respeitaram as
cinco restricées relacionadas as ligacdes de dissulfeto e também das 31 restricbes
encontradas para as espécies de ligacdo cruzada. Como os numeros de cada

conjunto sao distintos, os valores foram normalizados para facilitar a comparacao.
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Figura 20: Grafico mostrando a fragdo de modelos que obedecem as restricoes de distancia
relacionadas com as ligacdes de dissulfeto (em azul) e pelas restricoes experimentais obtidas
utilizando-se DSS com diferentes limites superiores para cada conjunto gerado pelo Rosetta. As
ligacdes de dissulfeto sao respeitadas por praticamente todos os modelos entre os conjuntos B, C e
D, enquanto que as restricoes do ALC sao eficientes na selecao de modelos nos conjuntos B e C.

A primeira observacao é que para o conjunto A nenhum modelo
respeitou as cinco restricdes relacionadas as ligagées de dissulfeto, o que levou a
explorar outras opgdes do programa. Para o conjunto B, decidiu-se retirar o arquivo
de predicao de estrutura secundaria e, neste caso, praticamente todos os modelos
passaram a ser gerados de forma a respeitar essas cinco restricdes. Além disso, para
o conjunto B ainda verificou-se que pouco mais de 5% das estruturas respeitam todas
as restricdes de distancias relacionadas com o DSS dentro do limite superior de 30 A
e que apenas aproximadamente 0,2% representam estruturas em que as distancias
estavam limitadas a 24 A. Esses dois conjuntos foram em dois meses e meio cada.
O conjunto C contém um conjunto de modelos gerados com 30 residuos de
aminoacidos a menos (correspondentes a cauda de histidina), o que diminuiu em
torno de 20% o tempo computacional para geracdo de modelos, e um arquivo de
restricdes de distancia que possuia todas as 31 restricdes ndo pertencentes a regiao

N-terminal que foram obtidas experimentalmente. O que se observa € um aumento

38



no nimero de modelos que respeitam as restricdes de distancia (aproximadamente o
dobro). Nao € possivel determinar se essa diferenga de aproximadamente 100% em
relacdo ao conjunto B é um efeito do arquivo de restricbes ser completo ou da
diminuicdo do numero de residuos de aminoacidos mas, provavelmente, ha um efeito
conjunto de ambas as variaveis. O conjunto D é talvez o mais intrigante pois todos os
modelos respeitaram todas as restricées dentro do limite esperado de 30 A e mais de
20% estavam com as restricdes abaixo de 24 A. Como esses modelos sdo gerados
utilizando os atomos da cadeia principal e substituindo os atomos da cadeia lateral
por um centroide com raio de Van der Walls que procura simular a densidade
eletrbnica da cadeia lateral, esses modelos sdo considerados de baixa resolucao e
sao gerados em torno de 70% mais rapidos que os modelos que sdo submetidos a
etapa de refinamento pelo programa. Provavelmente as restricdes de distancia sao
fielmente reproduzidas nessa etapa para entao terem papel secundario na etapa de

refinamento.

Os modelos dos conjuntos B e C foram selecionados para se avaliar a
influéncia do numero de restricdes na selegcdo de modelos. A Figura 21 mostra o
comportamento para esses dois conjuntos frente a selegcdo com limite superior de 30
A entre Ca. O conjunto B mostra a selegdo de estruturas utilizando até 24 restricdes
de distancia € pouco discriminatéria, mas que ela passa a ser exponencialmente
eficiente conforme aumentam o nimero de restricdes. Este comportamento é ainda
mais drastico para o conjunto C, onde a eficiéncia na selecdo aumenta de forma ainda

mais drastica com o aumento do numero de restricées a partir de 27 restrigdes.
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Figura 21: Influéncia do numero de restricoes experimentais utilizadas na selecdo de modelos
para os conjuntos B e C. E claramente observado que o maior niimero de restricdes possui efeito sobre
a selecdo de modelos chegando a possuir um comportamento exponencial em determinados pontos
(a partir de 25 restricdes para o conjunto B e 27 restricdes para o conjunto C).

Para saber se existem restricbes que sejam mais importantes que
outras na selecdo de modelos, os mesmos dois conjuntos foram analisados para cada
restricdo individualmente. Os resultados apresentados na Figura 22 mostram que as
restricdes de distancia sdo divididas em dois grupos: 1) restricbes de curta distancia,
normalmente encontradas em espécies intra-peptidicas, e que envolvem residuos de
aminodacidos distantes em até dez posicoes na sequéncia da proteina; e 2) restricbes
de longa distancia, que séo atribuidas a espécies inter-peptidicas, e que envolvem
residuos de aminoacidos distantes mais do que dez posi¢cdes na sequéncia da
proteina. Na Figura 22, as restricdes estdo em ordem crescente de separacdo dos
aminoacidos na sequéncia da proteina. E interessante notar que as restricdes de
curta distancia sdo obedecidas por todos os modelos enquanto que, de fato, as
restricoes mais importantes para a selecao de modelos sao as restricoes de longa
distancia (> 10 residuos). Além disso, as restricdes 27, 28 e 29 sdo as mais seletivas.
Todas essas trés restricoes envolvem a serina-139 com trés residuos proximos da
por¢do C-terminal, o que mostra que restricbes mutuamente exclusivas sdo mais
dificeis de serem modeladas, por provavelmente se tratar de regidées mais flexiveis.
Essas restricbes devem portanto, ser geradas a partir de diferentes conférmeros da
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proteina e essa possibilidade pode ser avaliada por meio de simulacdes de dindmica

molecular.

RestrigGes de distincia de curta distincia Restrigbes de distincia de longa distincia
(= 10 residuos de aminodcidos) (=10 residuos de aminodcidos)

0.80

0.70

0.60

Fra¢do de modelos

11213 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27
# restricdo

mB mC

Figura 22: Relacdo entre o nimero de modelos filtrados por restricdo. Restricdes de curta
distancia (< 10 residuos de aminoacidos) sdo obedecidas por todos os modelos, enquanto que

restrigbes de longa distancia sdo as informagdes mais importantes para a selecao de modelos.

4.4 Simulacoes de Dinamica Molecular

As simulacées de dindmica molecular fornecem um meio de avaliar o
comportamento de estruturas em solugdo em fungdo do tempo.  Alguns modelos
estruturalmente distintos foram submetidos a dindmicas de 25 ns e avaliados quanto
a flutuagdo quadratica média (RMSF) para os 20 ns finais de simulagdo. O RMSF
mede as flutuacdes locais de uma proteina por residuo e pode ser calculado de forma

semelhante ao RMSD como:

T
RwsE = S () — 2o )
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Onde:

T é o tempo durante o qual se faz a média e xo € a posi¢cao de referéncia,
normalmente a posicao média da particula durante o tempo T.

A Figura 23 destaca os resultados de RMSF para as cinco estruturas
simuladas. Todas as estruturas apresentam grande flexibilidade na porgéo referente
ao His-Tag, localizado na regido C-terminal, o que é esperado, uma vez que se trata
de uma porcéao nao relacionada com a STC1 selvagem. Também é possivel observar
para as estruturas de A-C que a maior flexibilidade esta contida na porgao C-terminal
desses modelos e que a porgao N-terminal é relativamente rigida. Esses dados
corroboram a maior os dados discutidos no final da sess&o anterior, em que a serina-
139 esta relacionada com trés espécies de ligacao cruzada de longa distancia com
residuos distintos da porcao C-terminal: lisinas-204 e 206, e serina 220. Entretanto,
contrariam o que foi encontrado nos experimentos de ligacado cruzada em relagao as

11 restrigbes envolvendo o N-terminal com residuos em diversos pontos da proteina.
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Figura 23: Gréficos representando os resultados de RMSF para cinco estruturas da STC1-HT.

As estruturas estao coloridas de forma gradiente em que regides mais rigidas sao representadas na

cor vermelha e regides mais flexiveis sdo representadas na cor azul. Os valores destacados nos

graficos representam, respectivamente, o nimero de restrigdes euclidianas e topoldgicas obedecidas

pelo modelo.
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4.4 Distancias euclidiana e topolégica

A predicao estrutural de proteinas utilizando-se dados de restricao de distancia
é realizada atribuindo-se sempre uma distancia limite de natureza euclidiana entre
dois pares de residuos de aminoacido. O programa Xwalk é uma ferramenta que
permite avaliar em larga escala esses modelos nesse sentido. Entretanto, a distancia
euclidiana ndo representa a distancia seguida pelo ALC, uma vez que o ALC tem que
se aproximar dos residuos pela superficie da proteina e nao através dela. Uma
medida nao linear que representa o caminho acessivel entre os dois residuos na
superficie de uma proteina €, assim, uma distancia, chamada de distancia topolégica.
Esse valor também pode ser obtido através do programa Xwalk (Figura 24).

Figura 24: Representacdo das diferengas existentes entre a distancia euclidiana (valores em
preto) e a distancia topoldgica (valores em vermelho). A distancia entre dois pontos de uma proteina é
melhor descrita pelo caminho acessivel ao solvente. Esse caminho pode ser pouco discrepante como
mostrado em A, em que a diferenca existente é de 0,5 A, ou com diferencas muito acentuadas, como
em B, em que o valor da distancia topolédgica representa mais que o dobro do valor da distancia
euclidiana.

Os modelos do conjunto C foram avaliados quanto a distancia topoldgica entre

os residuos envolvendo as restricoes experimentais obtidas, mantendo-se o valor
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limite em 30 A entre os C.. A Figura 25 indica a fragdo dos500 modelos de menor
score dentre os modelos que respeitavam as distancias euclidianas (veja secao 4.4)
que respeitam cada distancia topoldgica individualmente. A analise comparativa da
Figura 22 permite concluir que as restricées de curta distancia na sequéncia tornam-
se importantes na selecdo quando a distancia topolégica é utilizada e, principalmente,
as restricbes de longa distancia possuem um efeito discriminatério mais relevante na
selecao de modelos, sendo que uma unica restricdo € capaz, em alguns casos, de
reduzir para menos de 10% o numero de candidatos.

RestrigBes de distancia de curta distincia Restrigbes de distancia de longa distinda
(= 10 residuos de aminodcidos) (>10 residuos de aminodcidos)

I I}

# restrigdo

Figura 25: Relagao entre o nimero de modelos filtrados por restricdo utilizando-se a distancia
topologica. Todos os 500 modelos utilizados nessa analise possuiam as 31 restricbes com distancia
euclidiana menores ou iguais a 30 A Restricoes de curta e longa distancia sao importantes na

discriminag&o entre modelos.

A influéncia do numero de restricbes na selecdo de modelos utilizando como
parametro de avaliagdo a distancia topoldgica esta apresentado na Figura 26. Assim
como observado para as distancias euclidianas, ha uma tendéncia exponencial na
discriminagao dos modelos em relagédo ao numero de restrigdes utilizadas, porém de
forma mais acentuada, sendo que somente cinco modelos possuem simultaneamente

27 restricoes abaixo de 30 A.
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Figura 26: Influéncia do nimero de restricdes experimentais na discriminacdo de modelos
utilizando a distancia topolédgica. Todos os 500 modelos utilizados nessa analise possuiam as 31

restricdes com distancia euclidiana menores ou iguais a 30 A.

Em vista desses dados, seria necessario um estudo sistematico para se
estabelecer quais os valores limites que devem ser adotados tendo em vista a
dindmica da proteina. Infelizmente, tal analise por dindmica molecular € muito dificil,
pois a demanda computacional para os calculos da distancia topologica é muito

superior aquela necessaria para o calculo da distancia euclidiana.

4.5 Agrupamentos de estruturas

A fim de verificar dentre os conjuntos de estruturas geradas quantos grupos
distintos de estruturas realmente existiam, foram realizadas algumas andlises de
agrupamento por similaridade estrutural. Para isso, foram selecionadas as 500
estruturas que possuiam o menor score pelo Rosetta dentre aquelas que respeitaram
todas as restricoes de distancia, dos conjuntos B, C e D. Este score possui uma
correlacdo com a energia associada ao modelo e, ainda que seja uma medida
aproximada, é razoavel excluir modelos que possuem scores muito altos, como

aqueles a direita da Figura 27.
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Figura 27: Distribuicdo de scores para modelos gerados pelo Rosetta. Estruturas que
representam modelos mais razoaveis para a STC1 devem estar relacionadas a pontos a esquerda
deste gréfico.

O programa MaxCluster € uma ferramenta que permite a comparacado de
estruturas de proteinas. A caracteristica chave desse programa é sua habilidade de
processar centenas de estruturas, seja com referéncia a uma unica estrutura ou em
uma comparacao todos contra todos. Para realizar essas comparacoées inicialmente
é realizado o alinhamento dessas estruturas, buscando-se o menor RMSD entre elas
para, em seguida, se acessar através de um valor numérico a similaridade entre cada
par de estruturas comparadas. Esse valor pode ser o ja calculado RMSD entre as
duas estruturas ou algum score que avalie o alinhamento estrutural. Dentre os scores

disponiveis estdo o GDT score e 0 MaxSub score.

O GDT (Global Distance Test)?8 é o método é utilizado no CASP a fim de avaliar

a qualidade dos modelos gerados para os alvos propostos. O score é definido como:

(C1+C2+ C3+C4)
4N

GDT score = 100 *

Onde:
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C1 = Numero de pares de residuos superpostos abaixo de um quarto do limiar;
C2 = Numero de pares de residuos superpostos abaixo de metade do limiar;
C3 = Numero de pares de residuos superpostos abaixo do limiar;

C4 = Numero de pares de residuos superpostos abaixo de duas vezes o limiar.

O GDT score possui valores que variam entre 0 e 100, em que uma
superposicao aleatéria entre estruturas nao relacionadas terdo um score entre 10 e
20. O limiar utilizado como padréo pelo programa é 4 A. Dessa forma, um par de
estruturas que possuam todos os pares de residuos superpostos abaixo de 1 A
possuiria um GDT score de 100; um par de estruturas com todos os pares de residuos
superpostos entre 3-4 A possuiria um GTD score de 25, e assim sucessivamente.

O MaxSub (Maximal subset)® é um algoritmo de busca que permite identificar
o subconjunto maximo de residuos pareados que podem ser sobrepostos dentro de
uma dada distancia limite, d. Esse subconjunto é avaliado segundo o MaxSub score.
Apés alinhamento das estruturas, as distancias entre os residuos pareados séo
calculadas e quaisquer residuos que estejam dentro do limite da distancia d definida
€ adicionado a um subconjunto. O MaxSub score é calculado para esse subconjunto

como:

Onde:

di = distancia entre residuos idénticos i

d = distancia limite

M = O numero de residuos no subconjunto
N = O nimero de residuos no modelo

O MaxSub score varia entre 0 e 1, onde 1 significa que as estruturas
comparadas sao idénticas. O MaxSub score original utiliza uma distancia limite de 3,5
A. Além disso, o score é calculado utilizando somente pares dentro do subconjunto M

embora seja normalizado pelo tamanho N do modelo utilizado. Consequentemente
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(a) o score € dependente do tamanho do modelo e (b) o score serda o mesmo para
dois modelos com estruturas idénticas dentro do subconjunto M mas que sejam

diferentes fora desse subconjunto.

Apés gerar a matriz de valores de comparacao entre os modelos, as estruturas
foram agrupadas utilizando o algoritmo do agrupamento do vizinho mais préximo
restrito®® (Restricted Nearest Neighbour clustering) presente no programa. Esse
algoritmo constrai grupos utilizando a distancia entre uma Unica estrutura, o centroide,
e todas as demais. Dois modelos sao considerados parte do mesmo grupo se eles
estdo proximos de um limite de corte, diz-se que eles sao “vizinhos préoximos”. O
modelo com maior nimero de vizinhos é escolhido como o centroide do grupo e, de
acordo com um tamanho maximo especificado para cada grupo, os vizinhos mais
proximos sao retirados do universo de modelos juntamente com o centroide. Esse
processo é repetido até que ndo haja mais grupos para serem formados dentro dos
parametros estabelecidos — tamanho minimo do grupo, ou limite de distancia entre

duas estruturas.

A fim de avaliar como a utilizacao de cada variavel de comparacdao — RMSD,
GDT score e MaxSub score — afetava o agrupamento e qual a qualidade da
comparagado entre os modelos ditos similares, foram realizados alguns testes com o

conjunto de modelos C.

Os parametros envolvendo cada variavel de comparacgéo foram ajustados para
se agrupar pelo menos metade dos modelos do conjunto escolhido (pelo menos 250

estruturas) baseados em analises preliminares.

A Figura 28 mostra a distribuicdo do score dos 500 modelos em relagao ao
RMSD para a estrutura de menor score desse conjunto. Em destaque aparecem
pontos que mostram os centroides para cada variavel de comparacao. Ainda que
eventualmente existam pontos de coincidéncia entre os centroides, fica claro que a
agrupamento de modelos é criticamente dependente da varidvel que avalia o
alinhamento entre as estruturas. Dentre as varias tentativas realizadas, percebeu-se
que a variagdo dos parametros dentro de cada variavel pouco influenciava na
atribuicdo dos centroides dessa variavel, pelo menos para os grupos de maior

tamanho.
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Figura 28: Distribuicdo dos scores dos modelos C em funcdo do RMSD em relacdo ao modelo
de menor score (ponto omitido; valor de score indicado pela seta). Sao destacadas as estruturas
indicadas como centroides nos agrupamentos realizados e as estruturas com os dez menores score
(legenda). Nao existe na maior parte dos casos uma sobreposicdo de escolhas para os centroides

dessas estruturas dentre as diferentes variaveis de agrupamento.

Os modelos do maior grupo de cada um dos trés resultados foram analisados
de forma mais detalhada. De posse das estruturas de um agrupamento é possivel
calcular como as outras variaveis classificam o alinhamento estrutural em relacao ao

centroide deste grupo.

O GDT score resultou no agrupamento de 255 modelos em 18 grupos, sendo
0 maior grupo contido por 75 estruturas. Os gréaficos de correlacdo entre as trés
variaveis sao mostrados na Figura 29A-C. Observa-se que a distribuicdo dos outros
scores em relacdo ao RMSD é dispersa enquanto que existe uma correlagao razoavel
entre 0 GDT score e 0 MaxSub score. A analise manual comparando-se as estruturas
de maior e menor GDT score dentro do grupo em relacdo ao centroide — Figuras
29D-E, respectivamente — mostrou que esta variavel é eficiente no agrupamento de

estruturas similares.
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Figura 29: Avaliacdo do GDT score no agrupamento das estruturas. A relagdo entre as
variaveis considerando o maior grupo € mostrada nos graficos (A), (B) e (C). O GDT score e o MaxSub
score possui uma correlagao evidente, enquanto que o RMSD possui uma distribuicéo dispersa frente
as outras variaveis. As Figuras (D) e (E) indicam que as estruturas possuem correlagao estrutural

dentro de um mesmo grupo.

A utilizacdo do MaxSub score resultou no agrupamento de 371 estruturas em
19 grupos, sendo que o maior grupo apresentava 60 estruturas. As tendéncias
encontradas neste agrupamento sdo mostradas nas Figuras 30A-C. Observa-se 0s
mesmos perfis de correlacdo que foram encontradas no agrupamento utilizando o
GDT score, sendo que a correlacao existente entre este score e 0 MaxSub score é
ainda mais acentuada. As Figuras 30D-E mostram o alinhamento estrutural entre o
centroide e os modelos com maior € menor score dentro do maior grupo,
respectivamente. O alinhamento relacionado com a estrutura de menor score possui
um GDT score de 18, indicando, segundo esse parametro, que se trataria de um
alinhamento aleatério e que esses modelos ndo possuem uma boa correlagéo
estrutural. Apesar de a analise em outros grupos indicar que as estruturas de menor
score possuem visualmente um alinhamento pobre em relacdo ao centroide, a

utilizacdo desse parametro resultou em 40% mais estruturas agrupadas quando
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comparada ao GDT score, sendo assim a sua utilizagdo pode incorrer em pequenas

falhas formando mais grupos ou ao atribuir mais estruturas por grupo.
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Figura 30: Avaliagdo do MaxSub score no agrupamento de estruturas. A relagdo entre as
variaveis considerando o maior grupo é mostrada nos graficos (A), A(B) e (C). O GDT score e 0 MaxSub
score possuem uma correlacao evidente, enquanto que o RMSD possui uma distribuicao dispersa
frente as outras variaveis. As Figuras (D) e (E) indicam que as estruturas possuem correlacao estrutural
dentro de um mesmo grupo porém estruturas com menor score possuem qualidade inferior de
similaridade quando comparada ao GDT score.

O RMSD resultou em um agrupamento de 254 estruturas em 23 grupos, sendo
0 maior grupo constituido de 44 estruturas. A Figura 31A-C mostra que o padrdo de
correlacdo € o mesmo indicado anteriormente, destacando-se que boa parte das
estruturas possuem um GDT score abaixo de 20 e um MaxSub score inferior a 0,25.
A analise manual das estruturas com menor € maior RMSD dentro do grupo em
relacdo ao centroide - Figura 31D-E, respectivamente - permite confirmar que essa
variavel ndo é efetiva para realizar o agrupamento, sendo que a atribuicdo de

similaridade pode ser considerada aleatoria entre estruturas para um mesmo grupo.
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Figura 31: Avaliacdo do RMSD no agrupamento de estruturas. A relacdo entre as variaveis
considerando o maior grupo & mostrada nos graficos (A), (B) e (C). O GDT score e o MaxSub score
possuem uma correlagao evidente, enquanto que o RMSD possui uma distribuigdo dispersa frente as
outras variaveis. As Figuras (D) e (E) indicam que as estruturas possuem uma baixa similaridade,
podendo ser consideradas essencialmente diferentes.

Como o RMSD é um pré-requisito de qualquer analise para o alinhamento, a
sua utilizacdo como valor de comparagao requer um tempo computacional muito
inferior quando comparado com a utilizacdo do GDT score ou o MaxSub score, 0 que
pode ser util quando se quer obter informagdes mais grosseiras de comparacao global

com um conjunto muito grande de estruturas.

Optou-se pelos modelos agrupados pelo GDT score, de forma a obter grupos
possuissem estruturas com alto grau de semelhanca. Em resumo no fim das andlises
haviam nove, 18 e 13 grupos dos conjuntos B, C e D, respectivamente. Os centroides
de cada grupo (40 estruturas) foram analisados quanto a sua similaridade utilizando-
se 0s mesmos parametros com o GDT score. As estruturas foram agrupadas em 20
estruturas singulares e mais dois conjuntos com 15 e cinco estruturas. Dessa forma,
obteve-se ao final 22 candidatos estruturalmente distintos para a STC1. A Figura 32

mostra um desses candidatos com destaque para alguns residuos envolvidos nas
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restricbes de distancia, mostrando que essas estruturas sdo compativeis com as
restricdes de distancias e potenciais modelos para a estrutura da STC1.

A B

Figura 31: Representacdo de uma estrutura candidata para a STC1-HT. (A) Estrutura com
destaque em vermelho para as cisteinas envolvidas nas ligacdes dissulfeto intra-cadeia; em azul,
residuos encontrados que estao envolvidas na dimerizagao. (B) Cisteinas envolvidas nas ligacdes de
dissulfeto com os valores das distancias euclidianas Ca-Ca destacadas; (B) Destaque para cinco
ligagdes cruzadas encontradas com as distancias euclidianas Ca-Ca destacadas; (D) As mesmas
ligagdes cruzadas sao mostradas de acordo com o caminho acessivel ao solvente; cada seta indica o
valor da distancia topolégica associada aquele caminho.
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5. Conclusoes

A técnica de ligagdo cruzada acoplada a espectrometria de massas permitiu
identificar 42 restricdes de distancia para a STC1-HT, sendo 11 destas espécies que

envolviam o N-terminal.

Foi possivel identificar uma espécie de ligacdo cruzada simétrica na porcao C-

terminal, comprovando a regiao de interacao do dimero.

Dentre os programas de modelagem avaliados, o programa Rosetta foi o
programa que gerou estruturas mais condizentes com as restrigbes de distancia,

sendo a auséncia da predicao de estrutura secundaria foi fundamental para isso.

O numero de restricbes foi uma ferramenta importante para a geragéo e a
selecdo de modelos, sendo que restricdes de longo alcance sdo mais eficientes na
discriminacao de modelos. Além disso, a distancia topologica possui maior eficiéncia
de discriminacdo em relacdo a distancia euclidiana, sendo ainda necessario um

estudo sistematico para a sua implementacao quanto aos valores para o DSS.

As simulacdes de dindmica molecular para algumas estruturas indicam que a
porcdo C-terminal no monémero possui maior flexibilidade, o que corrobora alguns
dos dados de ligacao cruzada envolvendo essa regido. Entretanto, nao indicam uma
solucao para os dados de restricao de distancia envolvendo a porcao N-terminal da
STC1-HT.

Dentre as variaveis disponiveis no programa MaxCluster, o GDT score mostrou
maior eficiéncia em agrupar estruturas similares, possuindo uma correlacao grande
com o MaxSub score. J& RMSD € uma variavel que proporciona muitos encaixes

aleatérios e agrupa modelos estruturalmente n&do correlacionados.

Foram selecionados 22 candidatos estruturalmente distintos para a STC1
dentre 1.500 modelos de menor score gerados pelo Rosetta.

De forma geral, este trabalho é o primeiro estudo a investigar a viabilidade do
uso de restricoes de distancia obtidas por experimentos de ligacao cruzada no estudo
da estrutura terciaria de proteinas. Os métodos aqui desenvolvidos mostraram quais

variaveis sao importantes na determinagéo de modelos e determinaram a forma mais
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eficiente até o momento de se utilizar esses dados experimentais de restricdes de
distdncia na modelagem da estrutura terciaria da STC1. Uma avaliagdo desses
modelos finais frente aos dados experimentais de cristalografia de proteinas constitui
uma perspectiva deste estudo.
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