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Resumo

UTILIZACAO DE ESPECTROMETRIA DE MASSAS, LIGACAO
CRUZADA (CROSS-LINKING) E FOOTPRINTING NO ESTUDO DE
INTERACOES PROTEINA-PROTEINA

A Espectrometria de Massas (MS) ¢ hoje a principal técnica de
caracterizacdo de estrutura primaria de proteinas devido as vantagens
intrinsecas da técnica. As técnicas de cross-linking e footprinting visam
desfrutar de tais vantagens para obtencdo de informagdes estruturais de
complexos protéicos. Nesse projeto foram realizados estudos de fragmentagao
de peptideos contendo como cross-linker o DSS, reagente mais utilizado para
esse propodsito. Os mecanismos de fragmentagdo foram propostos baseados na
dissociacdo de peptideos modelos sintetizados para gerar espécies que
mimetizassem experimentos com proteinas. Esses estudos permitiram a
identificacdo de ions marcadores, que foram posteriormente utilizados em
experimentos de Varredura de fons Precursores para auxiliar na deteccdo de
peptideos modificados. Para realizacdo dos experimentos de footprinting, foi
desenvolvida uma linha de luz no LNLS. Posteriormente, foi proposto um
novo método de quantificacdo de cinética de oxidagdo baseado nos dados de
LC-MS, levando em considera¢ao todos os produtos de oxida¢do formados.
Esses métodos foram utilizados no estudo de interacdo das proteinas Tif34 e
Tif35 do fator de iniciacdo de tradugdo de Saccharomyces cerevisiae. Os
resultados obtidos indicam que Tif34 apresenta dois possiveis sitios de

interacao para a proteina Tif35.
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Abstract

USE OF MASS SPECTROMETRY, CROSS-LINKING AND
FOOTPRINTING IN THE STUDY OF PROTEIN-PROTEIN
INTERACTIONS

Mass Spectrometry (MS) is the most important tool for analyses related
to protein primary structure. Cross-Linking and footprinting aim to bring those
advantages to gain insights in the spatial structure of protein complexes. In
this work the fragmentation of peptides containing DSS, the most used cross-
linker, was studied. Fragmentation mechanisms were proposed based on the
dissociation of model peptides which were synthesized in order to generate
species that would resemble species found in experiments with proteins.
Diagnostic ions were identified which allowed the use of Precursor Ion Scan
to detect those species. In order to perform footprinting experiments, a new
beamline was developed at the LNLS. A new method for quantitation of
oxidation kinetics was developed based on LC-MS analysis, which considers
every single oxidation product that can be generated. Those methods were
thereafter used in the study of the interaction between Tif34 and Tif35,
proteins which compose a translation initiation factor of Saccharomyces
cerevisiae. The results indicate that Tif34 presents two different sites for the

interaction with Tif35.
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I INTRODUCAO

I.1 PROTEINAS E COMPLEXOS PROTEICOS

Proteinas constituem um dos tipos de macromoléculas biologicas mais
abundantes, versateis e complexas. Sua complexidade se deve ao fato de que
estas podem ser constituidas por diferentes seqiiéncias de aminoacidos que
podem ou nao estar modificados, além de apresentarem uma ampla faixa de
tamanho (variando de alguns poucos kDa a alguns MDa) e estruturas. Em
decorréncia dessa diversidade, sao atribuidas a essas macromoléculas as mais
diversas fungdes, tais como catdlise (enzimas em geral), transporte (desde
moléculas simples como O, até outras proteinas), estrutura, defesa
(anticorpos), dentre outras.'

Com o fim do seqiienciamento de genomas de inimeros organismos ao
longo das tultimas duas décadas, foi possivel obter seqiiéncias de um grande
numero de proteinas, muitas das quais eram desconhecidas até o momento. A
informacdo contida na seqliéncia desses genes ¢ fundamental na
caracterizagdo evolucionaria e funcional de genes correlatos assim como na
identificacdo de produtos genéticos envolvidos em doengas. Por outro lado, o

conhecimento somente da seqiiéncia primaria das proteinas ndo ¢ suficiente
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para a caracterizagdo dos mecanismos bioquimicos fundamentais a
sobrevivéncia de todas as células, tanto do ponto de vista das fungdes que uma

. 2,3 :
proteina pode exercer como do modo que elas a executam.”” Com isso,
interpretacdo dos mecanismos de acdo de proteinas, avaliagdo de padroes de
evolugdo e o desenho de novas drogas sdao dependentes do conhecimento da

: . 4,5
estrutura espacial dessas macromoléculas.

Uma das principais caracteristicas das proteinas ¢ que muitas de suas
fungdes celulares tais como replicagdo de DNA, transcricdo, tradugdo,
splicing, secrecdo e controle de ciclo celular ndo s3o realizadas
individualmente, mas na forma de complexos protéicos, que podem variar
desde pequenos oligdmeros (dimeros, trimeros) a complexos formados por
dezenas de cadeias polipeptidicas e com a presenga de acidos nucléicos e

6,7,8,9,10,11,12,13
cofatores. "7

Isso pode ser resultado tanto de uma determinada
mudanga conformacional induzida pelo ligante quanto pelo fato de a proteina
no estado ligado adquirir uma conformagdo adequada para realizagdao de sua
funcdo.'* Desse modo, interagdes entre proteinas, descritas como sociologia
molecular da célula, sdo vitais para a manuten¢cdo de qualquer processo
biolégico e, conseqilentemente, da vida de determinado organismo.’

A determinagdo do modo de interacdo entre proteinas (composicao,
cinética, estequiometria, termodindmica) pode trazer um grande niimero de
informagdes que auxiliariam na compreensdao de inumeros problemas
bioldgicos. Um dos exemplos mais atraentes relacionados a interagdo entre
proteinas pode ser visto na medicina, uma vez que o nimero de doencas
humanas associadas a proteinas € superior ao numero de genes no genoma, o
que significa que muitas doengas podem estar relacionadas a auséncia das
condi¢des necessarias para a formacao de complexos protéicos; esse fato fez

com que interagdes proteina-proteina tenham se tornado alvos de muitas
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drogas nos ultimos anos.">"” Além disso, a compreensdo dessas interagdes
pode elucidar algumas questdes relacionadas aos projetos genoma, uma vez
que o nimero de genes de um organismo tdo complexo quanto o ser humano ¢
proximo do numero de genes de um dos eucariotos mais simples
(Caenorhabditis elegans) ¢ bem inferior a de alguns vegetais, como soja e
arroz, o que indica que em parte a complexidade estd relacionada ao modo
como esses produtos génicos interagem entre si para realizar suas fungdes
biologicas.'® Finalmente, outra grande importdncia relacionada ao
conhecimento do modo de interagdo entre proteinas estd na descoberta da
funcdo de outras proteinas. Uma vez que a grande maioria dos processos
biologicos ¢ mediada por interagdes desse tipo, se a funcao de pelo menos um
dos parceiros de interagdao ¢ conhecida o assinalamento da fun¢do da proteina
de interesse pode ser facilitado.'” "

Em virtude dos fatos mencionados acima, os ultimos anos presenciaram
uma busca incessante pela rede total de interagdes moleculares em varios
organismos, denominada interactoma.”’ Espécies como S. cerevisiae', D.
melanogaster™, C. elegans®™ e H. sapiens® tiveram suas redes de intera¢io
proteina-proteina (em alguns casos parcialmente) publicadas recentemente. A
importancia dessas redes € tdo grande que estudos recentes demonstram que o
tamanho do interactoma — € ndo o nimero de genes — estd correlacionado com
a complexidade dos organismos. Se por um lado, os seres humanos
apresentam genoma somente 50% maior que o de C. elegans, seu interactoma

¢ cerca de 300% maior (Figura 1).%
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Figura 1 - (A) Gréfico de correlagdo entre o numero de proteinas e o tamanho estimado do interactoma
(referéncia 25). (B), (C) e (D) Representagio esquematica dos interactomas de C. elegans®™, D.

melanogaster™ e H. sapiens® respectivamente.

12 METODOS DE CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DE
PROTEINAS E SUAS INTERACOES

Interacdes proteina-proteina constituem uma das mais complexas,
diversas e impactantes interacoes macromoleculares nas células. Em virtude
da importancia dessas interacdes, muito esfor¢o tem sido dedicado ao

desenvolvimento de drogas que atuem nesse sentido. Entretanto, sdo muitas as
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dificuldades na determinacdo do modo de interacao entre essas moléculas,
dentre as quais estd no grande numero de possibilidades: um organismo
simples como a levedura, capaz de expressar aproximadamente 6000 genes,
pode apresentar potencialmente 18 milhdes de interacdes binarias, sendo que
somente uma pequena fragdo dessas ocorre nas células. Além disso, muitas
dessas interagdes sdo transientes, instaveis ou reguladas por modificagcdes pos-
traducionais, o que dificulta sua detecgdo.”® Em virtude desses fatores, estudos
de interactoma realizados recentemente para a levedura levaram a resultados
com muitas diferengas, principalmente no que diz respeito a composicao
desses complexos.

Do ponto de vista estrutural, a regido de contato entre duas proteinas ¢
cerca de 3 a 10 vezes maior que no caso de interacdes proteina-moléculas
pequenas. Além disso, essa regido de contato em geral ¢ aproximadamente
plana (sem canais ou bolsdes) como no caso de interacdes com moléculas
menores. Salvo algumas exceg¢des, muitas das interagdes entre as proteinas
nao envolvem seqili€éncias continuas na cadeia primaria, de modo que mesmo
peptideos presentes na superficie de interagdo ndo sdo capazes de romper essa
interagdo.”’

As técnicas de caracterizacdo de complexos protéicos disponiveis

o o g0 . 28.29
atualmente podem ser divididas nos seguintes grupos™

(Figura 2): técnicas
de estrutura primaria, alta resolu¢do, média resolugdo, baixa resolugcdo/sonda e
computacionais. Técnicas de caracterizacdo de estrutura primaria nao
fornecem nenhum tipo de informacdo espacial acerca do complexo de
interesse, limitando-se a definir somente quais sdo as proteinas constituintes.
A MS ¢ hoje uma das principais ferramentas para identificagdao de parceiros de

interacdo, sendo os detalhes referentes a técnica discutidos na proxima sec¢ao

(Sec¢ao 1.3).
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Figura 2 - Classificacdo dos diversos métodos de caracterizacdo de complexos protéicos (referéncia 28).

As técnicas de baixa resolucdo/sonda englobam as espectroscopias,
onde a resposta ¢ determinada pela presenca de uma certa caracteristica
estrutural da proteina. Essa classe engloba as técnicas de Dicroismo Circular
(CD), Fluorescéncia no UV, Transferéncia de Energia Ressonante por
Fluorescéncia (FRET) dentre outras. Embora essas técnicas sejam em geral
sensiveis, rapidas, relativamente simples e de facil acesso, a resposta obtida
em geral ¢ insuficiente por si sO para caracteriza¢do mais profunda do sistema.
Como técnicas de média resolucao, aquelas que fornecem informagdes acerca
da forma geral do complexo tais como posi¢do e orientagdo dos componentes,
destacam-se as microscopias ¢ o Espalhamento de Raios-X a Baixos Angulos
(SAXS). Em geral tais técnicas sdo bem restritas a alguns usudrios tanto pela
necessidade de instrumentacao muito especifica e dispendiosa quanto pelo alto

grau de dificuldade de interpretacao de dados.
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Atualmente existem duas técnicas estabelecidas para determinagdo
estrutural de proteinas com alta resolu¢do (resolugdo atdmica): Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) e Cristalografia de Proteinas (CRP). Entretanto,
ambas as técnicas apresentam um grande niumero de limitagdes que impedem
seu uso irrestrito para qualquer tipo de proteina, dentre as quais se destacam a
necessidade de uma grande quantidade de amostra (da ordem de varios
miligramas) com alto grau de pureza. No caso de RMN, ha ainda a
necessidade da amostra ser estdvel em algum dos tampdes que ndo interfiram
na analise por um longo intervalo de tempo (dias a semanas) a temperatura
ambiente. Além disso, as técnicas disponiveis atualmente restringem o
tamanho maximo da amostra a aproximadamente 50 kDa, o que muitas vezes
representa a massa de um Unico componente do complexo. A parte
experimental ¢ cara, devido a necessidade de meios de cultura enriquecidos
com diferentes isotopos e tanto o experimento quanto a analise dos dados sdo
processos longos e muito pouco automatizados. A CRP por sua vez requer que
a amostra esteja na forma de monocristal, o que constitui a principal limitagdao
da técnica. Mesmo que o cristal apresente boas caracteristicas de difracdo, a
obtengdo da estrutura (que assim como no caso de RMN, ¢ feita em grande
parte de forma manual) ndo estd garantida, uma vez que em varios casos nao
se faz possivel a resolu¢do do problema das fases. Finalmente, a estrutura
obtida por CRP ¢ uma estrutura estatica e ndo necessariamente representativa
do sistema em solucgo.™

Um grande exemplo das dificuldades dessas técnicas na obtencao de
dados estruturais de proteinas e complexos protéicos pode ser encontrado nos
dados do New York Structural Genomics Research Consortium - NYSGRC
(www.nysgrc.org), um grupo de pesquisa constituido por cinco institui¢coes

diferentes, cujo objetivo geral consiste no estudo estrutural (por CRP) e
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funcional de proteinas com alta capacidade de andlise. A Figura 3 apresenta os
resultados obtidos pelo NYSGRC desde a época de sua criagao (Janeiro de
1999): ¢ interessante notar que dos quase 15000 alvos selecionados para o
estudo, somente cerca de 2000 apresentam estrutura resolvida em 9 anos, uma
taxa de sucesso de aproximadamente 13%. Vale ressaltar ainda que o
NYSGRC apresenta uma das maiores taxas de sucesso dentre todos os
consorcios de gendmica estrutural do mundo. Essa figura demonstra as
limitagdes dos métodos atuais em biologia estrutural a0 mesmo tempo em que

suscita o desenvolvimento de novas metodologias para esse objetivo.
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Figura 3 - Estatisticas do NYSGRC: das aproximadamente 15000 proteinas selecionadas para o estudo, cerca

de apenas 5% apresentam estruturas depositadas no PDB.



1 - Introdugdo 9

1.3 METODOS BASEADOS EM MS PARA CARACTERIZACAO
ESTRUTURAL DE PROTEINAS E SUAS INTERACOES

Desde o inicio da década de 60, houve um interesse na utilizacdo de MS
para a andlise de proteinas, principalmente devido as vantagens intrinsecas da
técnica, tais como alta sensibilidade, rapidez de andlise e especificidade.
Embora tenha havido relativo sucesso, principalmente com a utilizacdo de
FAB (Fast Atom Bombardment) como fonte de ions a partir da década de 80,
essas andlises restringiam-se a pequenos peptideos derivatizados e muitas
vezes necessitavam de experimentos de Degradacdo de Edman para a
confirmacio dos resultados.’

No fim da década de 80, a analise de peptideos e proteinas por MS deu
um grande salto de qualidade, com o desenvolvimento das técnicas de
jonizacdo de ESI’* ¢ MALDI>, que permitiam a ionizagdo e volatilizagdo
dessas macromoléculas com alta eficiéncia e sem a necessidade de
derivatizacdo.”® Vale ressaltar nesse ponto que o desenvolvimento dessas
técnicas também contribuiu significativamente para a melhoria dos
analisadores de m/z, com o desenvolvimento na década de 90 de equipamentos
comerciais dos tipos ion trap, Q-Tof e Tof-Tof.’' Desse modo, esse periodo
presenciou uma grande quantidade de artigos explorando os diferentes tipos de
informagdo que poderiam ser obtidos pela anélise de proteinas e peptideos por
MS.

Em 1989, Hunt demonstrou a possibilidade de seqiienciamento de
peptideos gerados por ESI mediante Dissociacdo Induzida por Colisao
(CID).* Esse trabalho foi seguido por outros demonstrando o seqiienciamento

de peptideos endogenos™ e proteinas digeridas por tripsina e analisadas por
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LC-MS/MS”. Simultaneamente, experimentos de seqiienciamento foram
conduzidos em peptideos gerados por MALDI/Post-Source Decay (PSD),
onde inicialmente a dissociacdo dessas espécies ndo ocorria por meio de
fragmenta¢do, mas por decaimento de energia resultante do processo de
ionizacdo.”® Esses achados levaram ao desenvolvimento de algoritmos de
busca em banco de dados que permitiam a identificacdo de proteinas tanto em
experimentos de MS*”***! quanto MS/MS**. A partir desse momento, MS
tornou-se a principal técnica de identificacdo de proteinas, em especial em
experimentos de andlise protedmica, onde se faz necessario a identificagcdo de
um grande nimero de proteinas em um pequeno intervalo de tempo. Com o
desenvolvimento de métodos de dissociagdo de peptideos, foi possivel obter
informagdes acerca da seqiiéncia dos aminoacidos, sendo que os resultados
permitiam a determinacdo de peptideos modificados pos-traducionalmente
(fosforilagcdo e sulfonacdo, por exemplo) bem como a andlise de espécies
bloqueadas no N-terminal, o que era impossivel até entdo por Degradacao de
Edman.* No fim da década de 90, surgiram métodos que permitiam a analise

45,46 y g, .
" Desse modo, as duas ultimas

quantitativa diferencial de proteinas por MS.
décadas presenciaram uma enorme quantidade de trabalhos que elevaram a
MS ao posto de principal técnica de analise de problemas relacionados a
estrutura primaria de proteinas: identificacdo de proteinas, determinagdo da
massa dessas macromoléculas, seqlienciamento, identificagdo e localizagao de

47.48,49.50,51.52,53 poo vintde

modificagdes pods-traducionais e quantificacao.
desse sucesso, seria muito interessante utilizar as vantagens intrinsecas da
técnica de MS no estudo de interagdes proteina-proteina. Varios métodos
foram desenvolvidos com o intuito de identificar parceiros de

54,55,56,57

interagao , campo esse onde a MS rapidamente se destacou dentre as

técnicas disponiveis, mas como esses métodos nao fornecem informagdes
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espaciais acerca dos complexos protéicos, eles nao serdo discutidos nesse
ponto.

Alguns anos apos o desenvolvimento das técnicas de ionizacao de ESI e
MALDI foi possivel observar que essas técnicas eram suficientemente suaves
para a manutencdo, a0 menos em parte, da estrutura de complexos protéicos
em fase gasosa.”®>”® Inicialmente, os primeiros trabalhos mostravam que em
muitos casos, interacdes proteina-ligante podiam ser mantidas em fase gasosa
desde que o processo de ionizagdo fosse realizado em condigdes controladas.®’
Anos mais tarde, foi possivel observar que essas interagdes também poderiam
ser mantidas quando as espécies fossem analisadas por MALDI.®* Entretanto,
embora a ionizacdo por MALDI fosse um processo energicamente suave, a
preparacdo da amostra requer condi¢des nas quais a grande maioria dos
complexos protéicos tende a se dissociar. Apesar dos primeiros resultados
animadores, esse método sofria de grandes limitagdes instrumentais, uma vez
que complexos maiores tendem a se dissociar facilmente devido as grandes
diferengas de pressdo as quais sdo submetidos na analise por MS; além disso,
detectores convencionais apresentavam limitagdes na faixa de m/z que
impediam a detec¢do dessas espécies. O desenvolvimento de instrumentagao
dedicada a essa aplicacdo contribuiu significativamente para o estudo de
complexos maiores e mais labeis.” Macromolecular MS, denominacio
proposta para esses experimentos, tem sido atualmente utilizada para
determina¢do da estequiometria de complexos®, determinagdo de forca de

65,66

ligagdo das espécies constituintes de complexos™"°, analise de mudancas

conformacionais promovidas pela interacio com ligantes®’, cinética de

68,69 70,71

enovelamento e desenovelamento e determinacao da topologia (Figura
4). Embora experimentos de Macromolecular MS tenham obtido grande éxito

em varios casos, algumas limitagdes impedem seu uso irrestrito. A principal
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delas estd na necessidade de instrumentos adaptados (ndo comerciais), cujas
caracteristicas dificultam sua utiliza¢do para outros fins. Além disso, mesmo
de posse de instrumentacdo especifica ndo sdo todos os complexos que
suportam essas condigdes experimentais, podendo estes ser dissociados
quando da formag¢do dos ions. Finalmente, os resultados provenientes dessa
técnica nao apresentam informacgdes acerca da superficie de interacao entre os

constituintes.

~5-6.5MDa B
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Figura 4 — (A) Determinacdo do modo de enovelamento das unidades o e  da urease de H. pilory em fungéo
do tempo (a — 15 minutos, b — 120 minutos) (referéncia 68); (B) Espectro de MS do capsideo do virus da
hepatite B,: os espectros em amarelo referem-se ao arranjo quaternario da proteina do capsideo na forma
truncada, demonstrando a presenga de dois arranjos diferentes; o espectro em violeta apresenta o arranjo
quaternario da proteina inteira, mostrando a formagdo de um arranjo espacial preferencial (referéncia 65); (C)
Espectro de V|-ATPase de levedura, onde € possivel observar a presenca de outros dois subcomplexos devido

a perda de espécies mais labeis. (referéncia 70)
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Um método de caracterizacdo estrutural de proteinas que permite a
determinacao de superficies de interagdo entre proteinas ¢ a Troca Hidrogénio/
Deutério (HDX).”>”"* Em 1991, foi proposta pela primeira vez a utilizagio
de MS para o calculo da cinética de troca entre os isotopos.” HDX baseia-se
no fato de que quando proteinas sdo solubilizadas em excesso de solvente
deuterado, os H da proteina trocam com o D do solvente. Os hidrogénios nos
grupos funcionais dos aminodcidos trocam muito rapidamente e, portanto, nao
permitem determinacdo de sua cinética de troca por MS. Os H das amidas da
cadeia principal da proteina, por sua vez, apresentam uma faixa de 10° ordens
de grandeza de diferenca de velocidade de troca, dependendo do perfil de
ligacdes de hidrogénio e, principalmente, do grau de exposicao desses atomos
ao solvente.” Apos o experimento de troca (realizado por diferentes intervalos
de tempo para permitir o calculo da cinética), o pH do meio reacional ¢
mudado para 2-3 e a temperatura para 0° C de modo a evitar a troca reversa
com H. Andlises por MS podem ser realizadas tanto de modo global, afim de
determinar o nivel de incorporacdo de D, bem como na analise dos peptideos,
com o objetivo de determinar a cinética de troca em cada uma das regides da
proteina e, conseqiientemente, a superficie de interagao proteina-ligante.

Assim como no caso anterior, HDX apresenta varias dificuldades
técnicas que dificultam sua aplicacio em muitos casos. Como descrito
anteriormente, para diminuir a taxa de troca reversa, apds a reagao deve-se
abaixar o pH e a temperatura. Essas condi¢des sdo incompativeis com a
grande maioria das enzimas, sendo que atualmente a Unica utilizada em
experimentos desse tipo € a pepsina. Essa enzima entretanto apresenta baixa
especificidade e eficiéncia no pH utilizado, o que dificulta a identificagdo dos
peptideos obtidos por MS, além de diminuir a cobertura da proteina quando

comparada a peptideos tripticos. Isso implica em um limite maximo de
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tamanho das amostras, mesmo porque boa parte da interpretacdo dos dados ¢
feita de modo manual. Além disso, as condi¢cdes cromatograficas devem ser
adequadas de modo que a etapa de LC também seja realizada a baixas
temperaturas, o que acarreta no aumento significativo da pressdo do sistema.
Finalmente, a interpretagdo dos espectros de MS/MS ndo permite a
identificagcdo inequivoca dos sitios de troca, devido ao efeito conhecido como
embaralhamento da marcagéo isotopica (Hydrogen Scrambling).” Apesar das
dificuldades apresentadas anteriormente, HDX tem sido aplicada com relativo

1 c 76,77
sucesso para o estudo de enovelamento e estabilidade de proteinas™ "',

78,79
"7 e no estudo

mudangas conformacionais mediante interacdo com ligantes
de intera¢des proteina-proteina®’.

A Espectrometria de Mobilidade I6nica (IMS) ¢ mais uma técnica
baseada em MS capaz de fornecer informacdes espaciais acerca de complexos
protéicos. IMS foi desenvolvida na década de 60 por Cohen e Karasek, mas
devido a limita¢des instrumentais ela s6 voltou a tona no fim da década de 90,
sendo que o desenvolvimento de um instrumento comercial e o acoplamento
com MS (IMMS) alavancou sua utilizagdo na analise de macromoléculas
biologicas. IMS se baseia na separagao de ions através de um géas por meio de
um campo elétrico, sendo essa separacao dependente da massa, carga e se¢ao
de choque do analito. A separagdo por secdo de choque ¢ extremamente
interessante do ponto de vista de MS, uma vez que permite a diferenciagdo de
isdbaros pela conformagao que estes adquirem em fase gasosa. Existem quatro
tipos basicos de analisadores de mobilidade i6nica, conhecidos como Drift
Time, Aspiration, Field-Asymmetric Waveform (FAIMS) e Travelling Wave
(TWIMS), sendo que a diferenca entre esses se baseia no modo como esses

81,82,83,84,85

instrumentos separam os analitos de interesse. Embora o uso de

IMMS seja relativamente recente (quando comparado a Macromolecular MS e
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HDX), grande sucesso ja foi alcancado, principalmente com equipamentos do

tipo home-made, em estudos de estrutura/conformacdo de peptideos e

. 86,87,88,89
proteinas™ """, estudos de enovelamento e desenovelamento de
, 87,90 . ~ , , 91,92,93
protemnas ", Interagoes proteina-proteina e mudancas
.. 94,95
conformacionais™ .

1.3.1 Cross-Linking

Cross-linking consiste na unido de duas ou mais moléculas por meio de
uma ligagdo covalente, mediada por um reagente denominado cross-linker.
Tais componentes podem variar desde proteinas a peptideos, farmacos e
acidos nucléicos até particulas sélidas. Os primeiros experimentos de cross-
linking com proteinas datam da década de 20, onde a técnica era aplicada na
determinacdo do sitio ativo de enzimas. Apos a década de 50, houve um
renascimento da técnica onde surgiram novas aplicagdes tais como aumento
da estabilidade de proteinas, imobilizacdo dessas macromoléculas em suportes
solidos, acoplamento de duas ou mais diferentes proteinas, identificacdo e
caracterizacdo da natureza e extensio de interacdes proteina-proteina.’®’”"®

Cross-linking entre proteinas podem originar-se de varias formas
distintas, sendo que na maioria dos casos estas ocorrem in vivo. Talvez o tipo
de ligacdo cruzada mais comum seja a formacao de pontes dissulfeto entre
residuos de cisteina. Entretanto, no que concerne a analise da interagdo entre
proteinas, o mais interessante ¢ a introducao de cross-linking em estudos in

vitro, uma vez que escolhendo-se os reagentes adequados, pode-se obter as

informagdes desejadas. Além disso, as interacdes de complexos nao-
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covalentes sdo em geral muito fracas e, desse modo, sdo facilmente
dissociadas, o que torna sua andlise muito dificil. Assim, do ponto de vista
analitico, ¢ muito interessante a estabilizacdo desses complexos mediante a
formacdo de ligacdes covalentes, uma vez que isso facilitaria a posterior
purificagdo e caracterizacdo do mesmo em condi¢des mais adequadas, mas
que ainda retém as informacoes espaciais desejadas. As informagdes obtidas
podem entdo ser utilizadas como base para interrogacao de um grande ntimero
de informagdes importantes desses complexos.”

Cross-linkers sdo em geral reagentes bifuncionais, ou seja, contém dois
grupos reativos frente a cadeias laterais presentes na proteina separados por
um conjunto de atomos conhecido como cadeia espacadora. Eles podem ser
classificados como homobifuncionais ou heterobifuncionais, dependendo do
fato dos grupos reativos serem iguais ou diferentes. H4 ainda uma terceira
classe, conhecida como zero-length, reagentes que mediam a formacdo de
ligagdes covalentes sem adi¢do de atomos extrinsecos a proteinas (ndo contém
a cadeia espacadora). A escolha do reagente ideal ¢ dependente do
experimento ¢ da informagdao desejada, dependendo de inimeros fatores tais
como (in)especificidade dos grupos reativos, solubilidade, tamanho e
geometria dos reagentes e presenca de grupos que auxiliem na detec¢ao das

moléculas ligadas.”””®

Um dos itens mais importantes nessa escolha consiste
na natureza dos grupos reativos, visto que sdo eles que definem a
especificidade das ligagdes formadas. Dentre os cross-linkers disponiveis
atualmente, os de maior destaque sdo aqueles reativos frente a aminas
primarias. Isso se deve principalmente a alta ocorréncia de grupos aminos
(residuos de lisina e o N-terminal da proteina). Os derivados da N-hidréxi

succinimida (NHS) sdo os cross-linkers mais utilizados atualmente, devido

aos rendimentos relativamente altos das reacdes e, principalmente, a facilidade
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de sua obtengdo, bastando para isso reagir um acido carboxilico com o
NHS.' Como sdo varios os diacidos disponiveis comercialmente, pode-se
obter uma série de cross-linkers homobifuncionais homologos; isso permite
um estudo mais refinado da estrutura do complexo, uma vez que conhecendo-
se o comprimento da cadeia espagadora, pode-se inferir com mais precisao a
real distancia entre dois grupos reativos (Figura 5). Outro fator importante na
escolha do cross-linker ¢ a cadeia espagadora, visto que além de determinar a
distancia entre os grupos unidos e, portanto, fornecer as informacoes
estruturais desejadas, ela também afeta algumas das propriedades fisico-
quimicas, como a solubilidade em &gua e o grau de penetracdo da molécula

em diferentes ambientes.

0O 0 o) O
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Nome

Disuccinimidil glutarato
Disuccinimidil pimelato
Disuccinimidil suberato
Disuccinimidil sebacato

OO W3S

Figura 5 — Série de cross-linkers homologos derivados de NHS.

Em 2000, Young e colaboradores'® propuseram pela primeira vez a
utilizagdo conjunta de cross-linking e MS para a obtencdo de informagdes

estruturais de proteinas. Tais informagdes seriam provenientes do tamanho da
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cadeia espacadora do reagente utilizado, onde a distancia méaxima entre dois
residuos ligados pelo cross-linker corresponderia ao comprimento do
reagente. Caso o numero dessas restricoes espaciais fosse igual a N/10 (N
igual ao numero de residuos da proteina), seria possivel determinar o tipo de
enovelamento por meio de métodos computacionais. Desse modo, foi proposta
pela primeira vez a utilizacdo de um método rapido e sensivel baseado em
cross-linking e MS para a obtencao de informagdes estruturais de proteinas.

O experimento tipico de cross-linking e MS visando a obtencdo de
dados estruturais de proteinas e seus complexos pode ser visualizado na
Figura 6.'” Tipicamente, uma proteina ou complexo protéico isolado ¢é
submetido a reacdo de cross-linking, sendo o(s) reagente(s) escolhido(s) em
fungdo dos parametros mencionados anteriormente. ApOs a reagdo, varios
diferentes tipos de produtos podem ser formados: 1) dead-end, onde somente
um dos grupos reativos reagiu com a proteina, enquanto o outro sofreu
hidrélise; ii) intramolecular, onde os dois residuos de aminoacidos ligados
encontram-se na mesma cadeia polipeptidica; e ii1) intermolecular, onde os
residuos ligados encontram-se em cadeias distintas. Os produtos de interesse
sdo separados (eventualmente os peptideos marcados podem ser enriquecidos)
tanto por HPLC quanto por SDS-PAGE e digeridos com uma enzima.'">'®

Os peptideos resultantes sdo entdo analisados por MS, sendo que a
partir dessa etapa as analises realizadas sdo dependentes do tipo de informacao
desejada: pode-se simplesmente identificar as proteinas contidas no complexo
até a identificacdo exata de quais os peptideos estdo ligados entre si, o que
permite definir a topologia do complexo bem como montar mapas de ligacao
entre as proteinas. Finalmente, no caso da obtencdo de uma quantidade de
dados compativel com o tamanho do complexo € com o auxilio de métodos

computacionais, podem-se obter modelos tridimensionais das proteinas/
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102,103

complexos de interesse. Essa abordagem tem sido extensivamente

utilizada nos ultimos anos visando a obtencdo de dados estruturais como

104,105,106,107

determinacao do tipo de enovelamento de proteinas , 1dentificacao

) . ~ 108,109,110 .
de parceiros de interagdo , monitoramento de mudancas

111,112,113

conformacionais mediante interagcdo com ligante , determinacgao de

: : ~ fio 114,115,116,117,118,119,120
superficie de interacoes em complexos protéicos T e

L. o 121,122,123,124
finalmente na determinagdo de acessibilidade ao solvente ™= =",
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Figura 6 — Esquema experimental da utilizacdo de cross-linking associado a MS visando a obtencdo de dados
estruturais de proteinas. (Adaptado da referéncia 102)
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1.3.2 Footprinting

Footprinting ¢ o termo que refere a um grupo de técnicas baseadas na
determinacdo do grau de exposi¢gdo ao solvente de partes de uma
macromolécula por meio de reagdes de modificagdo quimica ou

125,126,127,128,129,130 ; ~ I ~ o1:
SR Modificagdes quimicas sdo utilizadas para

enzimatica.
marcar as regioes da proteina expostas ao solvente e com isso determinar
quais residuos ou bases se encontram na superficie; reacdes enzimaticas por
sua vez envolvem a clivagem da macromolécula e a posterior leitura dos
residuos clivados. Essas modificacdes, de natureza covalente, ttm como
objetivo avaliar mudangas conformacionais devido a interacdo da
macromolécula de interesse com um determinado ligante.

A técnica de footprinting foi introduzida em 1972"°, na analise dos
sitios de interagdo de uma molécula de DNA com uma proteina. Nesse caso, o
complexo proteina-DNA foi digerido com uma DNAse e os produtos da
digestdo analisados por gel de agarose, juntamente com o DNA digerido na
auséncia da proteina. A raia do gel correspondente a amostra contendo DNA
apresenta uma “pegada” (do termo footprinting em inglés), referente a porgao
do DNA que interage com a proteina e conseqiientemente ndo pode ser
digerida pela enzima (Figura 7). Footprinting de DNA por meio de
modificagdes quimicas foi desenvolvido pouco tempo depois, onde a ligagao

da proteina com uma regido do acido nucléico impedia a marcacdo dessa

regiao.
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Figura 7 — Experimento de footprinting de DNA visando a identificacdo das bases que interagem com a

proteina.

A utilizagdo de footprinting para mapear regides da proteina que
interagem com outras moléculas se deu a partir da década de 80, com a

utilizacdo de algumas proteases para digestdo de por¢des expostas da proteina

131 0132

na presenc¢a do ligante. ” Foi somente na década de 9 que a utilizagdo de
reagentes quimicos especificos para alguns residuos associado a degradagao
de Edman foi utilizado para determinacao de residuos expostos em proteinas,
fato esse que alavancou a utilizacao de diversos reagentes para a avaliacao de
varios residuos.

Embora as abordagens descritas acima tenham contribuido para a
compreensdao de alguns sistemas bioldgicos, estas sofriam de algumas
limitagdes que dificultavam sua aplicacio em muitos casos. Uma das
principais dificuldades estava relacionada a especificidade tanto das proteases

quanto dos reagentes quimicos, que limitavam significativamente o nimero de
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residuos que poderiam ser sondados pela técnica. No caso das proteases, havia
ainda um agravante relacionado ao seu tamanho, que muitas vezes acabava
por superestimar a 4area de interacdo da proteina. Para solucionar esses
problemas, Heyduk > propds a utilizagdo de radicais hidroxila como reagente
de clivagem da cadeia principal, sendo seus principais atrativos seu pequeno
tamanho, alta reatividade, inespecificidade e facilidade de geragdo em
solugdes aquosas.

Além de ser reativo frente aos Ca da cadeia principal, radicais hidroxila
também apresentam reatividade frente a cadeia lateral dos aminoacidos,

134
Desse modo, o

levando a formagdo de produtos de modificagdo covalente.
grupo do pesquisador Mark Chance prop0s a utilizagdo dessas espécies como
sonda para determinagdo de acessibilidade ao solvente dos diferentes residuos
de uma proteina.'* Nesse estudo, foi possivel determinar que controlando-se a
dose de radicais *OH as quais as proteinas sdo submetidas, ¢ possivel obter
somente a forma¢do de produtos de modificagdo (auséncia de clivagem da
cadeia polipeptidica). Em decorréncia desse trabalho, novos estudos foram
realizados com o objetivo de determinar quais seriam os produtos da reagdo de
oxidagdo para os aminoacidos, sendo que diversos produtos de oxidagdo
foram propostos para residuos alifaticos/aromaticos'>, basicos'’, 4cidos'’ e
contendo enxofre'*®, bem como a ordem de reatividade intrinseca de cada
aminoacido ™.

A obtengao de radicais hidroxila em solucao pode ser obtida de diversos
modos. Os primeiros estudos estruturais envolvendo *OH e proteinas envolveu
a utilizacdo da reagdo de Fenton, na qual a oxidacdo de ions Fe** por H,O,
leva a formacao dos radicais de interesse. Esse método, do fim do século XIX,

foi aperfeicoado em meados da década de 80, pela adicdo de EDTA e

ascorbato ao meio reacional. Entretanto, a utilizacdo de reagentes de Fenton
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para geragdo de radicais sofre de algumas limitagdes comuns a outros métodos
(fotolise de H,0, por laser'® ou UV, radiacao ym, métodos
eletroquimicos'* entre outros'’): longos tempos de exposi¢do do analito aos
radicais (podendo chegar a algumas horas de exposi¢cdo) e introducdo de
outros reagentes na amostra. Esses dois fatores podem levar a mudangas
conformacionais na proteina ou no complexo antes ou durante o experimento,
levando a resultados erroneos.

Em virtude desses fatos, Mark Chance propos a utilizacdo de um feixe
de luz sincrotron de alto fluxo para a geragdo de radicais hidroxila em solugdo
aquosa. O processo envolve a ejecao de elétrons da agua devido a exposicao a
raios-X na faixa de alguns kV de energia; esses elétrons de alta energia
ionizam outras moléculas de dgua, que por sua vez reagem com moléculas de
agua neutra levando a formagao de radicais hidroxila. Em virtude desse “efeito
cascata”, a concentracdo de radicais hidroxila mantém-se constante
(aproximadamente 1 pM) ao longo do tempo de exposi¢do.”*"*> Como o
processo envolve somente a radiolise da agua, ndo se faz necessaria a adicao
de nenhum reagente além das proteinas de interesse. Além disso, como a
concentragdo de radicais ¢ muito alta e se mantém constante ao longo do
tempo de exposi¢do, as proteinas podem ser irradiada por intervalos de tempo
muito curtos (da ordem de ms), tempo esse compativel com mudangas
conformacionais de macromoléculas. Isso implica tanto na auséncia de
mudancas conformacionais significativas ao longo do tempo de exposicao
(revelando regides da proteina que até entdo encontravam-se enterradas na
estrutura da proteina) como na possibilidade da realizacdo de experimentos
resolvidos no tempo, onde pode-se determinar a dindmica de interagao

proteina-ligante.



1 - Introdugdo 25

O esquema do experimento de footprinting acoplado a MS com o intuito
de determinar a superficie de interacdo proteina ligante estd mostrado na
Figura 8. O experimento tipico de footprinting consiste na exposicao tanto da
proteina isolada quanto do complexo proteina-ligante ao raio-X proveniente
da fonte de luz sincrotron por diferentes intervalos de tempo. Apds isso, as
amostras sdo digeridas e analisadas por MS. Andlises do tipo LC-MS/MS
permitem identificar os sitios de oxidacdo, enquanto analises de LC/MS sao
utilizadas para quantificar a oxidagdo. O proximo passo consiste na
determinacdo da cinética de oxidagdo dos peptideos obtidos anteriormente e
comparagao dos dados: aqueles peptideos que se encontram na superficie de
interacdo proteina-ligante ficam protegidos da reacdo com *OH e, portanto,
tem sua cinética de oxidagdo diminuida em relacdo a amostra sem ligante.
M¢étodos computacionais podem ser subseqiientemente utilizados para a

4 Utilizando o método

constru¢do de modelos tridimensionais do complexo.
de footprinting com geragao de radicais por meio de fontes de luz sincrotron,
tem sido possivel realizar estudos relacionados a estrutura de proteinas em

~ 145 146,147
solucdo ™ e o seu desenovelamento

, acompanhando a dindmica desse
processo em estudos resolvidos no tempo. Além disso, também foi possivel
determinar sitios de interacdo proteina-ligante, sendo o ligante ions

i 148,149 . 150 . 151,152,153 154,155
metdlicos ", peptideos ", proteinas ° 77 7" e DNA/ RNA 7",
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Figura 8 — Esquema experimental da técnica de footprinting acoplada a MS para determinacdo da superficie

de interagdo proteina-ligante. (Adaptada da referéncia 156).
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1.4 COMPLEXO TIF34/TIF35 DE Saccharomyces cerevisiae

O 1nicio do processo de sintese de proteinas consiste no recrutamento do
complexo ribossomo-tRNA iniciador para o codon de iniciacio do mRNA.
Em eucariotos esse processo ¢ muito complexo, uma vez que envolve varias
interagdes proteina-RNA e proteina-proteina. Nesse caso, € necessdria a
participa¢do coordenada de inimeros fatores de iniciagdo de traducgdo (elFs)
para manter o correto funcionamento da maquinaria de sintese protéica. O
fator de iniciacdo de tradugdo 3 (eIF3) foi primeiramente isolado e purificado
como um complexo de alto peso molecular de reticuldcitos de coelho. Desde
sua caracterizacao inicial, sua estrutura e fun¢do sdo pouca compreendidas e
mesmo a composicdo ¢ a estequiometria das subunidades nao foram
determinadas rigorosamente. Estudos funcionais da eIlF3 em mamiferos tém
demonstrado que esse complexo tem papel fundamental na via de iniciacdo,
organizando estruturalmente outros componentes traducionais na superficie da
subunidade ribossomal 40S. O elF3 liga-se diretamente a subunidade 40S do
ribossomo na auséncia de outros componentes ¢ afeta a associagao/dissociacao
dos ribossomos; além disso, ele também promove a ligagao do tRNA e mRNA
a subunidade 40S (Figura 9)."’

A levedura Saccharomyces cerevisiae tem sido muito utilizada no
estudo da elF3, sendo que analises de genética molecular tém contribuido para
o entendimento da fun¢do desta neste organismo. Andlises de interagdo entre
as subunidades da elF3 por métodos bioquimicos identificaram cinco unidades
centrais componentes da elF3 (Tif32p, Prtlp, Niplp, Tif34p e Tif35p) além da
subunidade Hcrlp, sendo todas essenciais para o crescimento celular. Estudos

de interagdo entre as proteinas do complexo elF3 indicaram que as trés
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maiores subunidades (Tif32p, Prtlp, Niplp) apresentam sitios de ligagao para
as outras duas e que a extremidade C-terminal da Prtlp adicionalmente
interage com as subunidades Tif34p e Tif35p (Figura 9)."%"’

A proteina Tif34p, de aproximadamente 39 kDa, ¢ codificada pelo gene
TIF34. Essa proteina ¢ necessaria para a viabilidade celular, além de ser
importante na iniciacdo da tradugdo, possivelmente por ser necessaria para a
montagem e manutencao do complexo elF3. Experimentos conduzidos com a
delecdo do gene TIF34 resultaram na répida degradagdo de todas as
subunidades da elF3, o que € condizente com o papel da Tif34p na
integridade, estabilidade e manutencdo do complexo elF3. Estudos de
interacdo (duplo-hibrido) indicaram que a proteina Tif34p interage com a
proteina Tif35p. Essa proteina, de aproximadamente 30 kDa, ¢ codificada pelo
gene TIF35 e € essencial na iniciacdo da sintese de proteinas. Além disso, ela
também apresenta um dominio de ligacdo ao RNA na sua por¢ao C-terminal.
Aparentemente, a Tif35p tem um importante papel na organizacao estrutural e
integridade funcional do complexo eIF3.'®

Por andlise de similaridade de seqiliéncia primaria, identificou-se a
proteina Tif34p como pertencente a familia de proteinas WD-repeat. Tal
familia ¢ caracterizada pelo dominio WD, que compreende de 4 a 16
repeti¢des conservadas de aproximadamente 40 aminoacidos, iniciadas com o
dipeptideo GH (11 a 24 residuos do N-terminal) e apresentam o dipeptideo
WD na porcao C-terminal. As proteinas WD-repeat sdo encontradas no
citoplasma e no ntcleo desempenhando varias fungdes como processamento e
sintese de RNA e regulagdo do ciclo celular. A partir de estudos estruturais,

revelou-se que os dominios WD formam folhas-[3 antiparalelas conectadas por

alcas e compostas predominantemente por quatro fitas cada. Essas folhas-3
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dobram-se em estruturas altamente ordenadas e simétricas, denominadas f-
propellers. Apesar de serem estruturalmente importantes, até o momento sabe-
se somente que as repeticoes WD s3o importantes para a interagdo entre
proteinas, servindo como base para diversos processos vitais. Em vista dos
dados funcionais sobre a Tif34p e outras proteinas da familia WD, supde-se
que os dominios formadores da estrutura f-propeller estejam envolvidos na
interacdo com outras subunidades da elF3. Estes dados indicam que a Tif34p
estaria relacionada a iniciacdo da tradugdo como uma proteina adaptadora,
interagindo ndo somente com a Tif35p, mas com duas outras a0 mesmo

tempo, atuando como base para todo o complexo eIF3.""



1 - Introdugdo

S

m7G



1 - Introdugdo 31

Figura 9 — (A) Modelo de iniciag@o de sintese de proteinas em eucariotos. Os numeros na Figura indicam os
diferentes fatores de iniciacdo de tradugdo (elF). M7G indica 7-metilguanosina. (referéncia 157) (B) Modelo
de interagdo entre as unidades do elF3 (referéncia 158). TC indica o complexo ternario eIF2/GTP/tRNAI, ctd

indica o C-terminal, hld refere-se ao dominio tipo HCR1 e rrm significa sitio de reconhecimento de RNA.
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II OBJETIVOS

II.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral desta Tese foi o desenvolvimento de técnicas em
Espectrometria de Massas visando a obtencdo de informacdes de estruturas

superiores de proteinas e complexos protéicos.

I1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Nessa Tese foram utilizadas as técnicas de cross-linking e footprinting
como métodos de caracterizagdo de estrutura de proteinas e suas interagoes
por Espectrometria de Massas. Os conhecimentos gerados foram
posteriormente aplicados no estudo de interacdo de um complexo protéico.

Com isso, os objetivos especificos dessa Tese foram:

1) Estudo de fragmentacdo de peptideos contendo cross-linkers

intermoleculares;
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ii)

iii)

1v)

Utilizagdo do modo de Varredura de fons Precursores para
identificagdo de peptideos modificados por cross-linkers;
Desenvolvimento de uma linha de luz no Laboratério Nacional de
Luz Sincrotron para realizagdo de experimentos de footprinting;
Desenvolvimento de um método de quantificagdo baseado em
LC-MS para calculo de cinética de oxidacao de peptideos gerados
nos experimentos de footprinting;

Utilizagdo de cross-linking e footprinting para o estudo de
interacdo entre as proteinas Tif34 e Tif35 do Fator de Iniciacdo

de Tradugdo 3 de Saccharomyces cerevisiae.
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III PARTE EXPERIMENTAL

III.1 CROSS-LINKING

III.1.1 Estudo de Fragmentacao de Peptideos Contendo DSS

III.1.1.1  Reacao de Cross-Linking

Para o estudo de fragmentagdo de peptideos contendo cross-linking,
foram utilizadas as seguintes seqiliéncias de peptideos:
AGAKGAERLVKAGVR (PX), Ac-ARKGCREVTKNDLR (P1), Ac-
ARGKWPREVKIHR (P2) E Ac-YTKDLSQRAFKGMR (P3). Esses
peptideos (Proteimax, SP) foram utilizados conforme obtidos. O reagente de
cross-linking utilizado foi o diéster de N-hidroxisuccinimida do acido subérico
(DSS, Pierce). Os peptideos foram dissolvidos em tampao fosfato de s6dio 50
mM pH 7.0 a uma concentracdo final de 40 uM; DSS por sua vez foi
dissolvido em DMF em concentragdo final de 1 mg/mL e adicionado em 50
vezes de excesso molar a solug¢do anterior. A reagao foi mantida a temperatura
ambiente por duas horas, e ap6s isso adicionou-se tampao Tris*eHCI (1 M, pH

7.6) a concentracdo final de 50 mM. Apos 15 minutos, adicionou-se tripsina
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(razdo tripsina/peptideo 1:50 em massa) e a digestdo enzimatica foi conduzida
por 3 horas a 37° C. Apds a digestdo os produtos da reagdo foram purificados
usando o cartucho Oasis HLB (Waters Co.) e o solvente foi evaporado no

SpeedVac.

III.1.1.2  Analise dos Produtos de Cross-Linking por MS

Para as analises por MALDI-MS e MS/MS, as amostras foram
resuspensas em 1 mL de solugdo aquosa contendo 50% ACN e 0.1% TFA. A
amostra foi preparada pelo método dried droplet, utilizando-se como matriz o
CHCA (10 mg/mL, na mesma solucdo do peptideo). Os espectros foram
adquiridos no equipamento Q-Tof Premier (Waters Co.), que opera com um
laser de estado solido de 200 Hz. Os parametros de analise foram 250 a.u.
(energia do laser), 10 V (sample plate) e 2200 V (MCP). O gas de colisao
utilizado foi o Argdénio e os espectros de fragmentacdo foram adquiridos
manualmente, aumentando-se a energia de colisdo até a completa dissociagao
do precursor.

As anélises de ESI-MS e MS/MS foram realizadas ap6s resuspender as
amostras em 1 mL de solugdo aquosa contendo 50% ACN e 0.1% 4&cido
férmico, utilizando-se para isso o equipamento Q-Tof Ultima (Waters Co.).
Os experimentos foram realizados por infusdo direta da amostra com fluxo de
2 pL/min, com voltagens do cone e capilar de 100 V e 3.5 kV,
respectivamente. Como no caso anterior, os espectros de fragmentagao foram
adquiridos aumentando-se a energia de colisdo até completa dissociacdo do

precursor. Os espectros adquiridos foram deconvoluidos utilizando-se o
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algoritmo MaxEnt3 (Waters Co.). Em todos os casos, os espectros foram

calibrados internamente utilizando-se como padrao a massa do precursor.

I11.1.2 Varredura de fons Precursores (PIS)

I11.1.2.1 Preparacao das Amostras

A amostra denominada PX+Hemoglobina foi preparada misturando-se
quantidades equimolares da amostra PX (cuja preparacio foi descrita no item
anterior) com um padrao de digestao triptico de Hemoglobina bovina (Waters
Co.).

O experimento de cross-linking de Lisozima (Sigma) com DSS foi
realizado adicionando-se o cross-linker dissolvido em DMF (1 mg/mL) a
solucao de 10 uM de proteina em tampao fosfato de sédio 50 mM pH 7.5, na
propor¢do molar de 1:50 (proteina/DSS). Apds 30 minutos de reacao,
adicionou-se Tris*HCI 1M pH 7.5 de modo que sua concentragdo final fosse
50 mM. Apo6s 15 minutos, adicionou-se DTT (razao tripsina/proteina 1:50 em
massa) e a reacdo foi conduzida por 1 hora a 60° C. Subseqiientemente,
adicionou-se IAA (1:10 m/m), sendo que a reagdo ocorreu por 30 minutos no
escuro; apoOs esse periodo, tripsina foi adicionada (1:50 m/m) e a digestdao

enzimatica foi conduzida a 60° C por 1 hora.
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III.1.2.2  Analise por LC-MS/MS

A analise de PIS foi realizada no equipamento Q-Tof Ultima (Waters
Co.) acoplado online com o sistema cromatografico UPLC nanoAcquity
(Waters Co.). Em geral, 1 pL de amostra foi injetada e os peptideos foram
dessalinizados na coluna Symmetry C18 (Waters Co.) por 5 minutos. Apos
esse periodo, os peptideos foram direcionados para a coluna BEH130 C18
(Waters Co.), onde foi feito um gradiente (45 minutos) de agua/0.1% acido
formico (Sol. A) e ACN/0.1% acido formico (Sol.B), fluxo 1.1 pL/min, na
coluna com o seguinte perfil: 100% — 70% A de 0 a 30 minutos; 70% —
50% de 30 a 32 minutos; 50% até 38 minutos; 50% — 100% de 38 a 40
minutos Os parametros utilizados no equipamento foram os seguintes: 2 s
(tempo de aquisicdo do espectro), 3.5 kV (voltagem do capilar), 100 V
(voltagem do cone), 10 eV (energia de colisdo no modo de baixa energia), 70-
85 eV (energia de colisio no modo de alta energia) e 2200 V (MCP). Os
espectros de fragmentagdo foram calibrados utilizando-se a massa do trimero

de 4cido fosforico injetado ao longo da corrida (m/z 294.9385).
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III.2 FOOTPRINTING

II1.2.1 Desenvolvimento da Linha D06B

Os primeiros experimentos de footprinting foram realizados na linha de
luz DFX do Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron (LNLS). Essa linha
contém um shutter (dispositivo que controla o tempo de exposicao da
amostra) com resolugdo de aproximadamente 1 s. Apds os primeiros
resultados positivos, os experimentos passaram a ser realizados na linha D06B
do LNLS, onde foi desenvolvido um novo shutter controlado por computador,
com resolucao temporal de 100 ms. Também foi desenvolvido no LNLS um
porta amostra controlado remotamente com capacidade para 6 amostras, sendo
que a distancia entre a saida do feixe de luz (10~ bar) e a amostra (pressio
ambiente) ¢ de aproximadamente 2 cm. Para alinhar o feixe de luz com o
porta-amostra, colocou-se uma camera CCD dentro da estagdo experimental ¢
adaptou-se um pedaco de ceramica (material que fluoresce quando irradiado) a
esse dispositivo; o shutter foi entdo aberto e a posicao ajustada de modo a
maximizar a area de incidéncia de radiagao na amostra.

Os experimentos para otimizacao das condi¢gdes experimentais (tempo
de exposi¢ao e posi¢do do porta-amostra) foram realizados com uma solugao
aquosa saturada de diclorofluoresceina (DCF). Apds a exposicao, as amostras
foram analisados no fluorimetro K2 (ISS Co.), sendo irradiadas em 512 nm e

sua fluorescéncia medida em 530 nm.
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I11.2.2 Quantificacao Label-Free da Cinética de Oxidacao

Visando quantificar as taxas de oxidacao pelo método /abel-free, 10 uL
de Mioglobina de coragdao de cavalo (Sigma) em tampao fosfato 50 mM pH
7.5 foram irradiados pelos seguintes intervalos de tempo (em quintuplicata):
400, 500, 600, 700 e 800 ms. Apods isso, adicionou-se metionina em
concentracao final de 10 mM e tripsina (1:50 m/m) e a digestdo enzimatica foi
conduzida a 37° C overnight. Os peptideos resultantes foram injetados no
equipamento Q-Tof Ultima (Waters Co.) acoplado online ao cromatdgrafo
nanoAcquity UPLC (Waters Co.). 1 uL. de amostra foi injetada e os peptideos
foram dessalinizados na coluna Symmetry C18 (Waters Co.) por 5 minutos.
Apos esse periodo, os peptideos foram direcionados para a coluna BEH130
C18 (Waters Co.), onde foi foi feito um gradiente (60 minutos) de dgua/0.1%
acido formico (Sol. A) e ACN/0.1% éacido férmico (Sol.B), fluxo de
1.1 pL/min, com o seguinte perfil: 90% — 70% A de 0 a 35 minutos; 70% —
50% de 35 a 45 minutos; 50% até 50 minutos; 50% — 90% de 50 a 55
minutos. Primeiramente realizou-se uma analise de LC-MS/MS, com o
objetivo de identificar os peptideos gerados pela digestdo da proteina. Para
isso, foi realizada uma analise do tipo DDA (Data Dependent Analysis), onde
a cada segundo o equipamento adquire um espectro de MS. No caso da
presenga de espécies multicarregadas, as 3 mais intensas sdo fragmentadas na
camera de colisdo (energia de colisdo definida pela m/z e carga do precursor).
Os dados foram posteriormente processados no software ProteinLynx (Waters
Co.) e a busca no banco de dados foi realizada no programa Mascot (Matrix
Science), com os seguintes parametros: MSDB (banco de dados), 0.1 Da (erro

nos modos MS e MS/MS), trispina (protease), permitindo peptideos com 1
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sitio de clivagem nao-digerido e oxidacdo de metionina (modificacao
variavel).

Uma vez que os peptideos gerados pela digestao foram identificados, as
quintuplicatas das amostras com diferentes tempos de irradiagdo foram
submetidas a analises de LC-MS para quantificagdo, utilizando-se o mesmo
gradiente descrito anteriormente. Apds as corridas, extraiu-se a corrente i0nica
para cada um dos peptideos identificados anteriormente e a area do pico
cromatografico correspondente foi integrada no programa MassLynx (Waters
Co.). Os valores das areas dos picos cromatograficos foram utilizados para
contruir uma curva de intensidade do peptideo em func¢ao do tempo, da qual
foi extraida a constante de velocidade de oxida¢do para cada um dos

peptideos.

1.3 ESTUDO DE INTERACAO DO COMPLEXO TIF34/TIF35

IIL.3.1 Expressao e Purificacio de HisTif34p, HisTif35N e Tif34p/
HisTif35N'®

II1.3.1.1  Expressao das Proteinas em Escherichia coli

Para a expressdo dos sistemas de interesse em E. coli, utilizou-se a cepa
BL21(DE3)AslyD" (gene slyD deletado) e os plasmideos pET28a/HisTif34p
(proteina  HisTif34p), pET28a/HisTif35N  (proteina  HisTif35N) e
pET23a/TIF34 + pET28a/HisTIF35N (complexo Tif34p/HisTif35N). A
inducao do complexo foi realizada em meio de cultura LB (1% de peptona,

0,5% de extrato de levedura e 1% de NaCl) contendo os antibidticos
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adequados (ampicilina para pET23a e canamicina para pET28a). As células
foram incubadas nesse meio a 30° C sob agitacdo de 200 rpm até atingir ODgy
entre 0,8 e 1,0. Ap0s isso, adicionou-se solu¢do de IPTG na concentragdo final
de 0,5 mM. Essa mistura foi mantida no shaker sob agitacdo de 200 rpm a
30° C por mais 4 horas e posteriormente centrifugada a 6000 rpm e 4° C por
10 minutos. As cé€lulas foram ressuspensas em uma solu¢do contendo tampao
fosfato 50 mM pH 7,2, 100 mM de NaCl e 5% de glicerol, e a seguir
adicionou-se lisozima e a mistura foi mantida em um banho de gelo por 30
minutos. O material foi entdo sonicado (10 vezes de 20 segundos) e

centrifugado por 30 minutos a 4° C e 15000 rpm para isolar o sobrenadante.

II1.3.1.2  Cromatografia de Afinidade

As proteinas soliveis contendo cauda de histidina foram isoladas do
extrato obtido anteriormente por cromatografia de afinidade com niquel
imobilizado, utilizando-se para isso a resina Ni-NTA Superflow (Qiagen). Os
extratos foram incubados com a resina por 1 hora a 4° C e posteriormente
eluidos com tampao da amostra contendo concentracdes crescentes de
imidazol (5 a 200 mM). As fracdes coletadas foram entdo submetidas a analise
por SDS-PAGE, sendo que as fragdes nas quais foram detectadas as proteinas

de interesse foram combinadas (Figura 10).
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E FT134 567 8 910 1112 M

R — > Tif34p

N — — HisTifasN

Figura 10 - SDS-PAGE da purificagao por afinidade do complexo Tif34p/HisTif35N. E:
extrato total; FT: fracdo ndo retida na resina; 1-3: tampdo sem imidazol; 4-5: SmM
imidazol; 6-8: 20 mM imidazol; 9-11: 50 mM imidazol; 12: 100 mM imidazol; M:
Marcador de peso molecular. As fragdes 6-12 foram combinadas para o préximo passo da

purificacao.

I11.3.1.3  Cromatografia de Troca Ionica

As fragdes coletadas na etapa anterior foram dialisadas a 4° C contra
uma solucao contendo 20 mM de tampao fosfato de sdédio pH 7,2, 50 mM de
NaCl, 5% de glicerol, 0,5 mM de DTT e 0,5 mM de PMSF. A cromatografia
foi realizada no sistema AKTA-FPLC (Amersham-Biosciences), utilizando-se
a coluna HiTrap Q Sepharose 5 mL (Amersham-Biosciences) com gradiente
de 120 minutos (fluxo de 1 mL/min, fragdes de 1 mL), utilizando como
tampdo A a mesma solucdo da didlise e tampao B sendo constituido de tampao
A com NaCl 1M (Figura 4). Antes da corrida a amostra foi centrifugada a
14000 rpm e 4° C por 10 minutos. Ao fim da cromatografia, as fragdes foram
analisadas por SDS-PAGE (Figura 5) e as mais concentradas foram

combinadas e concentradas para um volume de 300 uL utilizando-se a
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membrana Amicon Ultra-PL5 5 kDa (Millipore), centrifugando-se a 4000 rpm
e 4° C no concentrador UltraFree4 (Millipore).

Figura 11 - Cromatograma do complexo fracionado utilizando-se a coluna HiTrap Q

Sepharose 5 mL (troca i6nica).

inf C6 C6 C7 D6 D7 D8 DS D10 D11 D12D13 D14 M

~———— » Tiodp

T » HisTifAsN

Figura 12 - Exemplo de gel de SDS-PAGE da purificagdo por troca idnica do complexo
Tif34p/HisTif35N. inj: amostra injetada; C5-C7 e D6-D14: fragdes coletadas, de acordo
com o cromatograma da figura anterior; M: Marcador de peso molecular. As fragdes D6-

D13 foram combinadas para o préximo passo da purificagdo.
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II1.3.1.4  Cromatografia de Gel Filtracao

Antes da cromatografia, a amostra foi centrifugada a 14000 rpm e 4° C
por 10 minutos. O eluente utilizado fo1 uma solugdo contendo tampao fosfato
de s6dio 20 mM pH 7,2, 100 mM de NaCl e 0,5 mM de DTT e a coluna usada
foi a Superdex 75 HR 10/30 - Amersham-Biosciences - (fluxo de 0,3 mL/min,
fracdes de 0,5 mL).

Figura 13 - Cromatograma do complexo fracionado utilizando-se a coluna Superdex 75

HR 10/30 (gel filtragdo).
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A5 B1 B2 B3 B4 BSE B6 M

—

- TR

—— HisTifAEN

Figura 14 — Exemplo de gel de SDS-PAGE da purificagdo por gel filtracdo do complexo
Tif34p/HisTif35N. A15 e B1-B6: fracdes coletadas, de acordo com o cromatograma da

figura anterior; M: Marcador de peso molecular. As fragdes B1-B6 foram combinadas.

I11.3.2 Cross-Linking

O complexo Tif34p/HisTif35N purificado foi submetido a reagdo de
cross-linking com o reagente DSS, adicionado na propor¢do molar de 1:50,
por 30 minutos. Apds esse periodo adicionou-se tampao TrissHCl 1M pH 7.6
a concentracao final de 50 mM. A mistura reacional foi separada por SDS-
PAGE (12.5% de poliacrilamida) e a banda correspondente aos produtos de
cross-linking foi recortada do gel, reduzida, alquilada e digerida com
tripsina.'® As amostras foram analisadas por LC-MS/MS, do mesmo modo

que a mioglobina (descrito na secao 111.2.2).
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111.3.3 Footprinting

Os experimentos de footprinting com a proteina HisTif34p e o
complexo Tif34p/HisTif35N foram realizados na linha de luz XRL (secdo
I1.2.1) do LNLS. As amostras foram irradiadas por intervalos de tempo entre
400-800 ms, posteriormente digeridas e analisadas por LC-MS, conforme

descrito anteriormente (Sec¢do 111.2.2).
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IV RESULTADOS E DISCUSSAO

IV.1 CROSS-LINKING

IvV.1.1 Introducao

Conforme descrito anteriormente, o acoplamento das técnicas de MS e
cross-linking, também conhecido como MS3D (Three-Dimensional Protein
Structure Using Mass Spectrometry), apresenta grande potencial na area de
Genomica Estrutural. As técnicas de caracterizagdo estrutural de proteinas de
alta resolucao disponiveis atualmente (RMN e CRP) necessitam de condi¢oes
de amostra incompativeis com um grande nimero de proteinas: alto grau de
pureza, grandes quantidades de amostra e alta estabilidade, além das
necessidades especificas de cada técnica. MS3D por sua vez ¢ uma técnica
extremamente versatil, uma vez que a amostra ndo apresenta limitagdes de
tamanho e tampao (desde que esse seja compativel com o cross-linker); além
disso, os experimentos sdao rapidos (podendo ser aplicados a espécies
instaveis, proteinas que degradam rapidamente ou a complexos ldbeis) e

sensiveis, necessitando pequenas quantidades de proteina.
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Como mostrado na Figura 6, o fluxograma experimental de um
experimento de MS3D consiste na reagdo da proteina com o cross-linker de
interesse. Dentre os inumeros reagentes disponiveis, os cross-linkers mais
utilizados sdo os derivados da N-hidroxisuccinimida (NHS), em especial o
DSS (DiSuccinimidil Suberato — Figura 15A), devido principalmente a sua
disponibilidade comercial e ao tamanho e flexibilidade de sua cadeia
espacadora. Esteres de NHS sdo suscetiveis a ataque nucleofilico, levando a
perda do anel succinimida e formagdo da ligagdo entre a cadeia espacadora € o
residuo de aminoacido (Figura 15C). Como o DSS ¢ um reagente
homobifuncional, os produtos da reacdo de cross-linking podem ser do tipo
intramolecular (residuos conectados estdo na mesma cadeia), intermolecular
(residuos conectados encontram-se em cadeias distintas) ou ainda dead-end,

onde somente um dos grupos reativos se ligou a cadeia peptidica (Figura

15B).
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A Cross-Linking
Dead-End N | c
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N— Intramolecular ' N <
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Figura 15 - (A) Estrutura do DSS. (B) Possiveis produtos de reacdo entre um peptideo/proteina ¢ um cross-
linker bifuncional. (C) Exemplo de reagdo do DSS com a cadeia lateral de duas lisinas: para que esse produto
seja formado, a distincia entre esses residuos deve ser compativel com o tamanho da cadeia espacadora do

DSS.

O proximo passo para a obtencdo de informagdo estrutural no
experimento de MS3D consiste na andlise por MS dos produtos obtidos, com
o intuito de detectar esses peptideos modificados e anotar sua estrutura. Essa
etapa constitui o maior gargalo atual na aplicacdo de MS3D para o estudo de
estrutura de proteinas e suas interagdoes. A detectabilidade desses peptideos €
muito dificil, uma vez que experimentalmente evita-se a formacao de mais de
um cross-linking por molécula de proteina (o que poderia, em principio,
distorcer a estrutura original, gerando restricdes espaciais irreais). Isso faz
com que apo6s a digestdo enzimatica do complexo de interesse, a quantidade de
peptideos nao-modificados seja muito maior do que a de peptideos ligados
entre si. Conseqiientemente, o sinal dos outros peptideos acaba por suprimir a
ionizagdo das espécies de interesse. Varias abordagens tém sido descritas na

literatura com o objetivo de contornar essa dificuldade, sendo que uma das
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mais utilizadas consiste na marcagdo isotdpica desses peptideos tanto pela
163,164,165

utilizacdo de cross-linkers marcados (Figura 16A) ou pela
incorporacdo de atomos de 'O quando da digestdo triptica da amostra em
H,"*0'"*'” Outra abordagem consiste na utilizagio de cross-linkers
trifuncionais, onde a funcionalidade extra ¢ um grupo (em geral, a biotina) que
pode ser utilizado para enriquecimento da amostra apds a reagdo.'**'%
Embora o método parega promissor, pouco sucesso foi obtido até o momento,
devido em grande parte ao tamanho desses reagentes que dificulta a
acessibilidade do cross-linker aos residuos reativos (Figura 16D). Finalmente,
pode-se destacar a utilizacdo de reagentes clivaveis, onde apds a reagdo de
cross-linking, a cadeia espacadora pode ser clivada por uma reagdo quimica
que levard a formacdo das cadeias peptidicas separadas (Figura 16B e
C)."""" Todos esses métodos baseiam-se no desenvolvimento de reagentes
quimicos com diferentes funcionalidades. Entretanto, nem sempre esses
reagentes sdo de facil sintese e posterior aplicacdo em solugdes contendo

proteinas, além de que em muitos casos o grande tamanho desses reagentes

dificulta a acessibilidade desses aos residuos.
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Figura 16 — Exemplos de cross-linkers descritos na literatura especificamente desenhados para auxiliar na
deteccdo de peptideos modificados: reagentes marcados isotopicamente (A) (referéncia 163), clivaveis com
TCEP (B) (referéncia 171) e DTT (C) (referéncia 170) e com biotina como grupo de afinidade (D) (a biotina

estd destacada com o quadrado vermelho) (referéncia 169).

Com relagdo a identificagdo desses peptideos modificados, tem sido
proposto na literatura que a utilizagdo de equipamentos do tipo ICR ¢ de
extrema importancia, devido as altas resolucao e exatidao de massas desse tipo

: 105,106,119,172,173,174
de equipamento.

Isso se deve ao fato de que apods a reagdo de
cross-linking, um grande niumero de espécies podem ser geradas, acarretando
em uma explosdao combinatoria onde praticamente todos os valores de m/z
nominal poderiam corresponder a uma espécie presente na amostra. Desse
modo, a utilizacdo de equipamentos de alta exatiddo aumentaria

significativamente a confiabilidade dos dados gerados, diminuindo o teor de
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falsos positivos que poderiam levar a uma estrutura que ndo condiz com a
realidade.

Essa abordagem no entanto nio ¢ valida para casos onde dentro de um
peptideo exista mais de um possivel sitio de ligacdo ao cross-linker. No caso
de ésteres de NHS, quando as lisinas sdo os residuos modificados, a tripsina
perde a capacidade de digestdo nesse sitio. Desse modo, caso ndo exista
nenhum sitio de clivagem ndo digerido, a unica lisina no meio da cadeia
peptidica seria o residuo ligado. Ocorre que mesmo no caso de digestao de
proteinas isoladas em solugdo, ¢ razoavelmente comum observar eventos de
digestao incompleta. Em geral, isso ocorre pelo fato de que em solug¢do nado
sdao todos os sitios de clivagem que estdo expostos ao solvente e,
conseqiientemente, a protease. No caso de proteinas ou complexos protéicos
com cross-linking, esse caso ¢ ainda mais critico, uma vez que a reacao de
ligacdo cruzada torna a estrutura mais compacta, o que em alguns casos pode
dificultar a digestdo enzimdtica em algumas regides da proteina. Em virtude
desse fato, € comum observar em experimentos de cross-linking peptideos
grandes, em que dois ou mais sitios de clivagem ndo foram digeridos pela
tripsina.'”” Com isso, no caso de um peptideo hipotético modificado por um
éster de NHS de seqiiéncia XXXKXXXKXKXXK, pode-se afirmar que com
certeza o cross-linker ndo se encontra na Ultima lisina, visto que ela foi
digerida com tripsina; entretanto, ndo se pode dizer em qual das outras lisinas
ele se encontra mesmo utilizando um equipamento com altissima exatidao de
massa (caso do FT-ICR), uma vez que os peptideos modificados em cada uma
das lisinas seriam isobaros.

Outro caso onde a utilizacao de instrumentos de alta exatidao nao seria
suficiente para definir exatamente o sitio de ligagdo seria no caso de o cross-

linker se ligar a um aminodcido diferente de lisina. Os principais softwares de
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interpretagdo de dados gerados a partir de experimentos de MS desconsideram

muitos dos possiveis sitios de ligagdo da proteina ao cross-linker.'”'"® N

oS
ultimos anos, tém sido descrito na literatura que, embora ésteres de NHS
reajam preferencialmente nas lisinas e N-terminal, varios outros residuos
também podem reagir, tais como serina, tirosina, treonina e histidina.'”"-!78:17
Embora esse grande nimero de possibilidades possa aumentar a dificuldade na
interpretagdo dos dados, utilizando-se a versatilidade desses cross-linkers
pode-se aumentar significativamente o nimero de restricdes espaciais obtidas
em um Unico experimento. Mais uma vez, a determinacdo inequivoca do sitio
de modificag¢do no peptideo € dependente da analise por MS/MS.

Ocorre que nao existem na literatura trabalhos sistematicos investigando
quais sao os mecanismos de fragmentacdo e estruturas dos fragmentos de
peptideos conectados por cross-linkers. Muitos trabalhos reportam a
interpretacdo de espectros de MS/MS de peptideos ligados, utilizando para
1ss0 varios tipos de equipamentos e varias formas de fragmentagdo, tais como
CID, IRMPD e ECD,!6>-168.180.181.182 Entretanto, em todos esses casos a
interpretagdo do espectro de MS/MS restringe-se a observacdo de ions
comumente encontrados quando da fragmentagao de peptideos lineares (ions y
e b) e longes do sitio de ligacdo, sendo que em geral boa parte do espectro ndao
estd interpretada, inclusive com ions intensos nao anotados.

Em 2003, foi proposta pela primeira vez a possibilidade de
implementacdo de uma ferramenta de bioinformatica capaz de interpretar os
dados de experimentos de MS3D automaticamente.'” O desenvolvimento
dessas ferramentas seria extremamente interessante, uma vez que aumentaria
consideravelmente a velocidade de analise de dados e permitiria desse modo a

elucidacdo de inUmeras estruturas em curto intervalo de tempo. Essa

ferramenta foi dividida em duas partes, ASAP e MS2Assign. Enquanto o
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ASAP seria responsavel pela atribuicao dos cross-linkings pelos dados de MS,
o MS2Assign seria utilizado para validar essas identificacdes pelos dados de
MS/MS. Desse modo, varios mecanismos de fragmentacdo foram propostos,
incluindo a formacdo de varios ions cuja denominacdo foi proposta.
Entretanto, nenhum espectro de fragmentacdo apresentado continha as
espécies propostas, sendo estes dominados pela presenga de ions do tipo y e b.

Posteriormente, o mesmo grupo realizou um estudo sistemdtico de
fragmentacdo de peptideos contendo diferentes cross-linkers derivados de
ésteres de NHS.' Para realizar esses estudos, foram utilizados peptideos
contendo multiplas repeticoes de um aminoacido (A ou G), contendo uma ou
duas K (para o estudo de espécies inter ou intramoleculares, respectivamente)
e o N-terminal acetilado. A acetilagdo do N-terminal foi realizada para
bloquear esse sitio de reagdo com o cross-linker, dirigindo a reacdo somente a
lisina. Isso evitaria a formacao de espécies isObaras que impediriam o estudo
de fragmentag¢do dos peptideos de interesse. Entretanto, a acetilacdo do N-
terminal de peptideos altera significativamente o perfil de fragmentacao
dessas espécies, visto que essa modificacdo exclui um sitio de protonagdo
movel da molécula.'™ Além disso, a utilizacdo de seqiiéncias baseadas na
repeticdo de aminodcidos em muitos casos levou a formagdo de fragmentos
isdbaros, de modo que suas estruturas ndo puderam ser atribuidas. Em vista
disso, os mecanismos de fragmentacdo desses peptideos nao poderiam ser
aplicados em experimentos de MS3D, onde proteinas com seqiiéncias
aleatdrias sao modificadas e posteriormente digeridas levando a formagao de
peptideos tripticos. Desta forma, um dos objetivos desta Tese consistiu no
estudo do padrao de fragmentacdo de peptideos tripticos contendo cross-

linkers.
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IV.1.2 Desenho dos Peptideos Modelos para Estudos de

Fragmentacao

Com o intuito de obter peptideos que mimetizassem as espécies
encontradas em experimentos de MS3D, foi proposta a utilizagdo de peptideos
modelos que apos a reagdo com DSS e digestdo com tripsina gerassem
peptideos modificados realmente tripticos.'® Esses peptideos apresentam a
seqiiéncia comum Ac-XXRXXXKXXXRXXXKXXXR, onde X representa
qualquer aminoacido que nao lisina e arginina (Figura 17). A tnica excecdo ¢
o peptideo PX, que ndo apresenta o N-terminal acetilado; o objetivo nesse
caso foi avaliar a fragmentacdo de peptideos intramoleculares com o N-

terminal.
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A
Ac-XRXKXXxXX R x KxxxxxR

Cross-Linker (DSS)

Ac-XRXKXxXXXRxXxxxxxKxxxxxR

Tripsina (digestao parcial)

NH,-xKxxxxRxxxxxxKxxxxxR

Tripsina (digestdo completa)
B

] PX AGAKGAERLVKAGVR
NH_-xpO0oxR P1 Ac-ARKGCREVTKNDLR
P2 Ac-ARGKWPREVKIHR
NH,-xxxxxxKxxxxxR P3 Ac-ARYTKDLSQRAFKGMR

Figura 17 - (A) Esquema geral da reagdo dos peptideos com cross-linking (DSS nesse caso) para a formagéo

de espécies intra ¢ intermoleculares. (B) Seqiiéncias dos peptideos utilizadas nesse estudo.

A utilizacao de diferentes peptideos com seqii€ncias aleatérias permitiu
a atribui¢do inequivoca de varios ions fragmentos que seriam isdébaros no caso
da utilizagdo de seqiiéncias com repeti¢des de um mesmo aminoacido. Esses
peptideos também permitiram o estudo de fragmentacdes dependente da
seqiiéncia, a0 mesmo tempo em que as posicoes fixas dos residuos de lisina e
arginina possibilitaram a formagdo tanto de espécies intra e intermoleculares
em um Unico experimento e a partir de um Unico peptideo precursor. Além
disso, como as espécies intermoleculares sdo geradas a partir dos peptideos
intramoleculares, ndo € necessaria a utilizagdo de grandes concentragdes de
peptideos nos experimentos, o que reduz significativamente os custos; de fato,

a concentragdo de peptideo utilizada nesse trabalho ¢ cerca de 200 vezes
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> A estratégia

menor que o de experimentos descritos na literatura.'®
experimental para isso ¢ extremamente simples (Figura 17): os peptideos
reagem com DSS por 2 horas e apos esse periodo € realizada a digestdo
enzimatica com tripsina, onde o tempo da protedlise favorece a formagdo das
espécies intra ou intermoleculares.

As Figuras Figura 18, Figura 19, Figura 20 e Figura 21 apresentam
respectivamente os espectros de MALDI-MS dos peptideos P1, P2, P3 e PX
antes e depois da reagdo com o DSS, digestdo com tripsina por 1 hora (P1, P2
e P3) e 3 horas. Pelos espectros € possivel notar que o rendimento da reagdo
de cross-linking ¢ dependente da seqiiéncia dos peptideos, sendo que enquanto
para P1 o rendimento foi de aproximadamente 30%, a reagdo com PX
converteu praticamente todo o material de partida no produto desejado. A
formagao de outras espécies, como peptideos tipo dead-end também ¢ afetada
pela seqiiéncia do peptideo. Além disso, € possivel observar que com
diferentes tempos de digestdo pode-se formar preferencialmente as espécies
intra ou intermolecular, conforme esperado. Nota-se ainda que o controle do
tempo de digestdo com tripsina determina a presenca majoritaria de espécies
intra ou intermoleculares, sendo que também esses rendimentos se mostraram
dependentes da seqiiéncia dos peptideos. Esse comportamento ¢ esperado
visto que a cinética de digestdo enzimatica ¢ mais rdpida no residuo de
arginina exposto, gerando preferencialmente a espécie intramolecular nao-

bloqueada em menores intervalos de digestao.
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Figura 18 ¢ Esquema 1 - Espectros de MALDI-MS do peptideo P1 intacto (A), apos a reagdo com DSS (B) e

digestdo com tripsina por 1 hora (C) e 3 horas (D). Os ions assinalados com uma seta correspondem as

espécies de interesse.
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Figura 19 ¢ Esquema 2 - Espectros de MALDI-MS do peptideo P2 intacto (A), apos a reagdo com DSS (B) e
digestdo com tripsina por 1 hora (C) e 3 horas (D). Os ions assinalados com uma seta correspondem as

espécies de interesse.
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Figura 20 ¢ Esquema 3 - Espectros de MALDI-MS do peptideo P3 intacto (A), apos a reagdo com DSS (B) e

digestdo com tripsina por 1 hora (C) e 3 horas (D). Os ions assinalados com uma seta correspondem as

espécies de interesse.
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Figura 21 e Esquema 4 - Espectros de MALDI-MS do peptideo PX intacto (A), apds a reagdo com DSS (B)

e digestdo com tripsina por 1 hora (C) e 3 horas (D). Os ions assinalados com uma seta correspondem as

espécies de interesse.
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Nesse ponto, ¢ importante notar que existe a possibilidade da formagao
de espécies isdbaras que poderiam interferir no estudo de fragmentagao das
moléculas de interesse. No caso da formacgdo das espécies intermoleculares,
pode haver coincidéncia de massas para todos os peptideos entre as seguintes
espécies: 1) peptideos intermoleculares, cuja digestdo ocorreu em todos os
sitios tripticos ndo modificados; e i1) peptideo dead-end, onde a modificagcdao
se encontra em uma das lisinas e na qual a digestdo ocorreu somente no
primeiro residuo triptico (R em todos os casos). Essa coincidéncia esta

exemplificada na Figura 22 para o P1.

Ac-ARKGCREVTKNDLR

|DSS OH

Ac-ARKGCREVTKNDLR Ac-ARKGCREVTKNDLR

m/z 1825.9 m/z 1843.9
|Tripsina
NH,-KGCR-OH PH
NH,-EVTKNDLR NH,-KGCREVTKNDLR
m/z 1574.8

Figura 22 - Exemplo de possivel coincidéncia de massas para o peptideo P1 entre as espécies intermolecular

e dead-end.

A principio essa possibilidade ndo pode ser descartada, uma vez que em
todos os espectros apds a reacdo com DSS (Figura 18B a Figura 21B) ¢
possivel observar a formagao de peptideos do tipo dead-end, com intensidades

relativas que variam de 10% (P1) a 100% (P2). Entretanto, existem varios
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motivos para que se possa afirmar que essas coincidéncias nao acontecem
utilizando o procedimento experimental descrito anteriormente. No caso de P1
por exemplo, de modo a obter a espécie dead-end isObara ao peptideo
intermolecular de interesse (m/z 1574.8) seria necessario que o peptideo dead-
end inicial (m/z 1843.9) mantivesse intacto a digestdo com tripsina por 3 horas
tendo como Unico sitio de clivagem digerido a primeira arginina (Figura 22).
Qualquer outro produto de digestdo em um sitio triptico levaria a formagao de
uma espécie dead-end com diferente m/z. Além disso, o espectro de
dissociacao do peptideo intermolecular apos 16 horas de digestdo ¢ idéntico ao
espectro de digestdo apos 3 horas, o que indica a auséncia de fragmentos de

outras espécies que nao a de interesse.

IV.1.3 Determinaciao dos Mecanismos de Fragmentaciao de Peptideos

Intermoleculares Contendo DSS

Peptideos contendo cross-linking intermoleculares foram reportados na
literatura como os de mais dificil interpretagdo, visto que os fragmentos
podem ser oriundos de uma ou ambas as cadeias, além da possibilidade da
ruptura das ligagdes do proprio cross-linker.'” Esses peptideos sdo
extremamente interessantes do ponto de vista estrutural, uma vez que
conectam residuos de lisinas distantes na estrutura primaria da proteina ou de
diferentes proteinas. Desse modo, essas informagdes sdo extremamente Uteis
tanto na determinacdo do tipo de enovelamento de uma proteina'®' bem como
na elucidacio da topologia de complexos protéicos'®. Nesse caso, foram

utilizados os peptideos PX, P1 e P3, j4 que P2 apresenta, apos a digestdo, um
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ion de mesma m/z que a espécie contendo cross-linking. P1 e P3 apresentam o
N-terminal acetilado e conseqiientemente os sitios contendo DSS no peptideo
sdo as lisinas. No caso do PX, o N-terminal livre permite a formag¢ao de duas
diferentes espécies intermoleculares apos a digestdao, que serdo denominadas
PX1 (peptideo intermolecular conectado por duas K com m/z 1638.9) e PX2
(peptideo intermolecular conectado via K e N-terminal, m/z 1225.7). PX2
representa um tipo de cross-linking entre o N-terminal da proteina e um
residuo de lisina; embora a fragmentacdo desse tipo tenha sido negligenciada
na literatura, sua ocorréncia em experimentos de MS3D deve ser muito
comum, visto que em geral o N-terminal das proteinas ¢ muito flexivel. Os
espectros de ESI-MS desses peptideos estdo mostrados na Figura 23 (Os
espectros de MALDI-MS foram apresentados nas Figuras Figura 18 a Figura
21).
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Figura 23 - Espectros de ESI-MS dos produtos de reacdo dos peptideos P1 (A), P3 (B) e PX (C) com DSS
seguido da digestdo com tripsina. Os ions indicados com as setas correspondem as espécies intermoleculares.
No caso de PX, as setas continuas indicam os ions referentes a PX1 e as setas pontilhadas apontam aos ions

referentes a PX2.

Os espectros de ESI-MS de P1 e P3 sdo caracterizados pela presenca
somente dos peptideos no estado de carga 2+ (m/z 787.9 para P1 e 928.9 para
P3), enquanto que tanto PX1 quanto PX2 apresentam as espécies 2+ (m/z
819.9 € 546.9) e 3+ (m/z 613.4 ¢ 409.2). A principio, seria esperada a presenca
de espécies com maior numero de cargas, em virtude de que cada peptideo
apresenta a0 menos 4 sitios basicos e conseqilientemente passiveis de
protonacao (2 grupos N-terminal e 2 argininas no C-terminal). A presencga de
ions com menor nimero de cargas que o esperado pode ser resultado tanto da
seqliéncia desses ions quanto da conformacdo desses em fase gasosa,

impedindo maior nimero de protons devido a repulsdo eletrostatica. De modo
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a compreender a fundo os mecanismos de fragmentacdo de peptideos

intermoleculares, foram realizados experimentos de dissociacdo dessas

espécies utilizando tanto MALDI quanto ESI como fonte de ions. Os espectros

anotados de ESI-MS/MS dos peptideos P1, P3, PX1 e PX2 estdo mostrados na

Figura 24.
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Figura 24 - Espectros de ESI-MS/MS dos peptideos intermoleculares de P1 (A), P3 (B), PX1 2+ (C), PX1 3+
(D), PX2 2+ (E) e PX2 3+ (F).

As anotagdes nos espectros de fragmentos comumente observados na
dissociacdo de peptideos lineares estdo de acordo com a nomenclatura
proposta por Roepstorff'*® e modificada por Biemann'®’ (Figura 25). A grande
maioria dos ions gerados ¢ proveniente de clivagens da cadeia principal do
peptideo (clivagens na cadeia lateral sdo mais observadas em regimes energia
de colisdo muito alta). Nessa nomenclatura, ions a, b ¢ ¢ sdo aqueles que
retém a carga na por¢ao N-terminal do peptideo original, enquanto as espécies
X, y € z apresentam a carga localizada no C-terminal. A diferenciagdo entre
esses ions ¢ dada pela ligacdo que se rompeu na dissociacao: ligagdo Ca-C (a
e x), C-N (b e y) e N-Ca. (c e z). fons ndo previstos na nomenclatura anterior

(formados em virtude da reacdo de cross-linking) estdo de acordo com o
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proposto na referéncia 175, onde os indices a e § indicam as cadeias de maior

€ menor massa respectivamente.

H
H2N J‘L\ /J\ fN\ JJ\ - OH

R 0 Rs O

L

8 b, ©c 8

Figura 25 — Nomenclatura utilizada para a estrutura de fragmentos observados na dissociagdo de peptideos

em fase gasosa.

A andlise dos espectros de ESI-MS/MS de P1, P3, PX1 e PX2 obtidos
indicam a presenca de fragmentos do tipo b € y, comumente encontrados na
dissociacdo de peptideos lineares. Em todos os casos ¢ possivel observar a
formagao de fragmentos nos quais uma das cadeias tem uma ligacao peptidica
clivada enquanto a outra cadeia se encontra intacta (por exemplo, no espectro
de P1 o ion b, indica a clivagem da ligagao D-L, com a manutencao do cross-
linking K-K, estando a cadeia B intacta); isso significa que uma das cadeias
pode funcionar como se fosse uma modificacio no aminoacido da outra
cadeia. No entanto, € interessante notar que para os peptideos conectados via
lisinas (P1, P3 e PX1) a origem desses fragmentos (cadeia a ou ) depende de
cada uma dessas espécies. No caso de P1, € possivel notar somente a formagao

de fragmentos da cadeia a, sendo possivel observar os 10nS Y74, Y6u> Yaar Y3as
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Vaa, Do € bsq. Do mesmo modo, no caso de P3 € possivel observar a formacgao
preferencial de ions das séries y e b para a cadeia o (Vsq, Yae Y3 Dsa € Dag,)
com relagdo a cadeia B (somente y3p € observado). Por outro lado, os espectros
de dissociacdo das espécies 2+ e 3+ de PX1 apresentam uma distribui¢dao
uniforme de ions provenientes de ambas as cadeias: para a espécie 2+ ¢
possivel observar 2 ions provenientes de cada uma das cadeias (a2, Yaa, Y3p €
yap), €nquanto que para o precursor com carga 3+ nota-se a formacdo de 4
fragmentos da cadeia a e 5 da cadeia B (224, Yao> Ysa> Y7a> D2g> ¥3p5 Yaps Ysp € Yep)-
Essa distribui¢do, também observada na fragmentacdo de espécies geradas por
MALDI, est4a provavelmente relacionada a diferenca de tamanho das cadeias
conectadas: nos casos de P1 e P3, onde as cadeias a (973.5 ¢ 1009.5 Da
respectivamente) apresentam massa muito maiores que as das cadeias 3 (462.2
e 708.3 Da respectivamente), a fragmentacdo ¢ oriunda quase que
exclusivamente da cadeia mais pesada. No caso de PX1 por outro lado, onde
as cadeias apresentam massas muito semelhantes (758.4 ¢ 741.4 Da), os
fragmentos originam-se de ambas as cadeias. Uma possivel explicacdo para
esses fatos pode estar na localizagdo do proton quando da dissociagcdo desses
peptideos: como a fragmentagdo dessas espécies ¢ dirigida pela carga, a maior
cadeia tende a se fragmentar com maior freqliéncia, visto que ¢ nesta que o
proton se localizara a maior parte do tempo. Isso explica o porqué da
distribuigdo homogénea dos fragmentos quando as cadeias apresentam massas
muito proximas (caso de PX1).

Outra caracteristica observada nesses espectros que ainda ndo havia sido
descrita na literatura estd relacionada a formag¢ao do ion correspondente a uma
das duas cadeias intactas (ruptura da ligacao amida entre uma cadeia peptidica
e o cross-linker). Como exemplo, pode-se observar a formag¢ao dos ions de

m/z 974.5 referente ao ion o de P1, e 1010.5 e 709.3 referentes as espécies o
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e B’ de P2 respectivamente. Esse tipo de fragmentacdo era esperado, visto que
a ligacdo entre o cross-linker DSS e o N da lisina ¢ do tipo amida, ligacdo essa
mais comumente rompida em espectros de CID de peptideos (levando a
formacao dos ions b ¢ ).

Uma outra caracteristica interessante nesses espectros ¢ a formacgao
preferencial de ions derivados do imoénio da lisina modificada com DSS.
Imoénios sdo fragmentos gerados pela dissociacdo de duas ligacdes: ligacao
amida entre o N-terminal do residuo e o C-terminal do residuo anterior e a
ligacdo entre o carbono a e o carbono da carbonila dentro do mesmo residuo.
Embora a formagao preferencial dessas espécies ja houvesse sido descrita na
literatura, suas estruturas e mecanismos de fragmentagdo permaneciam

: , : La/
desconhecidos (esses ions foram denominados de K"**

— 17, porém nenhuma
estrutura foi associada a essa espécie).'™ E interessante notar que sempre que
houve a formacao do imonio da lisina contendo DSS, a outra cadeia conectada
ao cross-linker permaneceu intacta. Essas espécies podem ser observadas nos
espectros de P1 (m/z 684.3), P3 (m/z 930.5 e 1148.6), PX1 2+ e 3+ (m/z 897.4
¢ 963.6), PX2 2+ e 3+ (m/z 567.4). Além disso, uma caracteristica interessante
associada a formacao dessas espécies estd no fato de que quase sempre esses
ions estao acompanhados de uma perda neutra de
83 Da, como no caso de P3 (m/z 847.4 ¢ 1148.6), PX1 2+ ¢ 3+ (m/z 880.5 ¢
897.4) e PX2 3+ (m/z 484.2). A proposta do mecanismo de fragmentacao para

formacao das espécies mencionadas esta apresentada no Esquema 5.
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Nessa proposta, ocorre um ataque do nitrogénio da lisina conectada ao
DSS ao carbono o do mesmo residuo. Esse ataque ¢ favorecido tanto pela
eletrofilicidade desse carbono, uma vez que este estd ligado a um atomo de
nitrogénio positivo por uma ligagdo dupla, quanto pela formacdo de um anel
estavel de 6 membros. Esse ion pode facilmente perder um grupo amonia,
levando a formagao de um anel tetrahidropiridina (THP, indicado por {K} nos
espectros de fragmentacdo); desse modo, essa ¢ a estrutura proposta para o ion

LP _17. A perda neutra de 83 Da por sua vez é

previamente relatado como K
decorrente da clivagem da ligagdo C-N, com a saida do anel THP, levando a
formagdo do fon acilio correspondente. E possivel notar que a estrutura do
anel THP ¢ composta somente por atomos da lisina; desse modo, essa
proposta de fragmentagdo ¢ suportada pelo fato de que em espectros de
fragmentacdo de peptideos contendo esse residuo, sempre que ha a formagao
do imodnio da lisina, ocorre também a formacdo de outro ion de m/z 84,
referente ao anel THP protonado. Como no caso do peptideo modificado o

nitrogénio do anel, apds a perda do grupo amdnio, ndo se encontra ligado a

nenhum outro dtomo de hidrogénio, a THP sai como uma espécie neutra,
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deixando a carga no oxigénio. A perda neutra de THP no entanto ¢
extremamente interessante, uma vez que ela é especifica para a presenca de
DSS; desse modo, experimentos de Varredura de Perda Neutra podem ser
utilizados para auxiliar na deteccdo de peptideos modificados por esse cross-
linker.

Ainda com relacdo a formacdo do anel THP a partir do rearranjo da
cadeia lateral da lisina, ¢ possivel notar que caso a outra extremidade do cross-
linker se ligue a outra lisina (e ndo ao N-terminal), também ¢ possivel que esta
se rearranje do mesmo modo. Com isso, haveria a forma¢do de um ion cuja
estrutura seria composta por dois anéis THPs separados pela cadeia

espacgadora do cross-linker (Esquema 6).

O: (0]
(é/‘/V\N\/VV\NV\/vVVVV\MNVVVVVVV\/\/VV‘\\C 0 H -
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HN = @ s
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Esquema 6

No caso do DSS, cuja cadeia espagadora ¢ composta por 6 grupos
metilenos, a m/z desse ion seria 305.2. De fato, esse ion est4 presente em todos
os espectros de fragmentacdo de peptideos contendo DSS como cross-linker

(indicado como {K}-{K} nos espectros), sendo sua intensidade dependente da
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seqiiéncia das cadeias peptidicas conectadas. Além disso, a formagao dessa
espécie independe da fonte de ionizacao utilizada para gerar o precursor (ESI
ou MALDI, como mostrado posteriormente) e do tipo de cross-linking
formado, intra ou intermolecular. Desse modo, esse ion pode ser utilizado
como ion diagndstico da presenca de DSS, sendo este ainda mais interessante
uma vez que sua massa nominal ndo coincide com nenhum fragmento tipo a, b
ou y dos 20 aminodcidos naturais. Finalmente, como a estrutura desse ion ¢
composta pelas cadeias laterais das duas lisinas mais a cadeia espacadora do
reagente utilizado, ions caracteristicos para diferentes cross-linkers derivados
de NHS (DSG, DST, DTSSP) podem ser obtidos pelo mesmo mecanismo.
Acompanhando a presenca do ion de m/z 305.2, € possivel observar nos
espectros de fragmentagao de todos os peptideos contendo DSS os ions de m/z
222.1 e 239.1. A formagdo do ion de m/z 222.1 ocorre a partir da perda de um
dos anéis THP do ion anterior, levando a formacao de um ion acilio, conforme
demonstrado no Esquema 6. O ion de m/z 239.1 apresenta mesmo mecanismo
de formacao, porém sem a perda de amodnia quando do rearranjo da cadeia
lateral da lisina para formagdo do anel THP. Assim como no caso anterior,
ambos os ions nao apresentam coincidéncia de massas com nenhum fragmento
a,, b, ou y, dos 20 aminodcidos naturais e conseqiientemente podem também
vir a ser usados como ions marcadores para a presenca de DSS.

Com relacdo a fragmentacdo das espécies intermoleculares conectadas
via N-terminal (PX2 2+ e 3+), pode-se observar que, em geral, essas espécies
apresentam caracteristicas de dissociagdo semelhantes as das espécies
conectadas por lisinas: formagdo extensa de ions do tipo y € b e formacao dos
ions marcadores da presenca de DSS (m/z 222 e 239). Uma das principais
diferengas entre os espectros das espécies 2+ e 3+ consiste na maior energia

de fragmentacdo requerida para completa dissociagdo do ion dicarregado
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(45 eV x 25 eV). No caso da fragmentagdo da espécie 3+, foi possivel
observar o mesmo efeito da diferenga de massa entre as cadeias o e B descrito
anteriormente: foram observados 6 ions provenientes da fragmentacdo da
cadeia o (Ysq» Yao» Y3a» 30> 324 € D2g) € nenhum da cadeia . Entretanto, na
fragmentagdo do mesmo peptideo contendo 2 cargas, foi observado o efeito
contrario: 4 ions provenientes da cadeia a (az,, bsy, bsy € Y1) € 8 da cadeia B
(bap, ap, aip, aip - 44, yip, Y2 € ysp). Outra diferenca observada nos espectros
de fragmentacao de PX2, independente da carga, foi a formag¢ao abundante de
espécies resultantes de clivagens nas duas cadeias. Nesse caso, pdde-se
observar espécies que continham ou nao a estrutura do DSS (m/z 739.5 na
Figura 24E e m/z 867.5 na Figura 24F, respectivamente). Como esses estudos
foram realizados com somente um peptideo desse tipo, ndo € possivel
determinar se esse ¢ um efeito dependente da seqiiéncia, carga ou tamanho
dessa cadeia ou se esse ¢ realmente um efeito comum de peptideos conectados
via N-terminal.

Os espectros anotados de MALDI-MS/MS dos peptideos P1, P3, PX1 e
PX2 estdo mostrados na Figura 26. Assim como no caso anterior, as anotagdes

nos espectros estdo de acordo com o proposto na referéncia 175.
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Figura 26 - Espectros de MALDI-MS/MS dos peptideos intermoleculares de P1 (A), P3 (B), PX1 (C) e PX2

(D).
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Comparando-se com os espectros de ESI-MS/MS, os espectros de
fragmentagdo de MALDI nao sdo tdo informativos quanto a seqiiéncia de
aminoacidos, visto que esses contém um menor nimero de ions tipo y € b.
Entretanto, nos trés casos onde o cross-linking ocorre entre lisinas (P1, P3 e
PX1), pode-se observar o mesmo efeito da diferenca de massa entre as duas
cadeias na extensdo da fragmentagdo proveniente de a e B. P1 (bgg, bey -17,
V70s V3o € Y20) € P3 (bag, Vao © Vae -18) apresentam fragmentos provenientes
somente da cadeia a, enquanto PX1 apresenta um ion oriundo de cada cadeia
(a4 € bsp). Somente no caso de P3 foi possivel observar a ruptura da ligacdo
DSS-peptideo, levando a formagao da cadeia intacta .

Diferentemente dos espectros de ESI, somente em um caso foi possivel
observar a formagdo do imodnio da lisina modificada, com a formagdo e
posterior perda do anel THP (PX2). Provavelmente essas espécies sao
formadas mas rapidamente dissociadas dando origem a outros fragmentos, em
virtude do regime mais energético de fragmentagdo de ions monocarregados.
Essa natureza mais energética pode ser evidenciada pela formacdo de um
grande nimero de fragmentos internos, onde um nimero maior de ligagdes
necessita ser rompido.

Finalmente, vale ressaltar que do mesmo modo que nos espectros de
ESI, em todos os espectros de MALDI foi possivel observar a formac¢ao dos
ions marcadores da presenga de DSS, de m/z 222.1, 239.1 e 305.2. A presenga
dessas espécies nos espectros de fragmentacao utilizando ambas as técnicas de
ionizacdo aumenta ainda mais o potencial da utilizacdo destes como
diagndsticos para a presenca de DSS.

Em resumo, pode-se concluir que os espectros de fragmentacao de
MALDI e ESI mostraram-se complementares na completa caracterizagao do

mecanismo de fragmentacdo de peptideos contendo cross-linking
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intermolecular. Apesar de algumas diferengas, como por exemplo a presenga
massiva de fragmentos internos em MALDI, os espectros apresentam vdrias
caracteristicas em comum, como por exemplo a presenca majoritaria de
fragmentos tipo b. Além disso, diferentemente do caso de peptideos
intramoleculares,'” os espectros de fragmentacio de peptideos
intermoleculares sdo muito mais dependentes das seqiiéncias, no que diz
respeito a quantidade de ions y e b. Por outro lado, uma caracteristica
marcante em comum com todas as fontes de ionizacdo e estados de carga ¢ a
quantidade maior de fragmentacdo da cadeia o (maior cadeia) mantendo a
cadeia B intacta. Além disso, quanto maior a diferenca de massa entre as duas
cadeias, mais pronunciado ¢ esse efeito: no caso de P1, onde a cadeia o ¢
quase o dobro da B o espectro ¢ dominado por fragmentos da primeira cadeia,
enquanto no caso de PXI1, onde as cadeias apresentam massas muito
proximas, o numero de fragmentos provenientes de ambas as cadeias € muito
proximo. Isso ¢ interessante uma vez que pode-se considerar a menor cadeia
como uma modificagdo da outra, o que pode facilitar na futura implementagao
desses resultados em softwares que automatizem a identificacdo dessas

espécies.

IvV.14 Identificacio de Espécies Contendo Cross-Linkers por

Varredura de Ion Precursor

Dentro da metodologia de cross-linkers aliada a MS para o estudo de
estrutura e interacdo de proteinas, uma das maiores dificuldades reside na

deteccao e identificagdo de peptideos contendo cross-linking. Isso ocorre
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devido ao fato de que peptideos contendo cross-linkers estao em quantidades
subestequiométricas na amostra quando comparados aos peptideos nado
modificados. Como mostrado nas se¢des anteriores, os peptideos modificados
por esses reagentes podem comportar-se de modo semelhante a modificagdes
pos-traducionais (PTM) no que diz respeito a fragmentacdo em fase gasosa.
Desse modo, seria interessante a utilizagao de metodologias baseadas em MS
tradicionalmente utilizadas para PTM de modo a auxiliar na deteccao desses
peptideos. Isso tornaria os experimentos de cross-linking mais baratos,
rapidos, simples e versateis € com menor manipulacdo de amostras. Um dos
métodos mais tradicionais de MS para detectar peptideos modificados consiste
na Varredura de fons Precursores (PIS) em equipamentos tipo Triplo
Quadrupolo. PIS ¢ um experimento de MS/MS onde o primeiro analisador de
m/z realiza a varredura de todos os ions gerados na fonte dentro de uma
determinada faixa, sendo esses fragmentados simultaneamente na camera de
colisdo. O segundo analisador por sua vez encontra-se fixo em uma ou mais
m/z, permitindo somente a passagem de fragmentos de determinada m/z
(Figura 27). Desse modo, esse tipo de analise ¢ extremamente vantajoso
quando se deseja buscar uma determinada classe de compostos em uma matriz
complexa, desde que esses gerem um fragmento em comum. Vale ressaltar
nesse ponto que PIS é o experimento oposto ao tipico Varredura de fons
Produtos, onde o primeiro analisador seleciona um ion de determinada m/z,
sendo somente esse fragmentado e todos os seus fragmentos medidos no
segundo analisador (Figura 27). PIS em equipamentos tipo Triplo Quadrupolo
(e mais recentemente em equipamentos do tipo ion trap linear) tem sido

188,189,190

utilizado para determinagao de sitios de fosforilacao , modificag¢do por

aldeidos'”', identificacdo e diferenciacio de oligossacarideos ligados por N ou
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2

O em glicoproteinas'”®, bem como na detec¢do de glicopeptideos'” e

. (194
glicoproteinas .

Cela de
MS; Colisédo MS,
Monitoramento Seletivo de ions
Selecao CID Selecao
Varredura de ions Produtos
—_—
Selecao CID Varredura
Varredura de ions Precursores
Varredura CID Selecao
Varredura de Perda Neutra
Varredura CID Varredura
m/z=Xx m/z = x-a

Figura 27 — Representagdo esquematica dos diferentes tipos possiveis de experimentos de MS/MS.

Em 2002, Bateman propos a utilizagdo do equipamento Q-Tof em um

"> A principio, o experimento de PIS ndo poderia

experimento similar ao PIS.
ser realizado em equipamentos tipo Q-Tof, uma vez que analisadores Tof nao

tem capacidade de filtrar ions de determinada m/z. O método proposto
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consistia em um experimento no qual o quadrupolo transmitia ions
continuamente, enquanto o Tof adquiria espectros alternados com e sem
fragmentagdo (isso € feito alterando-se a energia de colisdo com o gés). Caso o
fragmento de interesse fosse gerado na colisdo, um espectro de varredura de
ions produtos era adquirido para identificar o precursor que gerou o
fragmento. Esse tipo de experimento traria todas as vantagens de
equipamentos tipo Q-Tof quando comparados a triplo quadrupolos, como por
exemplo a alta velocidade de aquisicao de espectros aliada a alta sensibilidade
e exatidao de massas. Recentemente, Niggeweg contribui para a melhoria do

196 ~
Desde entdo,

método tornando-o compativel com separacao cromatografica.
PIS em equipamentos tipo Q-Tof tem sido utilizado para identificacdo e
quantificagdo de fosfopeptideos'®”'”®, deteciio e diferenciagio de dimetilagio
em arginina" e na deteccio de peptideos glicosilados™™.

Como mencionado acima, para realizagdo de experimentos de PIS, ¢
necessario a presenca de um fon marcador no espectro de Varredura de fons
Produtos, ou seja, um fragmento caracteristico de uma determinada classe de
compostos. De acordo com os estudos de fragmentacdo de peptideos contendo
DSS como cross-linking descritos anteriormente, foi possivel identificar 3 ions
caracteristicos: 222.1494, 239.1759 (peptideos contendo DSS) e 305.2229

185 ,
Esses ions

(peptideos contendo DSS conectados por duas lisinas).
apresentam grande potencial para sua utilizacdo em experimentos de PIS, uma
vez que suas m/z ndo coincidem com nenhuma combinacdo de ions tipo a, b
ou y (ions mais comuns na fragmentacdo de peptideos por colisdo) dos 20
aminoacidos naturais. Esse dado, aliado a alta exatiddao de massas do Tof,
pode conferir alta especificidade para esse tipo de analise.

O primeiro experimento realizado consistiu na andlise da amostra PX. A

Figura 28 apresenta o cromatograma da amostra PX com baixa energia de
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colisdo (sem fragmentacao), sendo as espécies mais intensas (indicadas nos
espectros) os peptideos utilizados nos estudos de fragmentagdo. A Figura 29
apresenta os cromatogramas de alta energia de colisdo de ions selecionados
para os ions marcadores com alta exatiddo (m/z 222.1494, 239.1759 e

305.2229 £ 0.02 Da).
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Figura 28 - Cromatograma da amostra PX com baixa energia de colisdo, indicando a presenga dos ions de

interesse.
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Figura 29 - Cromatograma de ions selecionados da amostra PX com alta energia de colisdo, indicando a
presenca dos ions de m/z 222.1494 (linha roxa), 239.1759 (linha verde) e 305.2229 (linha vermelha) (Erro de
0.02 Da).

E possivel observar no cromatograma de baixa energia de colisio a
presenga de varias outras espécies além das indicadas na figura. Além disso,
quando fragmentadas essas espécies ddo origem aos fragmentos dos ions
marcadores, o que indica que todos esses sinais sdo referentes a espécies
contendo DSS em sua estrutura. Isso ja era esperado, uma vez que apods a
reagdo com o cross-linker e digestdo com tripsina, varias espécies foram
formadas (como pode-se ver no espectro de MALDI-MS do produto da
reacdo, Figura 21) além das mencionadas anteriormente: espécies contendo
somente dead-end ou dead-end mais ligacdes intra ou intermolecular,
produtos de digestao incompleta, dentre outros). Desse modo, ¢ interessante
notar que a potencialidade da técnica para deteccdo de peptideos contendo

cross-linking.
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De acordo com os estudos de fragmentagdo apresentados anteriormente,
ambos os ions de m/z 222.1 e 239.2 seriam candidatos para utilizagdo como
marcadores, uma vez que ambos indicam a presenca de peptideos ligados por
DSS (o ion 305.2 ¢ mais especifico, indicando peptideos contendo DSS
ligados por duas lisinas). Desse modo, seria interessante avaliar qual desses
seria de melhor aplicabilidade para a técnica. A Figura 30 apresenta em
detalhes o cromatograma de ions selecionados para os dois ions. Por essa
figura, € possivel observar que para as espécies mais intensas o ion 222.1 ¢ um
pouco mais intenso que o ion 239.2; entretanto, essa tendéncia ¢ invertida para
0s sinais menos intensos. Isso indica que o ion 239.2 tende a ser mais sensivel
que o 222.1 com relacao a presenga de peptideos contendo DSS. Entretanto, o
unico caso em que nao ha sobreposicdo corresponde ao ion com tempo de
retencdo de 19.35, sendo que esse deu origem somente ao marcador 222.1.
Desse modo, a utilizacdo de ambos os marcadores em conjunto ¢ a melhor
opc¢ao para detectar esses peptideos modificados; a deteccdo de ambos os ions
no mesmo experimento € possivel em equipamentos Q-Tof sem perda de
sensibilidade (diferentemente de equipamentos triplo quadrupolos, onde cada

canal adicionado diminui a sensibilidade).
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Figura 30 - Cromatograma de ions selecionados com alta energia de colisdo (linhas em vermelho e verde

correspondem aos ions de m/z 222.1 e 239.1.

Com o intuito de simular uma amostra que se assemelhasse a
experimentos com proteinas, foi realizado outro experimento onde uma
aliquota de PX foi adicionada a um digesto da proteina hemoglobina em
quantidades estequiométricas. A Figura 31 apresenta o cromatograma de baixa
energia de colisio das amostras controle (digesto de hemoglobina) e
experimento (digesto de hemoglobina + PX). E clara a presenca de um maior
numero de picos cromatograficos devido a amostra PX. A Figura 32 apresenta
os cromatogramas de ions selecionados (ions marcadores de presenga de DSS)
de alta energia de colisdo. Uma das principais caracteristicas desses
cromatogramas refere-se a especificidade dos ions marcadores, ou seja, com a
alta exatiddo de massas de um Tof, nenhum peptideo da hemoglobina quando

fragmentado gera um dos ions marcadores. Isso pode ser observado também



1V — Resultados e Discussdo 88

pela comparacdo dos cromatogramas de ions selecionados desse experimento

quando comparado com o experimento realizado somente com o PX.

B L T L L L L B L L B L B e B e w1112
10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00

Figura 31 - Cromatogramas com baixa energia de colisdo para a hemoglobina digerida com (linha verde) e

sem PX (linha vermelha).
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Figura 32 - Cromatogramas de ions selecionados com alta energia de colisdo para as amostras contendo
hemoglobina + PX (linha verde) e somente hemoglobina (linha vermelha), indicando a presenga dos ions

marcadores de m/z 222.1 (A), 239.1 (B) e 305.2 (C).

O proximo passo na utilizagdo de PIS como método de detecgdao de
peptideos contendo DSS foi realizar um experimento de cross-linking com
proteina. Com isso, o alvo escolhido foi a proteina lisozima, uma proteina
modelo pequena e com estrutura resolvida tanto por Cristalografia de

Proteinas como por Ressonancia Magnética Nuclear. Além disso, essa
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proteina tem um grande ntimero de residuos de lisina, o que a torna um bom
alvo para a validagdo do método apresentado. A Figura 33 indica os
cromatogramas referentes aos ions marcadores tanto do controle (lisozima
digerida) quanto do experimento (lisozima + DSS digerida). Mais uma vez ¢
notavel a excelente especificidade dos ions marcadores, visto que sdo muito
poucos os ions no controle que geram os marcadores. Essa figura indica
também que a utilizacdo dos 3 ions simultaneamente ¢ extremamente
interessante, uma vez que aumenta a especificidade da técnica sem a perda de

sensibilidade (em equipamentos tipo Q-Tof).
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Figura 33 - Cromatograma com alta energia de colisdo para o controle (vermelho) e experimento (verde),

indicando a presenca dos ions marcadores de m/z 222.1 (A), 239.1 (B) e 305.2 (C).

Para cada um dos picos cromatograficos acima nos quais havia a
presenca dos ions marcadores 222.1 e 239.1, os respectivos espectros de MS

de baixa energia de colisdo foram processados para identificacao de peptideos
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modificados com DSS. Esses espectros foram deconvoluidos e as m/z dos
possiveis precursores monocarregados foram carregados no software
xBobcat'™®, que cria uma lista tedrica de possiveis peptideos modificados
baseados somente em dados de MS. Os peptideos atribuidos tiveram sua
identificagdo manualmente confirmada por espectros de MS/MS. A Figura 34
apresenta um exemplo de identificagdo de um peptideo do tipo dead-end,
nesse caso, ¢ interessante notar a presenga dos ions 222.1 e 239.1 ¢ a auséncia

do ion 305.2, fato esse esperado para peptideos desse tipo.

' B
A
Ya .
2 i g OH -
¢ D
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Figura 34 — (A) Cromatogramas de alta energia de colisdo de ions selecionados para as m/z 222.1494 e
239.1759 (£ 0.02 Da), em vermelho e verde respectivamente. O retdngulo destaca o pico cromatografico
referente ao espectro de MS (baixa energia de colisdo) apresentado em (B). (C) Espectro anotado de MS/MS
do ion de m/z 381.7, peptideo N-terminal da lisozima modificado com DSS (dead-end). Em (D), amplia¢do do

espectro (C), destacando a presenca dos ions marcadores.
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De modo a tornar a detec¢do e identificacdo de cross-linking um
processo automatizado e, conseqiientemente, com velocidade compativel com
as necessidades da area de Gendmica Estrutural, seria interessante o
desenvolvimento de ferramentas de bioinformatica capazes de auxiliar esses
processos. Embora existam alguns softwares disponiveis'”'’°, esses sdo
extremamente dependentes da andlise manual dos dados, além de
considerarem como unicos critérios de sele¢do a m/z e seqiiéncias de
fragmentos independentes da presenca do cross-linker. Desse modo, foi
proposta uma rotina para implementagdo de um software que levasse em
consideracdo os achados descritos até o momento acerca da fragmentagao de
espécies contendo cross-linkers. Primeiramente, foi proposta a utilizagao dos
ions marcadores para localizar no cromatograma os tempos de retengdo dos
possiveis peptideos contendo DSS. Conforme descrito na se¢do anterior, a
formacao desses ions diagnoésticos € dependente somente da cadeia espacadora
do cross-linker e da cadeia lateral da lisina. Desse modo, qualquer cross-linker
derivado de diésteres de NHS poderia formar essas espécies. Com isso, foi
desenvolvido um fluxograma a ser implementado em um software, conforme

apresentado na Figura 35.
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Figura 35 - Fluxograma de interpretacdo de dados obtidos de um experimento de PIS para deteccdo de
peptideos contendo cross-linkers derivados de diésteres de NHS (CE indica a massa da cadeia espagadora do

cross-linker utilizado no experimento).

A primeira etapa do fluxograma consiste na avaliagdo da presenca das
espécies analogas aos ions de m/z 222.1 e 239.1. Conforme descrito
anteriormente, esses ions sdo gerados quando da fragmentacdo de peptideos
contendo DSS, independente do tipo de cross-linking formado: intra ou
intermolecular e dead-end. Caso nenhuma dessas espécies esteja presente no
espectro de fragmentacdo, a presenca do cross-linker pode ser descartada. Para

calcular a massa do analogo do 222.1 para outro cross-linker, deve-se somar a
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massa do anel THP com dois grupos carbonilas (que formam a ligacdo amida
com o N da lisina) e da cadeia espacadora (CE). O ion andlogo ao 239.1 ¢
calculado do mesmo modo, apenas adicionando-se a massa do grupo amonia.
Para diferenciar as espécies conectadas via duas lisinas (intra ou
intermolecular) das espécies dead-end, deve-se avaliar a presenca do analogo
ao 305.2: esse ion s6 ¢ formado quando ocorre o rearranjo de duas cadeias
laterais de lisinas, ou seja, somente quando duas lisinas presentes estdao
conectadas na estrutura do peptideo. A massa desse ion pode ser calculada
pela soma da massa de dois ané¢is THP, dois grupos carbonila e a CE do cross-
linker. Finalmente, pode-se tentar diferenciar as espécies intra e
intermoleculares pela presenca de ions y;. Esses ions sdo resultantes da
fragmentag¢do do residuo C-terminal do peptideo e comumente observados
quando da fragmentagdo dessas moléculas por CID. Caso seja possivel
observar no espectro de dissociagdo as m/z 147.1 e 175.1, referentes aos y; de
lisina e arginina respectivamente, isso indicaria a presenga de dois residuos
diferentes na porcao C-terminal. Esse fato sé seria possivel se dois peptideos
diferentes estivessem conectados, ou seja, se essa fosse uma espécie
intermolecular. Por outro lado, a presenca de somente um desses ions seria
inconclusiva, uma vez que poderia indicar tanto a presenga de somente um C-
terminal (e conseqiientemente uma espécie intramolecular) quanto dois C-
terminais idénticos (peptideo intermolecular). Apds essa analise preliminar,
somente os espectro de dissociacdo dos ions de interesse seriam analisados
para verificar outras caracteristicas que permitissem a identificagdo inequivoca

dos sitios de ligacao ao cross-linker utilizado.
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IV.1.5 Conclusoes

A elucidacao dos mecanismos de fragmentagdo de peptideos contendo
cross-linkers ¢ um passo fundamental para a utilizagdo desses reagentes como
“réguas moleculares” na determinacdo de estruturas superiores de proteinas.
Nao s6 esse conhecimento permite a identificacdo inequivoca dos residuos que
estdo espacialmente proéximos, mas também abre caminho para o
desenvolvimento de ferramentas de bioinformatica que permitam automatizar
esse processo. Os resultados apresentados mostram que a dissociagdo de
peptideos contendo cross-linking intermoleculares gera ions tipo b ¢ y, sendo
que ocorre formacao preferencial de ions provenientes da cadeia a.

Essas espécies apresentam ainda algumas outras clivagens especificas,
como por exemplo formacdo preferencial do imonio da lisina modificada e
clivagem da ligagdo peptideo-reagente. A partir da formacao desse imonio,
pode ocorrer o rearranjo da cadeia lateral dessa lisina, levando a formacao de
um anel tetrahidropiridina. Caso a outra extremidade do reagente esteja
conectado a uma lisina (e ndo ao N-terminal), esse rearranjo também pode
ocorrer na outra extremidade, levando a formacdao de um ion de m/z 305.2.
Esse ion foi observado em todos os espectros de MS/MS de peptideos
contendo DSS conectados via lisinas e conseqlientemente pode ser utilizado
como ion diagndstico. Além disso, fragmentagdo subseqiiente deste pode levar
a formagdo os ions de m/z 222.1 e 239.1, que também foram observados em
todos os espectros de fragmentagcdo de espécies contendo DSS. A formagao
destes ions caracteristicos permitiu a realizagdo de experimentos de PIS para
deteccdo de peptideos contendo DSS. Esses experimentos demonstraram

grande seletividade desses ions, principalmente quando esses foram utilizados
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conjuntamente. Isso se deve ao fato de que nenhuma dessas m/z coincidam,
nominalmente, com a m/z de nenhuma combinag¢do de ions a, b ou y dos 20
aminoacidos. Esses achados permitiram criar uma rotina a ser implementada
em um software capaz de automatizar os processos de deteccao e identificagdao
de peptideos contendo cross-linkers, o que futuramente contribuird
significativamente na diminui¢cdo do tempo necessario para a interpretagdo dos

dados provenientes de experimentos de MS3D.
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IV.2 FOOTRPINTING

Iv.2.1 Introducao

Em 1999, o grupo de Mark Chance prop6s a utilizacdo de radicais
hidroxilas provenientes da radiolise da dgua para o estudo de estrutura de
proteinas e suas intera¢des em soluc¢do.””> A idéia por tras desse experimento
estava no sucesso obtido no estudo de estrutura de 4cidos nucléicos em

~ o . 201
solugdo utilizando o mesmo aparato experimental.”

Embora a utilizacao de
*OH aplicada a estudos de estrutura de proteinas ndo fosse uma inovagdo, a
utilizacao de fontes de luz sincrotron trouxe como grande vantagem para esses
experimentos o fato das modificagdes ocorrerem na escala de ms, compativel
com o tempo de grandes mudancgas conformacionais nas proteinas. Entretanto,
existia uma diferen¢a fundamental nos experimentos com relacdo ao tipo de
modificacdo causado pelos radicais: enquanto no caso de RNA e DNA ocorria
a clivagem da cadeia principal (ligagao fosfodiéster), no caso de proteinas as
reag0es ocorrem majoritariamente na cadeia principal. Isso se deve ao fato de
que a cinética da reagdo nesses sitios € cerca de 5 a 100 vezes maior que no
carbono a, dependendo da reatividade da cadeia lateral.'”

A partir desse trabalho, varios outros foram realizados com o intuito de
quantificar a cinética de oxidagao dos diferentes aminodcidos e caracterizar
seus produtos de oxidacdo. Primeiramente, determinou-se os produtos da
reacio de *OH com aminoacidos alifaticos e aromaticos.'”” Residuos alifaticos
reagem mediante abstragdo de proton pelo radical, levando a formacgao de uma

espécie radicalar na qual o elétron desemparelhado localiza-se no atomo de

carbono. Apds essa etapa, ocorre a reacdo com o O, dissolvido na agua
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levando a formagdo de um radical peroxil, que pode levar a formacao dos
produtos de adicdo de hidroxila (mais comum) ou a formagdo de uma
carbonila (Figura 36)."° Residuos aromaticos por sua vez reagem por meio de
abstracdao de um hidrogénio do anel, criando um sitio radicalar no carbono do
anel; esse sitio sofre adicdo de O,, reagindo posteriormente como espécies
alifaticas (Figura 36).”° Em ambos os casos é possivel observar a formacéo de
produtos de multipla oxidagdo, dependendo dos parametros experimentais (em
especial tempo de exposi¢ao), sendo esses muito comumente observados em
residuos aromaticos. Posteriormente, foram descritos o0s mecanismos
propostos para a oxida¢io de residuos basicos', acidos"’ e contendo

enxofre'®.
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Figura 36 — Mecanismo e principais produtos de oxidagdo de residuos alifaticos™” (A), aromaticos® (B),

basicos™ (C), acidos™” (D), contendo enxofre™® (E) e 4lcoois™ (F) em experimentos de footprinting.
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Apos a determinagdo das possiveis espécies obtidas quando da oxidagao
de proteinas por radicais hidroxila, o grupo de Chance avaliou as taxas de
oxidagdo relativa, juntamente com a facilidade de deteccao dessas espécies
por MS, para determinar quais residuos seriam sondas Uuteis nesses
experimentos.””” Os dados obtidos utilizando solucdes diluidas de
aminoacidos (UM) e tempos de exposi¢cdo da ordem de ms estavam de acordo
com o estabelecido anteriormente, onde a ordem de reatividade dos
aminoacidos varia da seguinte forma: contendo S > aromaticos > basicos >
alifaticos ~ acidos. Em virtude desse fato, Gly, Asn, Asp e¢ Ala foram
descartados como sondas devido a sua baixa reatividade (Figura 37). Por outro
lado, Ser e Thr também foram descartadas como sondas nesses experimentos,
em virtude da dificuldade de deteccao dos produtos de oxidacao por MS. Isso
ocorre porque apds a adigao de O, ao carbono proximo a hidroxila da cadeia
lateral desses residuos, pode haver a liberagdo do radical *OOH, gerando um

. . 139
produto cuja diferenga de massa com o precursor ¢ de somente 2 Da.
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B :
rate of fraction
reaction frequency observed
amino with *OH in proteins with SEA SEA x
acid (M~1s1)a (%)*® >30 A2¢ frequency?
Cys 3.4 x 1010 2.8 0.32 0.9
Tyr 1.3 x 1010 3.5 0.67 23
His 1.3 x 1010 2.1 0.66 1.4
Met 8.3 x 10° 1.7 0.44 0.7
Phe 6.5 x 10° 3.5 0.42 1.5
Arg 3.5 x 10° 4.7 0.84 39
Leu 1.7 5109 7.5 041 3.1
Ile na 4.6 0.39 1.8
Trp 1.3 x 10° 1.1 0.49 0.5
Pro na 4.6 0.78 3.6
Val 7.6 x 108 6.9 0.4 2.8
Thr 5.1 x 108 6.0 0.71 43
Ser 3.2 x 108 7.1 0.70 5.0
Glu 2.3 x 108 6.2 0.93 5.8
Gln na i 3.9 0.81 32
Ala 7.7 % 107 9.0 0.48 4.3
Asp 7.5 % 107 5.5 0.81 45
Asn 4.9 x 107 4.4 0.82 3.6
Lys 3.5 x 107 7.0 0.93 6.5
Gly 1.7 x 107 7.5 0.51 38

Figura 37 — (A) Area superficial exposta ao solvente para os 20 aminoacidos em proteinas depositadas no
PDB.” (B) Cinética de reagdo dos aminoacidos frente ao radical hidroxila, freqiiéncia de cada aminoacido em
proteinas, fragdo na qual esses aminoacidos apresentam area superficial exposta (SEA) maior que 30 A% e o

produto entre a freqiiéncia dos aminoacidos em proteinas ¢ a SEA.

Baseados nos dados obtidos anteriormente, foi posteriormente proposto
o diagrama apresentado na Figura 8 para a obten¢do de dados estruturais de
complexos protéicos por experimentos de footprinting. Apds a irradiagdo do
controle e experimento por diferentes intervalos de tempo, as amostras sao
digeridas e analisadas por LC-MS/MS. O método utilizado para quantificar a
taxa de oxidagdo de peptideos consiste na constru¢do de uma curva tipo dose-
resposta. Essa curva ¢ construida sendo que para cada intervalo de tempo de
exposicdo a radiacdo, a fracdo de peptideo ndo-modificado ¢ calculada
dividindo-se a area do pico cromatografico do peptideo nao-modificado pela
soma das areas do peptideo modificado ¢ ndo modificado. Esses valores sao
ajustados para uma reta, considerando cinética de pseudo-primeira ordem de

oxidagdo (Figura 38).'”
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Calculation of rate constants from dose response curve
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Figura 38 — Calculo da cinética de oxidacdo de peptideos em experimentos de footprinting: para cada

intervalo de tempo de exposicdo, a fracdo de peptideo ndo modificado ¢ calculada pela divisdo entre peptideo

nio modificado e peptideo total (modificado + nio modificado).'?

A grande limitagdo dessa metodologia consiste na determinacdo da
quantidade de peptideo modificado. Em todos os trabalhos descritos,
considera-se como produto de oxidacdo peptideos que apresentam diferenga
de massa +14 ou +16 Da em relagdo ao precursor, visto que essa ¢
razoavelmente comum para aminoacidos alifaticos. Ocorre que, como descrito
na Introducdo, a reatividade dos residuos em experimentos de footprinting ¢é
dependente de dois parametros: reatividade intrinseca e grau de exposi¢ao ao
solvente. Desse modo, considerando uma contribui¢do igual para esses dois
parametros, os residuos mais suscetiveis a oxidacdo seriam na ordem: lisina,
acido glutdmico, serina, acido aspartico e treonina. E interessante notar que
para esses aminodcidos os produtos de oxidacdo +14 e +16 Da sdo
minoritarios ou até mesmo inexistentes. Além disso, em muitos casos pode
ocorrer de em um determinado peptideo haver mais de um aminoacido
exposto/protegido, e portanto passivel de oxidacdo. Isso deve ser

extremamente comum uma vez que a interacdo entre proteinas nao ocorre via
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contato entre alguns poucos aminoacidos, mas sim entre superficies,
englobando vérios residuos contidos em vérios peptideos.”” Finalmente, essa
abordagem ndo considera a possibilidade de formagdo de outros produtos de
oxidacdo ainda nao descritos na literatura. Desse modo, considerar somente
essas modificacoes no calculo da cinética de oxidagdo em muitos casos

acarretaria em subestimar tais taxas.

1V.2.2 Experimentos de Footprinting na Linha de Luz DFX do LNLS

Os primeiros experimentos de footprinting foram realizados na linha de
luz DFX do Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron (LNLS). A DFX ¢ uma
linha de luz utilizada para realizar testes diagnosticos do feixe de luz
(intensidade, estabilidade), que nao apresenta nenhum elemento Optico que
cortasse a regidio espectral de interesse (0.9 A<) < 4.0 A). Vale ressaltar nesse
ponto que, diferentemente da maioria dos outros experimentos utilizando luz
sincrotron, nesse caso nao € necessario a utilizacdo de nenhum elemento para
selecdo de comprimento de onda. Na realidade, a auséncia desses elementos
constitui a situagdo ideal, uma vez que a fungdo da radiacdo € gerar radicais
hidroxila, sendo que para isso ¢ desejavel a maior densidade de fotons
possivel (com isso, diminui-se o tempo de exposi¢ao necessario para causar as
modificacdes desejadas, evitando-se assim outras reacdes, como clivagem da
cadeia polipeptidica ou modificacoes apds mudangas conformacionais
induzidas pela oxidacao). Isso faz com que, dentre as linhas de luz de um anel
sincrotron, a instrumentacdo necessdria para a realizacdo desse tipo de

experimento seja uma das mais simples, sendo necessario somente um shutter
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(mecanismo que controla o tempo de exposi¢do da amostra a radiagdo) com a
resolugdo temporal necessaria.

Os primeiros experimentos de footprinting foram realizados com o
objetivo de determinar se a radiagdo gerada no LNLS seria suficiente para
causar oxidacdes na proteina suficientemente detectaveis por MS e em um
curto intervalo de tempo. A linha DFX dispde de um shutter com resolugao
temporal de 1 s e a amostra fica localizada a cerca de 50 cm da saida do feixe
da regido de alto vacuo. Além disso, também foi avaliado se a adicao de
peroxido de hidrogénio interferiria nessa escala de tempo, ou seja, se devido a
facilidade dessa espécie em formar radicais hidroxila, seria possivel utilizar
menores intervalos de exposigdo. A Figura 39 apresenta um grafico da
intensidade dos produtos de oxidagdo formados por diferentes intervalos de
tempo e com a presenca ou auséncia de H,O, da proteina mioglobina. Por esse
grafico € possivel observar que a presenca de H,O, altera o perfil de oxidacao,
tanto quali como quantitativamente, ou seja, a adi¢ao de peroxido induz tanto
a formagao de maior quantidade de proteina oxidada como maior nimero de
produtos de oxidagdo distintos. A exposicdo da amostra contendo peroxido
por intervalos de tempo maiores que 1 s levaram a formacgao de produtos de

degradagdo, decorrentes da clivagem da cadeia principal da proteina.
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Figura 39 - (A) Grafico da formagdo de produtos de oxidagdo da mioglobina em fun¢do do tempo de
exposicao e da presenga de perdxido. (B), (C) e (D) apresentam os espectros de MS deconvoluidos para a

mioglobina para | s sem peroxido, 5 s sem perdxido e 1 s com peroxido, respectrivamente.

Ap6s isso, foram realizados experimentos em que o tempo de exposi¢ao
das proteinas variou de 1 a 5 segundos (em intervalos de 1 segundo), para
determinar a taxa e os sitios de oxidacdo dos peptideos. Um dos peptideos
identificados pela analise de LC-MS/MS foi o GLSDGEWQQVLNVWGK,
que se encontra no N-terminal da mioglobina. Esse peptideo aparece no
espectro como um ion duplamente carregado (m/z 908.4); além desse, foi
possivel também identificar os ions de m/z 916.4, 932.4 e 940.4, que
correspondem respectivamente a uma, duas e trés adigdes de hidroxila a esse
peptideo. Como era esperado, os peptideos modificados apresentam tempo de
reten¢cdo menores na cromatografia de fase reversa, uma vez que a oxidagdo os
torna mais polares. Além disso, outro fato interessante refere-se a abundancia

dos diferentes estados de oxidagdo: o peptideo monooxidado tem abundancia
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mais alta com menores tempos de exposi¢cdo, mas a partir de 4 segundos essa
tendéncia se inverte e os peptideo di e trioxidados passam a ser os mais
abundantes, confirmando a sua transformacdo em outras espécies com maior

numero de oxidacdes.
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Figura 40 - (A) Espectros de MS da amostra com diferentes intervalos de tempo de exposigdo. Os ions de m/z
908.2, 916.2, 924.2 ¢ 932.2 indicam respectivamente o precursor ¢ as espécies mono, di ¢ trihidroxilada. (B)

Cinética de formagdo dos produtos apresentados no espectro anterior.

Embora os resultados obtidos até entdo estivessem de acordo com os

dados da literatura'*®'¥’

, em especial com relagdo ao grau de cobertura dos
residuos modificados, a linha DFX apresentava limitagdes que dificultavam
sua aplicacdo para a identificacdo de sitios de interagdao entre proteinas. Essa
linha ndo apresentava um suporte fixo para as amostras, o que dificultava o

mesmo posicionamento para todas as irradiagdes. Além disso, esse suporte
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localizava-se a uma grande distancia da saida do feixe (aproximadamente
50 cm), sendo que a essa distdncia grande parte da radiagdo sofria
espalhamento e desse modo nao alcangava a amostra. Finalmente, o shutter
disponivel para o controle do tempo de exposicdo era lento e acionado
manualmente, o que aumentava o erro no tempo de exposi¢do a tal modo que

impedia o célculo da cinética de oxidacao desses peptideos.

Iv.2.3 Experimentos de Footprinting na Linha de Luz D06B do
LNLS

Para solucionar essas limitagdes, novos experimentos de footprinting
foram realizados na linha de luz D0O6B do LNLS. A linha D06B era utilizada
para experimentos de litografia de raios-X e, portanto, ndo contava com
nenhum dispositivo Optico que cortasse fotons na regido espectral de interesse.
Desse modo, trés mudancas foram implementadas nessa linha para torné-la
ainda mais adequada para a realizacdo dos experimentos de interesse: 1)
substituicio do porta-amostras anterior por um sistema controlado
remotamente por computador, que permite o posicionamento de até 6
amostras sem a necessidade de reabrir a estagdo experimental; i1) instalagdo de
um shutter rapido, com resolucao da ordem de dezenas de ms; iii) adequacao
do software de controle dos dispositivos da linha. A Figura 41 apresenta uma
foto da estacdo experimental da linha XRL; € interessante notar que nessa
nova linha de luz a amostra fica localizada a poucos centimetros da saida do

feixe, o que maximiza a eficiéncia do processo.
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Figura 41 - Estagdo experimental da linha de luz XRL, onde foram realizados os experimentos de
Jootprinting. Os indices I e II indicam respectivamente o porta-amostras (capacidade para 6 amostras) e o

shutter rapido.

Antes da realizagdo de experimentos com proteinas, a linha XRL passou
por dois testes de caracterizacdo: posicionamento do porta-amostras e
determina¢do do intervalo de tempo no qual a dosagem de radicais hidroxila
variava de acordo com o tempo de exposi¢cdo. Foi descrito na literatura a
utilizacdo de moléculas “dosimetras”, utilizadas para quantificar a dose de
radicais as quais a amostra era submetida.””’ Solu¢des contendo esses
fluoroforos eram irradiadas por diferentes intervalos de tempo e apos isso, sua
fluorescéncia era medida. A reacdo dos radicais com essas moléculas levam ao
quenching de sua fluorescéncia, de modo que esse tipo de experimento
permite quantificar o teor de modificagdo e, conseqlientemente, de exposi¢ao
da amostra a radiagdo. Em geral, a molécula utilizada para esse fim era a
Alexa Fluor 488, um derivado da fluoresceinca altamente solivel em agua; os

nossos experimentos foram realizados com a diclorofluoresceina (DCF), que
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além de ser mais barato apresentou as mesmas propriedades da molécula

anterior (Figura 42).

Figura 42 — Estruturas do Alexa Fluor 488 (A) e Diclorofluoresceina (B).

O primeiro experimento na linha consistiu na caracterizagao do porta-
amostras. Essa peca apresenta 6 posigdes possiveis para o posicionamento de
tubos tipo Eppendorf 200 puL. Foram realizados experimentos para verificar se
a mesma amostra posicionada nas diferentes posi¢des e irradiadas pelo mesmo
intervalo de tempo, recebiam a mesma dosagem de radiacdo. Esses
experimentos foram realizados alinhando-se o porta-amostras na primeira
posi¢do (A) e irradiando em todas as posigdes de modo automatico
(controlado pelo computador). Os resultados estdo apresentados na Figura 43.
E possivel notar pelo grafico que uma das posi¢des (F) aparentemente recebe
uma quantidade de radiagdo diferente das outras posi¢des e, portanto, essa

posicao nao foi utilizada para os outros experimentos.
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Figura 43 - Intensidade da fluorescéncia da amostra irradiada nas diferentes posi¢des do porta-amostras (n =

3).

A proxima etapa consistiu na caracteriza¢cdo dos intervalos de tempo de
exposi¢ao da amostra. Os objetivos desse experimento foram determinar se
dose de exposi¢dao ¢ proporcional ao tempo de exposi¢do (ou seja, se nao
ocorre saturacdo do meio a partir de um intervalo de tempo, onde ndo haveria
mais oxida¢do) e se essa relagdo mantinha sua tendéncia ao longo do
experimento. Solu¢des aquosas de qualquer analito (tanto a DCF quanto
peptideos e proteinas) em baixas concentragdes (WM) podem ter sua cinética
de oxidagdo aproximada a de pseudo-primeira ordem. Isso resulta do fato da
agua estar em concentragdes muito superiores ao analito, de modo que esse € o
fator limitante da reacdo. Desse modo, pode-se considerar a reacdo de

radiolise como:
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M—P +P,+Py+..=3 P
P
onde M e P sdo respectivamente o analito € o produto. Por definicdo, a
concentracao inicial de peptideo ¢ 1, M ¢ a fragdo do analito ndo-modificado e
P; ¢ a fragdo do i-ésimo produto de oxidagdo. Ao longo do experimento,
considerando reagdes somente de modificagdo (auséncia de clivagem), a
concentragao total do analito permanece inalterada, ou seja:
M+Y P=1
par

Como a velocidade da reagdo ¢ limitada pela presenga de analito (a
concentragdo de radical permanece inalterada), a taxa de decaimento de M ¢
dada pela equagao:

dM/dt = -kM

ou seja, ocorre um decaimento exponencial de M em func¢do do tempo
(k ¢ a constante de velocidade da reacdo). A concentragdo de M pode ser
obtida em qualquer momento do experimento pela integracdao da equagdo
anterior:

M — e-kt

A constante de velocidade da oxidagdo pode ser obtida pelo ajuste nao-

linear da equagdo anterior:
In M= - kt

Isso significa que tracando-se uma curva de M em fung¢do do tempo
pode-se obter o valor de k, que serd subseqlientemente utilizado na
comparagdo de peptideos em duas condi¢des distintas: uma diminui¢do de k
de um peptideo apos a interacdo da proteina com seu ligante significa que sua

cinética de oxidacao foi diminuida em funcao da protecao a oxidagao.
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A curva dose-resposta para a solucdo de DCF irradiada por diferentes
intervalos de tempo esta mostrada na Figura 44A. A fluorescéncia de DCF
diminui exponencialmente com o aumento do tempo de exposicdo, fato esse
compativel com uma cinética de pseudo-primeira ordem. A Figura 44B
apresenta o ajuste linear para a curva anterior; o fato de a linearidade ser
mantida no intervalo de 100-1000 ms indica que esse intervalo de tempo pode

ser utilizado em experimentos de footprinting com proteinas.
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Figura 44 - (A) Intensidade da fluorescéncia de DCF em funcdo do tempo de exposigdo. (B) Linearizagdo da

curva (A) de acordo com as equagdes anteriores.

IV.2.4  Quantificacao de Cinética de Oxidacao pelo Método Label-Free

Conforme descrito anteriormente, o método utilizado para o célculo de
cinética de oxidagdo de peptideos em experimentos de footprinting pode
subestimar tais taxas. Isso ocorre em virtude do fato de serem considerados
como produtos de oxidacao somente as espécies +14 e +16. Com o objetivo de
aumentar a confiabilidade nas taxas de oxidacdo obtidas nesse experimento,

foi proposto um novo método de quantificagdo, conhecido como label-free
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202,203,204 ’ .
227 Embora esse método tenha sido

(sem adi¢do de marcagdo isotopica).
aplicado ha muitos anos para moléculas pequenas, os primeiros exemplos com
peptideos datam do inicio dessa década, em virtude de dificuldades
experimentais principalmente relacionadas com a etapa cromatografica. Nesse
caso, ao invés de considerar somente algumas modificagdes especificas para
realizar a quantificacdo, todas as modificagdes sdo consideradas, inclusive
oxidagdes multiplas do peptideo e até mesmo eventuais modificagdes ainda
nao descritas na literatura. Experimentalmente, a quantificacdo ¢ realizada
calculando-se somente a area do pico cromatografico referente ao peptideo
nao-modificado. Com isso, considera-se que a diminui¢cdo de intensidade do
pico cromatografico corresponde a alguma modificacdo. Do ponto de vista
experimental, além desse método considerar todas as possiveis modificagdes
em um determinado peptideo, ele ¢ ainda mais simples de ser implementado,
visto que para cada ion ¢ necessdria calcular a drea de somente um pico
cromatografico e ndo mais trés (peptideo ndo-modificado e os produtos +14 ¢
+16). Além disso, existem alguns softwares com a capacidade de automatizar
todo esse processo, 0 que aumentaria significativamente a velocidade de
analise.

A 1implementacdo da rotina do método de label-free passa pela
necessidade de um sistema cromatografico extremamente reprodutivel, tanto
do ponto de vista quali como quantitativo. Em geral, a analise quantitativa ¢
realizada em experimentos de LC-MS e ndo LC-MS/MS; isso € feito para
obtengdo de um maior nimero de pontos no pico cromatografico, o que
aumenta a exatidao dessa analise. Desse modo, a identidade dos peptideos nao
¢ mais associada ao seu espectro de dissociacdo. Os Unicos parametros que
permitem identificar uma espécie nessas analises sdo o tempo de retencao

cromatografico, a m/z e o perfil do padrao isotopico. Além disso, do ponto de
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vista quantitativo, a andlise realizada considerando-se os produtos +14 e +16
eram internamente normalizadas, ou seja, caso houvesse algum erro na inje¢ao
ou na propria cromatografia, idealmente todas as espécies seriam afetadas
proporcionalmente, o que permitia a normalizacdo e conseqiientemente a
eliminagdo desse erro; por outro lado, o método proposto ndo permite essa
normalizagdo, visto que somente uma espécie € quantificada. A Figura 45
apresenta 5 cromatogramas de um digesto de mioglobina exposta por
diferentes intervalos de tempo. E importante notar nessa figura a altissima
reprodutibilidade de tempo de retencdo, aliada a uma grande resolucao
cromatografica que garante um minimo de co-eluigdo de peptideos; isso ¢
extremamente desejavel quando se realiza uma anélise quantitativa para evitar
a supressao idnica. Além disso, € possivel observar pelas correntes idnicas
extraidas para 3 diferentes peptideos as diferentes cinéticas de oxidagdo: o
peptideo YKELGFQG apresenta suas cadeias laterais mais suscetiveis a
oxidagdo protegidas na estrutura da mioglobina (corrente idnica permanece
praticamente constante com o aumento do tempo de exposi¢do), enquanto o
peptideo HLKTEAEMK apresenta grande diminui¢do da intensidade com o
aumento do tempo, o que indica que esse peptideo encontra-se exposto na

estrutura da mioglobina.
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Figura 45 - Cromatogramas correspondentes a digestos de mioglobina apds 5 intervalos de tempo de

exposicdo diferentes e corrente idnica extraida para 3 peptideos diferentes da mioglobina.

Outro fato que merece destaque na andlise pelo método label-free
consiste na necessidade de se garantir que a diminuigdo do pico
cromatografico referente ao peptideo nao-modificado se deve exclusivamente
a fenomenos oxidativos. Foi descrito na literatura que dependendo das
condi¢des experimentais (em especial com extensa dosagem de radicais
hidroxila), pode ocorrer a formacdo de cross-linking entre cadeias
polipeptidicas e clivagem nas ligacdes da cadeia carbdnica principal da
proteina (mediadas pela formagao de um sitio radicalar nos carbonos da cadeia
principal).”*” Para comprovar que as condigdes experimentais utilizadas nao
favoreceram esse tipo de modificacdo, foram adquiridos espectros de MS da
proteina intacta, antes € apds o maior tempo de exposicao utilizado, 800 ms

(Figura 46). E possivel observar nessa figura que os espectros de MS das duas
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espécies sdao praticamente idénticos, ndo sendo observados na amostra
irradiada produtos de massa menor (degradacdo) ou muito maior (cross-

linking) que da mioglobina.
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Figura 46 — Espectro de MS deconvoluido para as amostras controle (linha vermelha) e irradiada por 800 ms
(linha verde). A ampliagdo mostra a formagdo dos produtos de oxidacdo com o aumento do tempo de

exposicao.

Iv.2.5 Conclusoes

Dentre os diversos modos de geracdao de radicais hidroxila em solucao,
a utilizacao de luz sincrotron ¢ uma das mais interessantes, visto que devido a
sua alta densidade de fotons € possivel utilizar tempos de irradiagdo da ordem

de ms. Esses curtos tempos de exposicdo garantem que nao ocorram mudangas
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conformacionais enquanto os radicais sdo gerados, o que acarretaria na
oxidagdo de sitios anteriormente protegidos na estrutura da proteina ou na
superficie de interagdo em complexos protéicos. Apds 0s primeiros
experimentos em uma linha de diagndsticos de feixe no LNLS, foi
desenvolvida a instrumentagdo necessaria para a realizacdo desses
experimentos com resolucao temporal. Isso incluiu o desenvolvimento de um
shutter com capacidade de permitir a passagem da radiacdo por intervalos de
tempo da ordem de ms, um porta-amostras localizada logo na saida do feixe,
capaz de suportar até 5 amostras simultaneamente ¢ um sistema controlado
por computador capaz de controlar esses dispositivos, bem como alinhar o
feixe de luz com a amostra, garantindo maior aproveitamento dos fotons. Para
determinacdo de quais tempos de exposi¢do poderiam ser utilizados para a
amostra, utilizou-se o reagente diclorofluoresceina como “dosimetro
molecular”, o que permitiu concluir que nos experimentos conduzidos no
intervalo de 100-1000 ms obtém-se quantidade proporcional de radicais
hidroxila com o tempo de exposicao.

Para determinagdao da cinética de oxidagdo dos peptideos em
experimentos de footprinting, foi proposta uma nova metodologia de
quantificacdo conhecida como label-free. Nesse caso, a quantidade de
peptideo ndo-modificado foi calculada somente de acordo com a diminuig¢ao
da intensidade do ion correspondente no espectro de MS. Essa abordagem,
além de mais simples do ponto de vista experimental, considera todos os
possiveis produtos de oxidacdo gerados, inclusive produtos de oxidagao
multiplos e ainda ndo descritos na literatura. Essa abordagem ¢ diferente no
sentido de ndo considerar somente os produtos de oxidacdo mais comuns para
aminoacidos alifaticos (+14 e +16), o que pode subestimar significativamente

a cinética de oxidagao dos peptideos.
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IV.3ESTUDO DE INTERACAO ENTRE AS PROTEINAS TIF34 E
TIF35 DE SACCHAROMYCES CEREVISIAE

IV.3.1 Introducao

Conforme descrito na Introdugdo, anélises de similaridade de seqiiéncia
apontaram a proteina Tif34 como pertencente a familia de proteinas
conhecidas como WD-repeat. Essa classe de proteinas ¢ conhecida por
apresentar dominios conservados de aproximadamente 40 a 60 aminoacidos,
comecando com o dipeptideo GH, 11-24 residuos a partir do N-terminal e
terminando com o dipeptideo WD. Entre esses dipeptideos encontra-se a
regido central conservada contendo aproximadamente 40 aminoacidos. As
proteinas dessa familia apresentam de 4 a 16 repeticdes dos dominios WD
(Figura 47A).*” A primeira estrutura de uma proteina dessa familia,
subunidade B da proteina G, foi resolvida em 1995.°” A estrutura tercidria
dessa proteina consiste em uma fS-propeller (hélice), estrutura essa altamente
simétrica constituida de varios WD-repeats. Cada uma dessas repeticdes adota
um arranjo de 4 folhas [ anti-paralelas, de modo que cada seqiiéncia
corresponde a uma repeticdo estrutural dessas folhas [ (Figura 47B).
Entretanto, cada repeti¢do ndo corresponde a uma “lamina” da hélice: cada
lamina tem 4 folhas B, sendo que na realidade a primeira delas faz parte do
ultimo trecho da repetigdo WD (Figura 47C). Essa divisao de folhas entre as

laminas apresenta grande potencial de estabilizagdo para essa estrutura.
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Figura 47 — (A) Seqiiéncia caracteristica de proteinas da familia WD-repeat. (B) Regides da seqiiéncia que
definem as caracteristicas estruturais das proteinas dessa familia; os residuos em destaque referem-se as
regides conservadas nessa estrutura. (C) Representagdo esquemadtica da estrutura tipo S-propeller, sendo as

diferentes cores as regides por onde as proteinas dessa familia podem interagir.

Embora as repeticoes WD nao apresentem nenhuma fun¢ao enzimatica,
foram atribuidas inumeras fungdes as proteinas dessa familia, tais como
sintese e processamento de RNA, controle de ciclo celular, apoptose, dentre
outras. O fato aceito na literatura hoje ¢ que os processos evolutivos atuaram
no sentido da conservagdo da estrutura do tipo f-propeller, uma vez que essa
estrutura apresenta um alto grau de exposicdo da sua superficie (regides
superior, inferior e lateral, além do canal interno). Esse fato indica que
aparentemente essa estrutura serviria como uma plataforma eficaz para um
grande nimero de interagdes proteina-proteina, sendo possivelmente muitas

. 2
delas simultaneamente.””
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Com relacdo a proteina Tif34 e seu complexo com a Tif35, estruturas de
alta resolu¢do nao foram obtidas para esses sistemas at¢ o momento. Tif34 ¢
uma proteina razoavelmente grande para os padrdes atuais de RMN (39 kDa);
o complexo com Tif35 apresenta massa aproximada de 59 kDa. Além disso, a
estrutura de Tif35 ¢ altamente desordenada, o que dificulta significativamente
analise por RMN. Um outro agravante para a utilizacdo dessa técnica consiste
na baixa estabilidade do sistema, mesmo em condigdes de alta forca idnica (o
complexo precipita quando armazenado por mais de alguns dias a 4° C em
presenca de tampao fosfato com 150 mM de sal). Esse complexo também foi
submetido a milhares de tentativas de cristalizacao ao longo dos ultimos anos,
sendo que em nenhum caso foi possivel obter cristais de proteina.'®

Os dados de estrutura desses sistemas de mais alta resolucao disponiveis
até o momento sdo provenientes da técnica de Espalhamento de Raios-X a
Baixos Angulos (SAXS, Figura 48)."” Os modelos obtidos por homologia
permitem concluir que o envelope da proteina Tif34 ¢ coerente com a
estrutura tipo S-propeller, onde ha uma estrutura circular com uma cavidade
central. Além disso, ¢ possivel observar no modelo do complexo que a
interacdo ocorre pela porcdo lateral do anel (e ndo pelas partes inferior e
superior) e que nao héa grandes mudangas conformacionais em Tif34 induzidas
pelo acoplamento do ligante. Entretanto, devido a alta simetria da estrutura
dessa proteina, ndo ¢ possivel determinar pelo modelo obtido por SAXS qual

o sitio de interagdo entre essas proteinas.
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Figura 48 — Sobreposicdo dos modelos obtidos por SAXS e homologia para a proteina Tif34 (A) e o
complexo Tif34/Tif35 (B).'®

Em virtude das caracteristicas do complexo Tif34/Tif35, seria
extremamente interessante a utilizacdo de métodos de caracterizagao estrutural
de proteinas que permitissem a identificacdo do sitio de interagdo entre essas
espécies utilizando para isso pequenas quantidades de amostras e técnicas
experimentais rapidas e que envolvessem a menor manipulagdo possivel da
amostra. Com isso, esse complexo foi analisado utilizando-se as técnicas
descritas nas se¢des anteriores, cross-linking e footprinting acoplados a

Espectrometria de Massas.
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IV.3.2 Cross-Linking do Complexo Tif34/Tif35

ApoOs a ultima etapa de purificacdo (cromatografia de gel filtracdo), o
complexo Tif34/Tif35 foi submetido a reacdo de cross-linking com o reagente
DSS. A Figura 49 apresenta o gel de SDS-PAGE do material de partida e dos

produtos de reacao.
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Figura 49 — SDS-PAGE da reagdo de cross-linking entre Tif34, Tif35 e DSS.

E possivel notar que o complexo nativo se dissocia nas condi¢des em
que o gel ¢ realizado, sendo possivel observar as bandas isoladas das proteinas
Tif34 (39 kDa) e Tif35 (20 kDa). Por outro lado, ¢ nota-se que a adicao de
DSS resulta na diminui¢do da intensidade das bandas referentes as proteinas
isoladas bem como no aparecimento de uma banda difusa na regido de
60 kDa, correspondente ao complexo covalente formado mediante a adi¢ao do
cross-linker. A presenga de uma mancha na regido correspondente aos

produtos de reacao (e ndo uma banda bem definida) ¢ esperada, em virtude da
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possibilidade da formacao de varios produtos da reagdo, tais como dead-end ¢
produtos de multiplas modificagdes. A regido do gel referente aos produtos de
interesse foi recortada, digerida com tripsina e analisada por LC-MS/MS.
Embora a digestdo de proteinas em solugdo resulte em geral em maior grau de
cobertura e maior eficiéncia da proteolise, essa abordagem foi preterida em
relagdo a anterior com o objetivo de enriquecer os peptideos modificados.
Como descrito nas se¢des anteriores, uma das grandes dificuldades da
identificacdo dessas espécies esta no fato de que os peptideos de interesse
encontram-se em quantidades subestequiométricas na amostra; com isso,
mesmo com a analise de MS acoplada a LC a supressao de ionizagdo dessas
espécies ¢ comumente observada, principalmente para complexos de
aproximadamente 60 kDa. Como controle, as bandas referentes as proteinas
Tif34 e Tif35 também foram recortadas, digeridas e analisadas via LC-
MS/MS.

A andlise dos dados foi realizada utilizando-se o software ASAP

175 O ASAP cria uma lista tedrica de

(http://rosweel.ca.sandia.gov/~mmyoung).
possiveis m/z baseado na seqiiéncia das proteinas utilizadas dentro de um
determinado erro. Além disso, o programa permite também estipular a enzima
utilizada para a digestdo, bem como a presenca de modificagdes fixas ou
variaveis. Para reduzir consideravelmente a taxa de falso positivo, um ion sé
foi considerado como contendo cross-linker se apresentasse as seguintes
caracteristicas: ndo fosse encontrado no experimento  controle
(Tif34p/HisTif35N digeridas em solugdo sem o cross-linker) € se o erro
calculado para a espécie modificada estivesse dentro da faixa de erro dos

peptideos ndo ligados, valores esses obtidos pelo programa MASCOT

(tipicamente da ordem de 10 ppm). Os dados obtidos permitiram a construgao
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de um mapa de ligagdes cruzadas entre essas proteinas, apresentado na Figura

50.
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Figura 50 — Representacdo esquematica das ligagdes obtidas pela analise de MS do complexo Tif34/Tif35
ligado por DSS. Os retingulos vermelhos representam as posicdes dos residuos de lisinas ao longo da

seqiiéncia das proteinas.

Nota-se pela figura acima uma grande especificidade frente algumas
lisinas na formacao de cross-linking. No caso da Tif34, ha trés regides apenas
onde cross-linking sdo observados: no N-terminal (residuo N-terminal e
primeira lisina da cadeia), na regido central (duas lisinas vizinhas na estrutura
de Tif34) e no C-terminal (duas das trés tltimas lisinas da cadeia). As outras
lisinas, apesar de numerosas, ndo apresentam ligagdes cruzadas, mostrando a
especificidade do método em relagdo a localizagdo das lisinas na estrutura da
proteina. Além de peptideos com cross-linking intra e intercadeia, o ASAP
também gerou uma lista contendo alguns peptideos dead-end. No caso de
modificacoes dead-end, a extensao da modificacdo € bem maior, uma vez que
o cross-linker necessita conectar-se somente a um residuo. Mais uma vez ¢

importante ressaltar a importancia da identificagdo desses ions, uma vez que
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os dead-end indicam quais os residuos encontram-se na superficie exposta da
proteina. A Figura 51 apresenta o modelo de homologia da proteina Tif34p,

onde foram destacadas as lisinas mais reativas com o DSS.

Figura 51 — Modelo de homologia da proteina Tif34p, onde as lisinas marcadas em vermelho, azul e amarelo
representam respectivamente residuos com maior tendéncia a formacao de peptideos com cross-linking intra
ou intermolecular; residuos onde ocorre formagao preferencial de dead-end; e um residuo que formou tanto

cross-linking intermolecular quanto dead-end.

A presenca de somente trés regides contendo DSS muito bem definidas
em Tif34p indica que essas sdo as superficies de interacdo dessa proteina com
Tif35. Isso ¢ muito significativo no caso da Tif34p, uma proteina
razoavelmente grande (cerca de 39 kDa) e que apresenta um grande ntimero
de lisinas. Caso os cross-linking observados fossem falso-positivos, seria de se
esperar uma distribui¢do aleatéria de residuos conectados e ndo uma
especificidade na seqiiéncia tdo grande quanto esta. Além disso, a observagao

do modelo de homologia dessa proteina indica que o N- e o C-terminal estao
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espacialmente bem proximos, enquanto a outra regido central encontra-se
simetricamente oposta a essa face. Finalmente, a maioria dos residuos
modificados com dead-end encontra-se localizada em regides adjacentes

aquelas que apresentam cross-linking.

IvV.3.3 Footprinting do Complexo Tif34/Tif35

Experimentos de footprinting foram realizados para a proteina Tif34 e o
seu complexo com Tif35, com o intuito de desvendar o sitio de interacao entre
essas proteinas. Esses experimentos foram realizados na linha de luz D06B do
LNLS, cuja instrumentacao foi descrita na secdo IV.2.3. A quantificacdo das
taxas de oxidac¢do dos peptideos gerados pela digestdo triptica de Tif34 foi
realizada pelo método label-free descrito anteriormente. Como mencionado
anteriormente, a técnica de label-free requer uma alta reprodutibilidade
cromatografica, tanto do ponto de vista quali como quantitativo. A Figura 52
apresenta a sobreposicdo de cromatogramas de 5 tempos de exposi¢cdo
diferentes para a proteina Tif34. Como no caso da mioglobina, pode-se notar a
excelente reprodutibilidade cromatografica, sendo os tempos de retengao do
mesmo peptideo nas diferentes corridas praticamente idénticos. Além disso,¢é
interessante notar que alguns peptideos (tempo de retengdo de 28.14 e 28.64
min) apresentam intensidades praticamente constantes em fun¢ao do tempo de
exposi¢do, enquanto outras espécies (tempo de retencao de 36.31 e 38.59 min)
apresentam grande decréscimo na intensidade com o aumento do intervalo de
exposicao a radicais hidroxila. Esses fatos demonstram claramente a alta

sensibilidade da técnica para peptideos com diferentes cinéticas de oxidacao.
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Figura 52 — Sobreposi¢do de cromatogramas da proteina Tif34 exposta a radiagdo sincrotron por diferentes

intervalos de tempo (400-800 ms).

Outro pré-requisito para a utilizacdo de label-free na quantificagdo
dessas espécies esta no fato de que a diminuigdo da intensidade dos peptideos
deve ser relacionada somente a processos oxidativos, ou seja, ndo deve estar
relacionada a degradacdo da proteina. Com o intuito de provar que a estrutura
de Tif34 mantinha-se intacta apos os diferentes intervalos de tempo de
exposi¢do, as amostras foram analisadas por SDS-PAGE (Figura 53). E
possivel notar que mesmo apds o maior tempo de irradiagdo da amostra,
bandas referentes a degradagdo ou produtos de cross-linking das proteinas
estdo ausentes no gel. Com isso, demonstrou-se que label-free poderia ser

utilizado na quantificacio da cinética de oxidacgdo dos peptideos de interesse.
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Figura 53 — SDS-PAGE da proteina Tif34 irradiada por diferentes intervalos de tempo.

Como esse sistema apresenta as caracteristicas necessarias, os peptideos
gerados da digestao triptica e posteriormente identificados por analise de LC-
MS/MS foram quantificados pelo método label-free. Desse modo, a cinética
de oxidacao foi aproximada para pseudo-primeira ordem, onde a concentragao
de peptideo era o fator limitante da reagdo. A intensidade do sinal referente a
cada peptideo foi utilizada para o calculo dessa constante, sendo que uma
curva do tipo dose-resposta foi obtida pela integracdo do sinal de cada espécie
em funcao do tempo. O coeficiente linear dessa reta resultou nos valores que
foram posteriormente comparados para a proteina isolada e proteina na
presenga do ligante. As Figura 54A e B apresentam os cromatogramas
alinhados para o peptideo que engloba os aminoacidos 18-32
(GSHMASMTGGQQMGR) da seqiiéncia da HisTif34 (m/z 512.5, 3+). E
possivel observar que em ambos 0s casos a intensidade desses ions decresce
em fun¢dao do aumento de exposi¢do ao raio-X, fato esse esperado em virtude
da formacao de diferentes produtos de oxidagdo. A Figura 54C apresenta o
grafico dessas intensidades em fung¢do do tempo, sendo que a linearizagao
dessa curva (Figura 54D) permite obter a cinética de oxidacdo para esse

peptideo nas duas condicdes distintas. E interessante notar que esse peptideo
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apresenta maior cinética de oxidagdo quando a proteina se encontra na sua
forma complexada. Esse fato seria possivel caso a Tif34 viesse a sofrer
alguma mudanga conformacional induzida por Tif35 que expusesse mais esse
peptideo ao solvente. Entretanto, conforme descrito na literatura, proteinas
com estrutura tipo p-propeller nao apresentam grandes mudangas
conformacionais induzidas por ligantes devido a rigidez de sua estrutura.”*® A
explicagdo proposta para esse fato ¢ que no caso da proteina isolada, ela ¢
expressa com a cauda de afinidade (HisTag); por outro lado, no complexo esse
grupo encontra-se na proteina Tif35, deixando o N-terminal de Tif34 livre e
mais suscetivel a oxidagao. Isso mais uma vez demonstra a sensibilidade da
técnica, uma vez que pequenas alteracdes no ambiente do peptideo podem ser

detectadas pela alteragdo do valor da taxa de oxidacao.
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Figura 54 - Perfil cromatografico do ion de m/z 512.5 (3+) em fung&o do tempo de exposicdo para a proteina
Tif34 isolada (A) e complexada com Tif35 (B). (C) Grafico da intensidade do ion em funcdo do tempo de

exposicdo. (D) Linearizagdo do grafico anterior, de onde € possivel obter as diferentes taxas de oxidagao.

As Figura 55A e B apresentam os cromatogramas alinhados para o
peptideo 179-196 IITHEGLDAATVAGWSTK) de HisTif34 (m/z 624.0, 3+).
Diferentemente do caso anterior, esse peptideo apresenta perfis
cromatograficos bem diferentes para a proteina isolada e complexada: no caso
da proteina livre em solugdo, esse peptideo € rapidamente oxidado, de modo
que apdés 500 ms praticamente ndo ¢ possivel observa-lo mais no
cromatograma. Isso indica que os sitios de oxidacao dessa espécie estdo muito

expostos ao solvente. Por outro lado, quando na presenca de Tif35 sua cinética
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de oxidagao ¢ drasticamente reduzida (Figura 55C e D), indicando alto grau de
protecdo ao solvente induzida pela complexacao com o ligante. Desse modo,
pode-se concluir por esses dados que esse peptideo se encontra na superficie

de interacao entre essas duas proteinas.
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Figura 55 - Perfil cromatografico do ion de m/z 624.0 (3+) em funcdo do tempo de exposigdo para a proteina
Tif34 isolada (A) ¢ complexada com Tif35 (B). (C) Grafico da intensidade do ion em fungdo do tempo de

exposicdo. (D) Linearizagdo do grafico anterior, de onde € possivel obter as diferentes taxas de oxidagao.

Os mesmos calculos apresentados acima foram realizados para os outros
peptideos identificados pela analise de Tif34. A Figura 56 apresenta as taxas
de oxidacao desses peptideos tanto na proteina isolada quanto na presenga de

Tif35, onde ¢ possivel notar a presenga de duas regides em Tif34 que
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apresentam cinéticas de oxidacdo consideravelmente diminuidas mediante
interagdo com Tif35: aminoacidos 130-196 e 294-367. Conforme descrito
anteriormente, a diminui¢do dessa taxa esta associada a prote¢do de oxidacao
pela interagdo com o ligante, o que significa que Tif35 interage com Tif34
nessas duas regides. A Figura 57 apresenta o modelo de homologia de Tif34,
estando as regides protegidas destacadas na estrutura. E interessante notar que
essas regides encontram-se espacialmente opostas uma a outra na estrutura
simétrica de Tif34, além de serem constituidas do mesmo motif estrutural: trés

folhas B seguidas de quatro folhas .
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Figura 56 — Comparacdo da cinética de oxidagdo dos peptideos de Tif34 na presenca e auséncia de Tif35. As
regides com maior diferenca de taxas de oxidacdo na presenca e auséncia do ligante estdo marcadas com o

quadrado verde.
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Figura 57 — Modelo de homologia de Tif34, onde os sitios protegidos de oxidagdo pela ligagdo com Tif35

estdo mostrados em amarelo.

E interessante notar a complementaridade das técnicas: os peptideos de
Tif34 que foram encontrados ligados a Tif35 pela técnica de cross-linking
foram aqueles que apresentam alto grau de exposicdo ao solvente,
determinado pela técnica de footprinting. Esse fato era esperado visto que, do
mesmo modo que radicais hidroxila necessitam de acessibilidade para atacar a
cadeia lateral dos aminoacidos, cross-linkers também necessitam que a cadeia

lateral da lisina esteja exposta para que a reacao possa ocorrer (Figura 58).
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Footprinting

MKAIKLTGHERPLTQVKYNKEGDLLFSCSKDSSASVWYS
LNGERLGTLDGHTGTIWSIDVDCFTKYCVTGSADYSIKLW
DVSNGQCVATWKSPVPVKRVEFSPCGNYFLAILDNVMKN
PGSINIYEIERDSATHELTKVSEEPIHKIITHEGLDAATVAG
WSTKGKYIIAGHKDGKISKYDVSNNYEYVDSIDLHEKSISD
MQFSPDLTYFITSSRDTNSFLVDVSTLQVLKKYETDCPLNT
AVITPLKEFIILGGGQEAKDVTTTSANEGKFEARFYHKIFEE
EIGRVQGHFGPLNTVAISPQGTSYASGGEDGFIRLHHFEK
SYFDFKYDVEKAAEAKEHMQEAN

Cross-Linking

MKAIKLTGHERPLTQVKYNKEGDLLFSCSKDSSASVWYS
LNGERLGTLDGHTGTIWSIDVDCFTKYCVTGSADYSIKLW
DVSNGQCVATWKSPVPVKRVEFSPCGNYFLAILDNVMKN
PGSINIYEIERDSATHELTKVSEEPIHKITHEGLDAATVAG
WSTKGKYIIAGHKDGKISKYDVSNNYEYVDSIDLHEKSISD
MQFSPDLTYFITSSRDTNSFLVDVSTLQVLKKYETDCPLNT
AVITPLKEFIILGGGQEAKDVTTTSANEGKFEARFYHKIFEE
EIGRVQGHFGPLNTVAISPQGTSYASGGEDGFIRLHHFEK
SYFDFKYDVEKAAEAKEHMQEAN

Figura 58 - Regides de Tif34 oxidadas nos experimentos de footprinting (em vermelho) e modificadas com

DSS nos experimentos de cross-linking (em vermelho).

Além disso, em ambos os casos € possivel notar que os dados de
interacdo demonstraram a presenca de duas regides distintas em Tif34
responsaveis pela ligagdo entre as proteinas. Essas duas regides encontram-se
opostas no modelo de homologia de Tif34, sendo constituidas pelo mesmo
motif estrutural: quatro folhas B seguidas de trés folhas . Desse modo, foi
proposta a existéncia de dois sitios de interacao entre essas proteinas, fato esse
que explica os dados complementares obtidos pelas duas técnicas utilizadas
(Figura 59). Esses dados reforgam a idéia de que estruturas do tipo S-propeller
sdo excelentes suportes para multiplas interacdes tipo proteina-proteina,
principalmente pela fato de apresentar uma grande &rea superficial que

y1.e . A 2
favorece contatos multiplos e simultaneos.*”
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Figura 59 - Modelo de interagdo entre as proteinas Tif34 (modelo de homologia) e Tif35 (em laranja),

baseado nos dados provenientes de experimentos de cross-linking e footprinting.

IvV.34 Conclusoes

O complexo Tif34/Tif35 apresenta caracteristicas que dificultam
consideravelmente seu estudo por técnicas de alta resolugdo: baixa
estabilidade, tamanho relativamente grande, dificuldades para obtencdo em
larga escala, agregacao quando muito concentrado, dentre outros. Em virtude
desses fatos, CRP ¢ RMN nao foram capazes de fazer a caracterizagao

estrutural desse composto. Com isso, as técnicas de cross-linking e
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footprinting descritas nas secOes anteriores mostraram-se extremamente
adaptadas ao complexo: sdo técnicas que necessitam pequenas quantidades de
amostra (de fato, em uma indu¢do em 2 L de meio de cultura de bactéria cerca
de 5% do complexo obtido apos a purificagdo era utilizado nos experimentos),
com manipulagdo minima e rapida.

Nao sO0 as técnicas mostraram-se capazes de lidar com essas
dificuldades, mas os resultados obtidos nos experimentos de footprinting e
cross-linking mostraram-se extremamente complementares. Em ambos os
casos, os dados obtidos indicaram a presenga de dois sitios em Tif34 de
possivel interagdo com Tif35. Esses sitios encontram-se em regides opostas na
estrutura simétrica de Tif34, sendo compostos pelo mesmo motif estrutural:
quatro folhas B seguidas de trés folhas . A possibilidade de dois sitios de
interacdo em Tif34 estd de acordo com sua estrutura tipo [S-propeller,
reconhecidamente importante para interacdes proteina-proteina devido a sua
alta area superficial. Vale destacar ainda que esses dados estdo de acordo com
os previamente obtidos pela técnica de SAXS, onde foi possivel notar que a
interacdo entre essas proteinas se da pela face lateral de Tif34 (e ndo pela parte
superior ou inferior). Pelos dados de SAXS entretanto ndo foi possivel definir
conclusivamente a real localizacdo dos sitios de interacdo bem como a

presenca de mais de um sitio, em virtude da natureza simétrica da estrutura de

Tif34.
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V CONCLUSOES GERAIS

Um dos principais desafios para a compreensdo mais detalhada dos
fenomenos biologicos esta relacionado ao modo como as proteinas interagem.
Intmeros projeto de interactoma estao sendo conduzidos atualmente com esse
objetivo, sendo que um grande numero de interacdes proteina-proteina tem
sido relatado na literatura. Embora o conhecimento da identidade das proteinas
seja fundamental, a seqiiéncia priméaria ndo permite a elucidagdo dos
mecanismos quimicos pelos quais ocorrem esses processos. Desse modo, a
Genomica Estrutural visa a elucidagdo em larga escala da estrutura espacial de
proteinas e suas interagdes. Entretanto, os métodos de caracterizacdo de
estrutura de proteinas de alta resolucdo ndao sdo compativeis com as
necessidades atuais, em virtude do grande nimero de alvos de interesse.

Em vista desse fato, essa Tese objetivou o desenvolvimento de técnicas
em Espectrometria de Massas aplicadas a obten¢do de dados estruturais de
proteinas e suas interacoes. MS constitui a principal técnica de caracterizacao
de estrutura primaria de proteinas devido as suas vantagens, tais como alta
sensibilidade aliada a velocidade de anélise e relativa facilidade. Essas
vantagens seriam indiscutivelmente atraentes quando aplicadas também a

estruturas superiores de proteinas.
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A primeira técnica estudada foi a de cross-linking, onde ligagdes
covalentes sdo formadas entre a cadeia lateral de determinados aminoacidos
com reagentes conhecidos como cross-linkers. O conhecimento do
comprimento da cadeia desse reagente permite sua utilizagdo como réguas
moleculares que fornecem restri¢des espaciais para a obten¢ao de modelos da
estrutura da proteina. Dentre os varios reagentes disponiveis, o diéster de N-
hidroxisuccinimida do acido subérico (DSS) ¢ o mais utilizado, devido a sua
disponibilidade comercial e caracteristicas da cadeia espagadora. Com isso,
foram desenhados peptideos modelos que apds reacdo com DSS e digestao
com tripsina gerassem espécies que mimetizassem experimentos com
proteinas. Esses peptideos foram utilizados para a elucidagdo dos mecanismos
de fragmentacdo de peptideos contendo cross-linkers, uma vez que esse € o
unico modo possivel para a atribuicdo inequivoca dos sitios ligados. Esses
mecanismos foram propostos utilizando os dados provenientes de
experimentos utilizando tanto MALDI quanto ESI. Dentre as varias propostas
de fragmentagcdo, uma se mostrou extremamente interessante, uma vez que
apontou a formacdo de ions caracteristicos para a presenga do cross-linker.
Esses ions caracteristicos foram posteriormente utilizados em experimentos do
tipo Varredura de fons Precursores. A presenga de trés ions marcadores ndo s6
aumentou a seletividade do método, como também permitiu a elaboragao de
uma rotina a ser implementada em um software que vise a identificacao
automatizada de espécies ligadas.

Outro método envolvendo MS utilizado foi o footprinting, no qual sao
utilizados sondas para avaliar o grau de exposicao de residuos ao solvente.
Com esse fim, foi desenvolvida no Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron
uma fonte de luz que permitia a obtencdo de radicais hidroxila na solugdo de

proteina. A taxa de modificagdo de determinado peptideo em dois ambientes
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distintos pode ser correlacionada com alguma mudancga conformacional da
proteina. Para o célculo dessa cinética de oxidagao, foi proposto um método
alternativo ao descrito na literatura, conhecido como /abel-free. Diferente do
proposto em alguns artigos, esse método avalia todos os produtos de oxidagdo
possiveis, como produtos de multiplas oxidacoes e até mesmo produtos ainda
nao descritos na literatura. Desse modo, esse método permite a quantificagao
mais exata das taxas de oxidag¢ao dos peptideos de interesse.

As técnicas de cross-linking e footprinting foram posteriormente
aplicadas ao complexo Tif34/Tif35 de Saccharomyces cerevisiae, proteinas
constituintes do fator de iniciacdo de traducdo 3 (elF3). Esse complexo, de
aproximadamente 60 kDa, apresenta caracteristicas que impossibilitaram a
utilizagcdo de técnicas de alta resolugdo para a sua caracterizac¢ao, tais como
instabilidade e impossibilidade da obtencdo de monocristais. Desse modo,
cross-linking e footprinting mostraram-se extremamente adequadas para a
obten¢do de dados estruturais desse complexo. Além disso, os dados obtidos
pelas duas técnicas mostraram-se totalmente complementares, tendo sido
possivel a determinagdo de dois sitios de interacio entre essas proteinas. Esses
sitios encontram-se em regides opostas na estrutura simétrica de Tif34, além
de apresentarem grande similaridade em suas caracteristicas estruturais. A
possibilidade de mais de um sitio de interagdo em Tif34 ¢ resultante das
caracteristicas estruturais de proteinas com enovelamento do tipo S-propeller,
o qual possui grande area superficial que permite multiplas interagdes,
inclusive simultaneamente.

Finalmente, a técnica de Espectrometria de Massas pdde ser aplicada
nesses estudos com todas suas vantagens intrinsecas, de modo que o estudo de
estrutura de proteinas e suas interagdes podem se beneficiar ainda mais desta

técnica.



VI — Bibliografia 141

VI BIBLIOGRAFIA

' Nelson D. L.; Cox M. M. Lehninger Principles of Biochemistry, Fourth Edition.

Cambridge, W. H. Freeman, 2004.

? Montelione G. T.; Anderson S. Nature Struct. Biol., 6, 11-12, 1999.

3 Adams M. A.; Suits M. D. L.; Zheng J.; Jia Z. Proteomics, 7, 2920-2932, 2007.

* Lesk A. M. Introduction to Protein Architecture. New York, Oxford University Press,
2001.

> Fersht A. Structure and Mechanism in Protein Science. Cambridge, W. H. Freeman, 1999.
® Jones S.; Thornton J. M. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93, 13-20, 1996.

7 Alberts B. Cell 92, 291-294, 1998.

8 Krause F. Electrophoresis, 27, 2759-2781, 2006.

? Robinson C. V.; Sali A.; Baumeister W. Nature, 450, 973-982, 2007.

' Kuriyan J.; Eisenberg D. Nature, 450, 983-990, 2007.

"' Bai H.; Ma W.; Liu S ; Lai L. Proteins, 70, 1323-1331, 2008.

12 Pang C. N. L.; Krycer J. R.; Lek A.; Wilkins M. R. Proteomics, 8, 425-434, 2008.

13 Keskin O.; Gursoy A.; Ma B.; Nussinov R. Chem. Rev., 108, 1225-1244, 2008.

'* Boehr D. D.; Wright P. E. Science, 320, 1429-1430, 2008.

15 Archakov A. I.; Govorun V. M.; Dubanov A. V.; Ivanov Y. D.; Veselovsky A. V.; Lewi
P.; Janssen P. Proteomics, 3, 380-391, 2003.



VI — Bibliografia 142

16 Gavin A. C.; Bésche M.; Krause R.; Grandi P.; Marzioch M.; Bauer A.; Schultz J.; Rick
J. M.; Michon A. M.; Cruciat C. M.; Remor M.; Hofert C.; Schelder M.; Brajenovic M.;
Ruffner H.; Merino A.; Klein K.; Hudak M.; Dickson D.; Rudi T.; Gnau V.; Bauch A.;
Bastuck S.; Huhse B.; Leutwein C.; Heurtier M. A.; Copley R. R.; Edelmann A.; Querfurth
E.; Rybin V.; Drewes G.; Raida M.; Bouwmeester T.; Bork P.; Seraphin B.; Kuster B.;
Neubauer G.; Furga G. S. Nature, 415, 141-147, 2002.

17 Vazquez A.; Flammini A.; Maritan A.; Vespignani A. Nature Biotech., 21, 697-700,
2003.

'8 Zhang S.; Jin G.; Zhang X. S.; Chen L. Proteomics, 7, 2856-2869, 2007.

¥ Droit A.; Poirier G. G.; Hunter J. M. J. Mol. Endocrinol., 34, 263-280, 2005.

2% Sanchez C.; Lachaize C.; Janody F.; Bellon B.; Roder L.; Euzenat J.; Rechenmann F.;
Jacq B. Nucleic Acid Res., 27, 89-94, 1999.

I Gavin A. C.; Aloy P.; Grandi P.; Krause R.; Boesche M.; Marzioch M.; Rau C.; Jensen
L. J.; Bastuck S.; Dumpelfeld B.; Edelmann A.; Heurtier M. A.; Hoffman V.; Hoefert C.;
Klein K.; Hudak M.; Michon A. M.; Schelder M.; Schirle M.; Remor M.; Rudi T.; Hooper
S.; Bauer A.; Bouwmeester T.; Casari G.; Drewes G.; Neubauer G.; Rick J. M.; Kuster B.;
Bork P.; Russell R. B.; Superti-Furga G. Nature, 440, 631-636, 2006.

22 Giot L.; Bader J. S.; Brouwer C.; Chaudhuri A.; Kuang B.; Li Y; Hao Y. L.; Ooi C. E,;
Godwin B.; Vitols E.; Vijayadamodar G.; Pochart P.; Machineni H.; Welsh M.; Kong Y;
Zerhusen B.; Malcolm R.; Varrone Z.; Collis A.; Minto M.; Burgess S.; McDaniel L.;
Stimpson E.; Spriggs F.; Williams J.; Neurath K.; loime N.; Agee M.; Voss E.; Furtak K_;
Renzulli R.; Aanensen N.; Carrolla S.; Bickelhaupt E.; Lazovatsky Y.; DaSilva A.; Zhong
J.; Stanyon C. A.; Finley Jr. R. L.; White K. P.; Braverman M.; Jarvie T.; Gold S.; Leach
M.; Knight J.; Shimkets R. A.; McKenna M. P.; Chant J.; Rothberg J. M. Science, 302,
1727-1736, 2003.

B4 S.; Armstrong C. M.; Bertin N.; Ge H.; Milstein S.; Boxem M.; Vidalain P. O.; Han J.
D. J.; Chesneau A.; Hao T.; Goldberg D. S.; Li N.; Martinez M.; Rual J. F.; Lamesch P.;
Xu L.; Tewari M.; Wong S. L.; Zhang L. V.; Berriz G. F.; Jacotot L.; Vaglio P.; Reboul J.;
Kishikawa T. H.; Li Q.; Gabel H. W.; Elewa A.; Baumgartner B.; Rose D. J.; Yu H.; Bosak
S.; Sequerra R.; Fraser A.; Mango S. E.; Saxton W. M.; Strome S.; Heuvel S.; Piano F.;



VI — Bibliografia 143

Vandenhaute J.; Sardet C.; Gerstein M.; Stamm L. D.; Gunsalus K. C.; Harper J. W,;
Cusick M. E.; Roth F. P.; Hill D. E.; Vidal M. Science, 303, 540-543, 2004.

4 Stelzl U.; Worm U.; Lalowski M.; Haenig C.; Brembeck F. H.; Goehler H.; Stroedicke
M.; Zenkner M.; Schoenherr A.; Koeppen S.; Timm J.; Mintzlaff S.; Abraham C.; Bock N.;
Kietzmann S.; Goedde A.; Toksoz E.; Droege A.; Krobitsch S.; Korn B.; Birchmeier W.;
Lehrach H.; Wanker E. E. Cell, 122, 957-968, 2005.

2 Stumpf M. P. H.; Thorne T.; Silva E.; Stewart R.; An H. J.; Lappe M.; Wiuf C. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 105, 6959-6964, 2008.

%6 Sprinzak E.; Sattath S.; Margalit H. J. Mol. Biol., 327, 919-923, 2003.

2T Wells J. A.; McClendon C. L. Nature, 450, 1001-1009, 2007.

28 Alber F.; Foster F.; Korkin D.; Topf M.; Sali A. Annu. Rev. Biochem., 77, 443-477, 2008.
* Sali A.; Glaeser R.; Earnest T.; Baumeister W. Nature, 422, 216-225, 2003.

30 puglise J. D. Nature, 450, 1171-1172, 2007.

3! Kinter M.; Sherman N. E. Protein Sequencing and Identification Using Tandem Mass
Spectrometry, New York, John Wiley & Sons, 2000.

% Yamashita M.; Fenn J. B. J. Phys. Chem., 84, 4451-4459, 1984.

33 Karas M.; Bachmann D.; Bahr U.; Hillenkamp F. Int. J. Mass Spectrom. Ion Proc., 78,
53-68, 1987.

3 Fenn J. B.; Mann M.; Meng C. K.; Wong S. F.; Whitehouse C. F. Science, 246, 64-71,
1989.

> Hunt D. F.; Zhu N. Z.; Shabanowitz J. Rapid Commun. Mass Spectrom., 3, 122-124,
1989.

3% Hunt D. F.; Henderson R. A.; Shabanowitz J.; Sakaguchi K.; Michel H.; Sevilir N.; Cox
A. L.; Appella E.; Engelhard V. H. Science, 255, 1261-1263, 1992.

37 Covey T. R.; Huang E. C.; Henion J. D. Anal. Chem., 63, 1193-1200, 1991.

38 Patterson D. H.; Tarr G. E.; Regnier F. E.; Martin S. A. Anal. Chem., 67, 3971-
3978,1995.

* James P.; Quadroni M.; Carafoli E.; Gonnet G. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 195, 58-64,
1993.



VI — Bibliografia 144

0 yates III J. R.; Speicher S.; Griffin P. R.; Hunkapiller T. Anal. Biochemistry, 214, 397-
408, 1993.

! Henzel W. J.; Billeci T. M.; Stults J. T.; Wong S. C.; Grimley C.; Watanabe C. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 90, 5011-5015, 1993.

42 Eng J. K.; McCormack A. L.; Yates III J. R. J. Am. Soc. Mass Spectrom., 5, 976-989,
1994.

* Pappin D. J. C.; Hojruo P.; Bleasby A. I. Curr. Biol., 3, 327-332, 1993.

* Bieman K_; Scoble H. A. Science, 237, 992-998, 1987.

* 0da Y.; Huang K.; Cross F. R.; Cowburn D.; Chait B. T. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 96,
6591-6596, 1999.

46 Gygi S. P.; Rist B.; Gerber S. A.; Turecek F.; Gelb M. H.; Aebersold R. Nature
Biotechnol., 17, 994-999, 1999.

47 Aebersold R.; Goodlett D. R. Chem. Rev., 101, 269-295, 2001.

* Aebersold R.; Mann M. Nature, 422, 198-207, 2003.

* Patterson S. D.; Aebersold R. Nature Genet., 33, 311-323, 2003.

** Steen H.; Mann M. Nature Rev. Mol. Cell Biol., 5, 699-711, 2004.

U'Yates 111 J. R. Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct., 33, 297-316, 2004.

52 Domon B.; Aebersold R. Science, 312, 212-218, 2006.

> Cravatt B. F.; Simon G. M.; Yates III J. R.; Nature, 450, 991-1000, 2007.

>4 Gingras A. C.; Gstaiger M.; Raught B.; Aebersold R. Nature Rev. Mol. Cell Biol., 8, 645-
654, 2007.

53 Berggard T.; Linse S.; James P. Proteomics, 7, 2833-2842, 2007.

> Zhou M.; Veenstra T. D. Proteomics, 7, 2688-2697, 2007.

>" Wodak S. J.; Pu S.; Vlasblom J.; Séraphin B. Mol. Cell. Proteomics, 8, 3-18, 2009.

¥ Benesch J. L. P.; Ruotolo B. T.; Simmons D. A.; Robinson C. V. Chem. Rev., 107, 3544-
3567, 2007.

¥ Loo J. A. Mass Spectrom. Rev., 16, 1-23, 1997.

% Heck A. J. R.; van den Heuvel R. H. H. Mass. Spectrom. Rev., 23, 368-389, 2004.

°' Ganem B.; Li Y. T.; Henion J. D. J. 4m. Chem. Soc., 113, 7818-7819, 1991.

62 Juhasz P.; Biemann K. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 91, 4333-4337, 270.



VI — Bibliografia 145

% Heuvel R. H. H.; Duijn E.; Mazon H.; Synowsky S. A.; Lorenzen K.; Versluis C.; Brouns
S. J. J.; Langridge D.; Oost J.; Hoyes J.; Heck A. J. R. Anal. Chem., 78, 7473-7483, 2006.
% Lorenzen K.; Olia A. S.; Uetrecht C.; Cingolani G.; Heck A. J. R. J. Mol. Biol., 379, 385-
396, 2008.

%5 Uetrecht C.; Versluis C.; Watts N. R.; Roos W. H.; Wuite G. J. L.; Wingfield P. T,
Stevens A. C.; Heck A. J. R. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 105, 9216-9220, 2008.

% Rose R. J.; Verger D.; Daviter T.; Remaut H.; Paci E.; Waksman G.; Ashcroft A. E.;
Radford S. E. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 105, 12873-12878, 2008.

7 Mazon H.; Gabor K.; Leys D.; Heck A. J. R.; Oost J.; Heuvel R. H. H. J. Biol. Chem.,
282, 11281-11290, 2007.

% pinske M. W. H.; Maier C. S.; Kim J. I.; Oh B. H.; Heck A. J. R. J. Mass Spectrom., 38,
315-320, 2003.

69 Duijn E.; Bakkes P. J.; Heeren R. M. A.; Heuvel R. H. H.; Heerikhuizen H.; Vies S. M.;
Heck A. J. R. Nature Meth., 2, 371-376, 2005.

70 Zhang Z.; Zheng Y.; Mazon H.; Milgron E.; Kitagawa N.; Trier E. K.; Heck A. J. R.;
Kane P. M.; Wilkens S. J. Biol. Chem., 283, 35983-35995, 2008.

"' Synowsky S. A.; Heuvel R. H. H.; Mohammed S.; Pijnappel W. W. M. P.; Heck A. J. R.
Mol. Cell. Proteomics, 5, 1581-1592, 2006.

72 Hoofnagle A. N.; Resing K. A.; Ahn N. G. Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct., 32, 1-25,
2003.

" Yan X.; Watson J.; Ho P. S.; Deinzer M. L. Mol. Cell. Proteomics, 3, 10-23, 2004.

™ Busenlehner L. S.; Armstrong R. N. Arch. Biochemistry Biophys., 433, 34-46, 2005.

> Katta V.; Chait B. T. Rapid Commun. Mass Spectrom., 5, 214-217, 1991.

76 McLafferty F. W.; Guan Z.; Haupts U.; Wood T. D.; Kelleher N. L. J. Am. Chem. Soc.,
120, 4732-4740, 1998.

" Carulla N.; Caddy G. L.; Hall D. R.; Zurdo J.; Gairi M.; Feliz M.; Giralt E.; Robinson C.
V.; Dobson C. M. Nature, 436, 554-558, 2005.

78 Wang F.; Li W.; Emmett M. R.; Hendrickson C. L.; Marshal A. G.; Zhang Y. L.; Wu L,;
Zhang Z. Y. Biochemistry, 37, 15289-15299, 1998.



VI — Bibliografia 146

7 Eyles S. J.; Speir J. P.; Kruppa G. H.; Gierasch L. M.; Kaltashov I. A. J. Am. Chem. Soc.,
122, 495-500, 2000.

* Mandell J. G.; Falick A. M.; Komives E. A. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 95, 14705-
14710, 1998.

81 Hyzer C. S. H.; Counterman A. E.; Clemmer D. E. Chem. Rev., 99, 3037-3080, 1999.

82 Jarrold M. F. Annu. Rev. Phys. Chem., 51, 179-207, 2000.

8 McLean J. A.; Ruotolo B. T.; Gillig K. J.; Russell D. H. Int. J. Mass Spectrom., 240, 301-
315, 2005.

% Ruotolo B. T.; Robinson C. V. Curr. Opin. Chem. Biol., 10, 402-408, 2006.

85 Kanu A. B.; Dwivedi P.; Tam M.; Matz L.; Hill Jr. H H. J. Mass Spectrom., 43, 1-22,
2008.

% Shelimov K. B.; Clemmer D. E.; Hudgins R. R.; Jarrold M. F. J. Am. Chem. Soc., 119,
2240-2248, 1997.

87 Shelimov K. B.; Jarrold M. F. J. Am. Chem. Soc., 119, 2987-2994, 1997.

88 Koeniger S. L.; Merenbloom S. 1.; Clemmer D. E. J. Phys. Chem. B, 110, 7017-7021,
2006.

% Shvartsburg A. A.; Li F.; Tang K.; Smith R. D. Anal. Chem., 78, 3304-3315, 2006.

% Jarrold M. F. Acc. Chem. Res., 32, 360-367, 1999.

91 Ruotolo B. T.; Giles K. Campuzano I.; Sandercock A. M.; Bateman R. H.; Robinson C.
V. Science, 310, 1658-1661, 2005.

%2 Bernstein S. L.; Wyttenbach T.; Baumketner A.; Shea J. E.; Bitan G.; Teplow D. B.;
Mowers M. T. J. Am. Chem. Soc., 127, 2075-2084, 2005.

% Loo J. L.; Berhane B.; Kaddis C. S.: Wooding K. M.; Xie Y.; Kaufman S. L.
Chernushevich 1. V. J. Am. Soc. Mass Spectrom., 16, 998-1008, 2005.

* Wyttenbach T.; Helden G.; Bowers M. T. J. Am. Chem. Soc., 118, 8355-8364, 1996.

%> Bernstein S. L.; Liu D.; Wyttenbach T.; Bowers M. T.; Lee J. C.; Gray H. B.; Winkler J.
R. J. Am. Soc. Mass Spectrom., 15, 1435-1443, 2004.

% Means G. E.; Feeney R. E. Bioconjugate Chem., 1, 2-12, 1990.

" Wong S. S. Chemistry of Protein Conjugation and Cross-Linking. CRC Press, 1991.

% Hermanson G. T. Bioconjugate Techniques. 2™ Edition, Elsevier, 2008.



VI — Bibliografia 147

% Steen H.; Jensen O. N. Mass Spectrom. Rev., 21, 163-182, 2002.

19 Staros JI. V. Biochemistry, 21, 3950-3955, 1982.

1ol Young M. M.; Tang N.; Hempel J. C.; Oshiro C. M.; Taylor E. W.; Kuntz I. D.; Gibson
B. W.; Dollinger G. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 97, 5802-5806, 2000.

122 Back J. W.; Jong L.; Muijsers A. O.; Koster C. G. J. Mol. Biol., 331, 303-313, 2003.

19 Sinz A. Mass Spectrom. Rev. 25, 663-682, 2006.

1% Hung B. X.; Kim H. Y.; Dass C. J. Am. Soc. Mass Spectrom., 15, 1237-1247, 2004,

1 Dihazi G. H.; Sinz A. Rapid Commun. Mass Spectrom. 17, 2005-2014, 2003.

% 1eeY. J.; Lackner L. L.; Nunnari J. M.; Phinney B. S. J. Proteome Res. 6, 3908-3917,
2007.

197 Nielsen T.; Thaysen-Andersen M.; Larsen N.; Jorgensen F. S.; Houen G.; Hojrup P. Int.
J. Mass Spectrom. 268, 217-226, 2007.

108 Rappsilber J.; Siniossoglou S.; Hurt E. C.; Mann M. Anal. Chem. 72, 267-275, 2000.

109 El-Shafey A.; Tolic N.; Young M. M.; Sale K.; Smith R. D.; Kery V. Protein Sci. 15,
429-440, 2006.

10 Kitatsuji C.; Kurogochi M.; Nishimura S. I.; Ishimori K.; Wakasugi K. J. Mol. Biol.,
368, 150-160, 2007.

"1 Carven G. J.; Stern L. J. Biochemistry 44, 13625-13637, 2005.

"2 Bhat S.; Sorci-Thomas M. G.; Alexander E. T.; Samuel M. P.; Thomas M. J. J. Biol.
Chem. 280, 33015-33025, 2005.

' Huang B. X.; Kim H. Y. Mol. Cell. Proteomics 5, 1045-1053, 2006.

114 Gertz M.; Seelert H.; Dencher N. A.; Poetsch A. Biochim. Biophys. Acta 1774, 566-574,
2007.

"% Suchaneck M.; Radzikowska A.; Thiele C. Nat. Methods 2, 261-268, 2005.

16 Taverner T.; Hall N. E.; O’Hair R. A. J.; Simpson R. J. J. Biol. Chem. 277, 46487-
46492, 2002.

""" Chang Z.; Kuchar J.; Hausinger R. P. J. Biol. Chem. 279, 15305-15313, 2004.

8 Back J. W.; Sanz M. A.; Jong L.; Koning L. J.; Nijtmans L. G. J.; Koster C. G.; Grivell
L. A.; Spek H.; Muijsers A. O. Protein Sci. 11, 2471-2478, 2002.



VI — Bibliografia 148

9 Maiolica A.; Cittaro D.; Borsotti D.; Sennels L.; Ciferri C.; Tarricone C.; Musacchio A.;

Rappsilber J. Mol. Cell. Proteomics 6,2200-2211, 2007.

120" Ahrman E.; Lambert W.; Aquilina J. A.; Robinson C. V.; Emanuelsson C. S. Protein
Sci. 16, 1464-1478, 2007.

121 Azim-Zadeh O.; Hillebrecht A.; Linne U.; Marahiel M. A.; Klebe G.; Lingelbach K.;
Nyalwidhe J. J. Biol. Chem. 282, 21609-21617, 2007.

122 pimenova T.; Nazabal A.; Roschitzki B.; Seebacher J.; Rinner O.; Zenobi R. J. Mass
Spectrom. 43, 185-195, 2008.

12 Gabant G.; Augier J.; Armengaud J. J. Mass Spectrom. 43, 360-370, 2008.

124 Baker D. L.; Seyfried N. T.; Li H.; Orlando R.; Terns R. M.; Terns M. P. Biochemistry
47, 1500-1510, 2008.

125 Maleknia S. D.; Ralston C. Y.; Brenowitz M. D.; Downard K. M.; Chance M. R. Anal.
Biochemistry, 289, 103-115, 2001.

126 Maleknia S. D.; Downard K. Mass Spectrom. Rev., 20, 388-401, 2001.

12" Guan J. Q.; Almo S. C.; Chance M. R. Acc. Chem. Res., 37, 221-229, 2004.

128 Guan J. Q.; Chance M. R. Trends Biochem. Sci., 30, 583-592, 2005.

129 Takamoto K.; Chance M. R. Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct., 35, 251-275, 2006.

B0 Xu G.; Chance M. R. Chem. Rev., 107, 3514-3543, 2007.

31 Jay D. G. J. Biol. Chem., 259, 15572-15578, 1984.

132 Hanai R.; Wang J. C. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 91, 11904-11908, 1994.

133 Heyduk E.; Heyduk T. Biochemistry, 33, 9643-9650, 1994.

13 Garrison W. M. Chem. Rev., 87, 381-398, 1987.

133 Maleknia S. D.; Brenowitz M.; Chance M. R. Anal. Chem., 71, 3965-3973, 1999.

136 Xu G.; Takamoto K.; Chance M. R. Anal. Chem., 75, 6995-7007, 2003.

7 Xu G.; Chance M. R. Anal. Chem., 76, 1213-1221, 2004.

8 Xu G.; Chance M. R. Anal. Chem., 77, 2437-2449, 2005.

1% Xu G.; Chance M. R. Anal. Chem., 77, 4549-4555, 2005.

0 Aye T. T.; Low T. Y.; Sze S. K. Anal. Chem., 77, 5814-5822, 2005.

! Sharp J. S.; Becker J. M.; Hettich R. L. Anal. Chem., 76, 672-683, 2004.

142 Tong X.; Wren J. C.; Konermann L. Anal. Chem., 80, 2222-2231, 2008.



VI — Bibliografia 149

' McClintock C.; Kertesz V.; Hettich R. L. Anal. Chem., 80, 3304-3317, 2008.

'“ Kamal J. K. A.; Chance M. R. Protein Sci., 17, 79-94, 2008.

145 Zheng X.; Wintrode P. L.; Chance M. R. Structure, 16, 38-51, 2008.

' Maleknia S. D.; Downard K. M. Eur. J. Biochem., 268, 5578-5588, 2001.

147 Chance M. R. Biochem. Biophys. Res. Commun., 287, 614-621, 2001.

%8 Guan J. Q.; Almo S. C.; Reisler E.; Chance M. R. Biochemistry, 42, 11992-12000, 2003.
149 Kiselar J. G.; Janmey P. A.; Almo S. C.; Chance M. R. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 100,
3942-3947,2003.

150 Gupta S.; Mangels W. F.; McGrath W. J.; Perek J. L.; Lee D. W.; Takamoto K.; Chance
M. R. Mol. Cell. Proteomics, 3, 950-959, 2004.

P! Xu G.; Liu R.; Zak O.; Aisen P.; Chance M. R. Mol. Cell. Proteomics, 4, 1959-1967,
2005.

2 Liu R.; Guan J. Q.; Zak O.; Aisen P.; Chance M. R. Biochemistry, 42, 12447-12454,
2003.

153 Guan J. Q.; Vorobiev S.; Almo S. C.; Chance M. R. Biochemistry, 41, 5765-5775, 2002.
154 Gupta S.; Cheng H.; Mollah A. K. M. M.; Jamison E.; Morris S.; Chance M. R.;
Khrapunov S.; Brenowitz M. Biochemistry, 46, 9886-9898, 2007.

155 Rashidzadeh H.; Khrapunov S.; Chance M. R.; Brenowitz M. Biochemistry, 42, 3655-
3665, 2003.

156 Gupta S.; Sullivan M.; Toomey J.; Kiselar J.; Chance M. R. J. Synchrotron Rad., 14,
233-243,2007.

7 Sonenberg N.; Hershey J. W. B.; Mathews M. B. Translational Control of Gene
Expression, New York, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2000.

158 valasek L.; Phan L.; Schoenfeld L. W.; Valaskova V.; Hinnebusch A. G. EMBO J., 20,
891-904, 2001.

"% Valasek L.; Nielsen K. H.; Ninnebusch A. G. EMBO J., 21, 5886-5898, 2002.

190 Costa C. C. Caracterizacdo da proteina Tif34p ¢ do sub-complexo Tif34p/Tif35p do
fator de traducdo elF3 de Saccharomyces cerevisiae. Tese de Mestrado, Instituto de

Biologia — UNICAMP, 2004.



VI — Bibliografia 150

1! Naranda T.; Kainuma M.; MacMillan S.; Hershey J. W. B. Mol. Cell Biol., 17, 145-153,
1997.

162 Wilm M.; Shevchenko A.; Houthaeve T.; Breit S.; Schweigerer L.; Fotsis T.; Mann M.
Nature, 379, 466-469, 1996.

16 Muller D. R.; Schindler P.; Towbin H.; Wirth U.; Voshol H.; Hoving S.; Steinmertz M.
O. Anal. Chem., 73, 1927-1934, 2001.

154 Maiolica A.; Cittaro D.; Borsotti D.; Sennels L.; Ciferri C.; Tarricone C.; Musacchio A.;
Rappsilber J. Mol. Cell. Proteomics, 6, 2200-2211, 2007.

165 Petrotchenko E. V.; Olkhovik V. K.; Borchers C. H. Mol. Cell. Proteomics, 4, 1167-
1179, 2005.

19 E]-Shafey A.; Tolic N.; Young M. M.; Sale K.; Smith R. D.; Kery V. Protein Sci., 15,
429-440, 2006.

17 Gao Q.; Doneanu C. E.; Shaffer S. A.; Adman E. T.; Goodlett D. R.; Nelson S. D. J.
Biol. Chem., 281, 20404-20417, 2006.

1% Chu F.; Mahrus S.; Craik C. S.; Burlingame A. L. J. Am. Chem. Soc., 128, 10362-10363,
2006.

' Sinz A. Angew. Chem. Int. Ed., 46, 660-662, 2007.

' Davidson W. S.; Hilliard G. M. J. Biol. Chem., 278, 27199-27207, 2003.

7 Kasper P. T.; Back J. W.; Vitale M.; Hartog A. F.; Roseboom W.; Koning L. J;
Maarseveen J. H.; Muijsers A. O.; Koster C. G.; Jong L. ChemBioChem, 8, 1281-1292,
2007.

172 Kruppa G. H.; Schoeniger J.; Young M. M. Rapid Commun. Mass Spectrom., 17, 155-
162, 2003.

173 Jacobsen R. B.; Sale K. L.; Ayson M. J.; Novak P.; Hong J.; Lane P.; Wood N. L.;
Kruppa G. H.; Young M. M.; Schoeniger J. S. Protein Sci., 15, 1303-1317, 2006.

174 Fabris D.; Chaudhari P.; Hagan N.; Turner K. Eur. J. Mass Spectrom., 13, 29-33, 2007.
'7> Schilling B.; Row R. H.; Gibson B. W.; Guo X.; Young M. M. J. Am. Soc. Mass
Spectrom., 14, 834-850, 2003.

176 Rinner O.; Seebacher J.; Walzthoeni T.; Mueller L.; Beck M.; Schmidt A.; Mueller M.;
Aebersold R. Nature Meth., 5, 315-318, 2008.



VI — Bibliografia 151

7 Leavell M. D.; Novak P.; Behrens C. R.; Schoeniger J. S.; Kruppa G. H. J. 4m. Soc.
Mass Spectrom., 15, 1604-1611, 2004.

'"® Kalkhof S.; Sinz A. Anal. Bioanal. Chem., 392, 305-312, 2008.

1% Madler S.; Bich C.; Touboul D.; Zenobi R. J. Mass Spectrom., In Press (DOI:
10.1002/jms.1544).

180 Chu F.; Shan S.; Moustakas D. T.; Alber F.; Egea P. F.; Stroud R. M.; Walter P.;
Burlingame A. L. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 101, 16454-16459, 2004.

181 Novak P.; Haskins W. E.; Ayson M. J.; Jacobsen R. B.; Schoeniger J. S.; Leavell M. D.;
Young M. M.; Kruppa G. H. Anal. Chem., 77, 5101-5106, 2005.

182 Sjlva R. A. G.; Hilliard G. M.; Li L. Segrest J. P.; Davidson W. S. Biochemistry, 44,
8600-8607, 2005.

183 Gaucher S. P.; Hadi M. Z.; Young M. M. J. Am. Soc. Mass Spectrom., 17, 395-405,
2006.

'8 Barlow C. K.; O’Hair R. A. I. J. Mass Spectrom., 43, 1301-1319, 2008.

185 Iglesias A. H.; Santos L. F. A.; Gozzo F. C. J. Am. Soc. Mass Spectrom., In Press,
(doi:10.1016/j.jasms.2008.11.009).

186 Roepstorff P.; Fohlman J. Biomed. Mass Spectrom., 11, 601, 1984.

187 Biemann K. Methods Enzymol., 193, 886-887, 1990.

188 Huddleston M. J.; Annan R. S.; Bean M. F.; Carr S. A. J. Am. Soc. Mass Spectrom., 4,
710-717, 1993.

'* Neubauer G.; Mann M. 4nal. Chem., 71, 235-242, 1999.

199 Wwilliamson B. L.; Marchese J.; Morrice N. A. Mol. Cell. Proteomics, 5, 337-346, 2006.
I Bolgar M. S.; Gaskell S. J. Anal. Chem., 68, 2325-2330, 1996.

%2 Carr S. A.; Huddleston M. J.; Bean M. F. Protein Sci., 2, 183-196, 1993.

' Huddleston M. J.; Bean M. F.; Carr S. A. Anal. Chem., 65, 877-884, 1993.

14 Haynes P. A.; Aebersold R. Anal. Chem., 72, 5402-5410, 2000.

195 Bateman R. H.; Carruthers R.; Hoyes J. B.; Jones C.; Langridge J. I.; Millar A.; Vissers
J.P.C.J. Am. Soc. Mass Spectrom., 13, 792-803, 2002.

196 Niggeweg R.; Kocher T.; Gentzel M.; Buscaino A.; Taipale M.; Akhtar A.; Wilm M.
Proteomics, 6, 41-53, 2006.


http://dx.doi.org/10.1016/j.jasms.2008.11.009

VI — Bibliografia 152

7 Steen H.; Kuster B.; Fernandez M.; Pandey A.; Mann M. Anal. Chem., 73, 1440-1448,
2001.

"% paradela A.; Albar J. P. J. Proteome Res., 7, 1809-1818, 2008.

199 Rappsilber J.; Friesen W. J.; Paushkin S.; Dreyfuss G.; Mann M. Anal. Chem., 75, 3107-
3114, 2003.

200 Brolov A.; Hoffmann P.; Hoffmann R. J. Mass Spectrom., 41, 1459-1469, 2006.

201 Sclavi B.; Woodson S A.; Sullivan M.; Chance M. R.; Brenowitz M. J. Mol. Biol., 266,
144-159, 1997.

*2 Bondarenko P. V.; Chelius D.; Shaler T. A. Anal. Chem., 74, 4741-4749, 2002.

293 Chelius D.; Bondarenko P. V. J. Proteome Res., 1, 317-323, 2002.

204 Wang W.; Zhou H.; Lin H.; Roy S.; Shaler T. A.; Hill L. R.; Norton S.; Kumar P.;
Anderle M.; Becker C. H. Anal. Chem., 75, 4818-4826, 2003.

2% Li D.; Roberts R. Cell. Mol. Life Sci., 58, 2085-2097, 2001.

296 Wwall M. A.; Coleman D. E.; Lee E.; Iniguez-Lluhi J A.; Posner B. A.; Gilman A. G.;
Sprang S. R. Cell, 83, 1047-1058, 1995.



	Campinas, SP
	I INTRODUÇÃO
	I.1 PROTEÍNAS E COMPLEXOS PROTÉICOS
	I.2 MÉTODOS DE CARACTERIZAÇÃO ESTRUTURAL DE PROTEÍNAS E SUAS INTERAÇÕES
	I.3 MÉTODOS BASEADOS EM MS PARA CARACTERIZAÇÃO ESTRUTURAL DE PROTEÍNAS E SUAS INTERAÇÕES
	I.3.1 Cross-Linking
	I.3.2 Footprinting

	I.4 COMPLEXO TIF34/TIF35 DE Saccharomyces cerevisiae

	II OBJETIVOS
	II.1 OBJETIVO GERAL
	II.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS

	III PARTE EXPERIMENTAL
	III.1 CROSS-LINKING
	III.1.1 Estudo de Fragmentação de Peptídeos Contendo DSS
	III.1.1.1 Reação de Cross-Linking
	III.1.1.2 Análise dos Produtos de Cross-Linking por MS

	III.1.2 Varredura de Íons Precursores (PIS)
	III.1.2.1 Preparação das Amostras
	III.1.2.2 Análise por LC-MS/MS


	III.2 FOOTPRINTING
	III.2.1 Desenvolvimento da Linha D06B
	III.2.2 Quantificação Label-Free da Cinética de Oxidação

	III.3 ESTUDO DE INTERAÇÃO DO COMPLEXO TIF34/TIF35
	III.3.1 Expressão e Purificação de HisTif34p, HisTif35N e Tif34p/ HisTif35N160
	III.3.1.1 Expressão das Proteínas em Escherichia coli
	III.3.1.2 Cromatografia de Afinidade
	III.3.1.3 Cromatografia de Troca Iônica
	III.3.1.4 Cromatografia de Gel Filtração

	III.3.2 Cross-Linking
	III.3.3 Footprinting


	IV RESULTADOS E DISCUSSÃO
	IV.1 CROSS-LINKING
	IV.1.1 Introdução
	IV.1.2 Desenho dos Peptídeos Modelos para Estudos de Fragmentação
	IV.1.3 Determinação dos Mecanismos de Fragmentação de Peptídeos Intermoleculares Contendo DSS
	IV.1.4 Identificação de Espécies Contendo Cross-Linkers por Varredura de Íon Precursor
	IV.1.5 Conclusões

	IV.2 FOOTRPINTING
	IV.2.1 Introdução
	IV.2.2 Experimentos de Footprinting na Linha de Luz DFX do LNLS
	IV.2.3 Experimentos de Footprinting na Linha de Luz D06B do LNLS
	IV.2.4 Quantificação de Cinética de Oxidação pelo Método Label-Free
	IV.2.5 Conclusões

	IV.3 ESTUDO DE INTERAÇÃO ENTRE AS PROTEÍNAS TIF34 E TIF35 DE SACCHAROMYCES CEREVISIAE
	IV.3.1 Introdução
	IV.3.2 Cross-Linking do Complexo Tif34/Tif35
	IV.3.3 Footprinting do Complexo Tif34/Tif35
	IV.3.4 Conclusões 


	V CONCLUSÕES GERAIS
	VI BIBLIOGRAFIA

