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“Ice is forming on the tips of my wings
Unheeded warnings,

| thought | thought of everything

No navigator to find my way home
Unladened, empty and turned to stone

A soul in tension that's learning to fly
Condition grounded, but determined to try
Can't keep my eyes from the circling skies
Tongue-tied and twisted,

Just an earth-bound misfit, I... 7

(Pink Floyd — Learning to Fly)
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RESUMO

“ESTUDOS FUNDAMENTAIS EM I?ROTEOMICA ESTRUTURAL: AGENTES DE
LIGACAO CRUZADA FOTOATIVAVEIS E MUDANCAS CONFORMACIONAIS
POR MOBILIDADE IONICA”

Aluno: Alexandre Ferreira Gomes
Orientador: Prof. Dr. Fabio Cesar Gozzo

A aplicacdo da espectrometria de massas (MS) em analises protedmicas
tem evoluido extensivamente, a ponto de se tornar rotineira no sequenciamento e
identificacdo de proteinas e determinacdo de modificacbes pods-traducionais.
Entretanto, o uso de MS na analise de estruturas tridimensionais de proteinas é
restrito, apesar das inumeras vantagens potenciais que poderia apresentar nessa
area. Nesse ambito, a metodologia de ligagdo cruzada acoplada a MS visa obter
informacdes estruturais de proteinas e complexos protéicos pela determinagao de
restricoes espaciais de distancia entre residuos de aminoacidos, mediante reagao
com compostos bifuncionais, protedlise enzimatica e analise dos peptideos
resultantes por MS. A primeira parte deste trabalho descreve a aplicacdo de um
novo agente de ligagdo cruzada (ALC) heterobifuncional e clivavel, contendo um
grupo fotoativavel do tipo diazirina, para formar ligagbes cruzadas em peptideos e
proteinas. O emprego desse ALC permitiu obter ligagdes cruzadas unicas nos
alvos estudados, e os peptideos modificados assim formados foram
caracterizados por MS/MS, possibilitando a descoberta de um ion marcador
caracteristico para peptideos ligados por esse ALC. A segunda parte do trabalho
envolveu a aplicacdo da técnica de mobilidade i6énica TWIM acoplada a MS na
analise de ions de proteinas antes e apds modificagdo por ALC, visando avaliar o
efeito dessas modificagdes em termos de variacbes de secdo de choque de
colisdo (CCS). Analises assim feitas demonstraram a presenga de estruturas mais
rigidas e com menor CCS ap6s a adigao de moléculas de ALC, evidenciando a
existéncia de conformagdes mais compactas em fase gasosa apds a reacgéo de
ligacdo cruzada para proteinas. Para validar a metodologia, os valores de CCS
experimentais foram comparados com valores tedricos calculados

computacionalmente para estruturas disponiveis.



ABSTRACT

“FUNDAMENTAL STUDIES ON STRUCTURAL PROTEOMICS:
PHOTOACTIVATABLE CROSS-LINKERS AND CONFORMATIONAL CHANGES
PROBED BY ION MOBILITY MASS SPECTROMETRY”

Author: Alexandre Ferreira Gomes
Supervisor: Prof. Dr. Fabio Cesar Gozzo

The use of mass spectrometry (MS) in proteomics has evolved extensively,
up to the point where it became routinely employed in protein sequencing and
determination of post-translational modifications. However, the use of MS in
structural studies of proteins is limited, despite the many advantages it could bring
to the area. In this sense, chemical cross-linking coupled to mass spectrometry for
structural studies of proteins aims to obtain structural information in terms of spatial
distance restrictions, determined by intra- and intermolecular cross-links between
side chains of amino acid residues. This is achieved by reaction of the target
protein system with bifunctional compounds, followed by proteolysis and analysis
of the modified peptides by MS. The first part of this work describes the application
of a novel, heterobifunctional and cleavable cross-linker, containing a diazirine
photoactivatable group, for cross-linking of peptides and proteins. Reaction with
this cross-linker yielded unique cross-links for peptides and proteins, and such
modified peptides where characterized by MS/MS, allowing the discovery of a
marker ion, that may be used to identify cross-linked peptides. The second part of
the work focused on the application of traveling-wave ion mobility (TWIM) coupled
to MS for a comparative analysis of protein ions both before and after cross-linking
reactions, aiming to evaluate the effect of these modifications on protein structures
in terms of variation of collision cross sections (CCS) of their ions. TWIM-MS
analysis of these systems demonstrated the presence of compact gas phase
conformations of lower CCS after the cross-linking reaction and formation of
intramolecular cross-links, indicating that chemical cross-linking restricts the
structural dynamics of gas phase protein ions. To validate this method,
experimental CCS values were then compared with theoretical values obtained

computationally for available crystallographic or NMR structures.
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(1BXY); H) Proteina de divisédo celular ftsa (1E4F); 1) Proteina anticoagulante
(1DOD). Os cédigos entre parénteses se referem as estruturas do PDB* com
as quais foram feitas as COMPAragOEs. ........coeveeuiuuiiiee e
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Figura 6. Estrutura do SDAD, um ALC reativo frente a aminas (éster de NHS),
fotoativavel (diazirina) e clivavel (dissulfeto), disponivel comercialmente
(ThermO FiSNEr). ..o

Figura 7. Esquema representando os produtos observados para reagédo de
um ALC do tipo heterobifuncional, com um grupo éster de NHS, um grupo
diazirina fotoativavel e uma ligacdo dissulfeto clivavel. A molécula é
inicialmente ligada pelo grupo éster de NHS, e a seguir pelo carbeno gerado
mediante eliminagcdo de N, da diazirina, em etapas separadas. Por fim, é
possivel clivar a ligacao dissulfeto da cadeia do ALC, gerando duas
modificagdes diStintas. ...........ooiiii i

Figura 8. Eliminacao de nitrogénio molecular de diazirinas formando carbenos
diretamente ou mediante rearranjo para espécie diazo. ...........cccoeeeeeiiiiiiirinnnnnn.

Figura 9. Trabalho desenvolvido por Suchanek et al para mapeamento de
interagbes proteina-proteina em meio intracelular. Esquerda: aminoacidos
modificados com grupos diazirina empregados no estudos, photo-Leu, photo-
lle e photo-Met. Direita: fotografia de analises por Western Blotting,
demonstrando a ocorréncia de ligagdes cruzadas entre proteinas constituintes
do complexo protéico estudado apds incidéncia de radiacdo UV, quando as
mesmas foram biossintetizadas incorporando os aminoacidos modificados do
MEIO INTACEIUIAI.TE ... oottt et ettt et ee e

Figura 10. Representagdo esquematica das etapas reacionais pra se obter
peptideos com ligagao cruzada intramolecular pelo SDAD, com respectivos
deslocamentos de massa. 1) Reacdo no grupo éster de NHS; 2) Digestdo com
tripsina; 3) Ativacdo dos grupos diazirina, eliminagcédo de N, e reagao do
carbeno; 4) Reducéo da ligagao dissulfeto. Ao longo do texto, os produtos A,
B, C e D para os peptideos P1, P2 e P3 foram apresentados como [PXa],
[PXg], [PXc] € [PXpl,emque X =1, 20U 3....ccccoiiiiiiiiicieeeeeeeeeeeeeee e,

Figura 11. Representacdo esquematica da fonte de luz UV empregada para
fotoativagao dos grupos diazirina. .............oevvveiiiiiiieeeeee e

Figura 12. Espectros de MALDI(+)-QTOF representativos para P1 (Ac-
ARVALKAV) apés A) Etapa 1; B) Etapa 2; C) Etapa 3 e D) Etapa 4 (ver Figura
L0 TR PSRRI

Figura 13. Espectros de MALDI(+)-QTOF representativos para P3 (Ac-

ARAHVALKA) apés A) Etapa 1; B) Etapa 2; C) Etapa 3 e D) Etapa 4 (ver
T T = T 0 T PSSR
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Figura 14. Espectros de ESI(+)-QTOF representativos com energia de colisao
ajustada para A) 10,0 e B) 0,10. Note o ion [P5x—N2+3H]** em m/z 609
representando a perda de N2 no espectro superior (~10% em intensidade em
relacdo a m/z 618) e a auséncia do mesmo no espectro inferior,
demonstrando que a perda é unicamente resultado da energia de colisdo
aplicada na cela durante @ analiSe. .........cccoeeiviiiiiiiiiiiie e

Figura 15. Representacdo esquematica de possiveis rotas reacionais para o
carbeno gerado mediante eliminagdo de N, de grupos diazirina em solugao
aquosa, mostrando também os produtos subsequentes apds reagdes de
reducao das ligagdes dissulfeto (P1, P2 e P3) ou apds redugao e alquilagao
dos tidis (P4 e P5). A) Inser¢cdo em uma ligagdo da cadeia do peptideo,
gerando duas modificagdes distintas apds reducao da ligagdes dissulfeto (P1,
P2 e P3), e redugéo seguida por alquilagdo dos tiois (P4 e P5). B) Insergéo
em uma molécula de agua, gerando um composto com deslocamento de
massa de + 18 Da que leva a perda parcial da cadeia do ALC apds reducéo
das ligagdes dissulfeto, formando um produto com uma modificagdo de +88
Da. C) Insercdo em uma ligagao da cadeia do ALC entre o grupo dissulfeto e
o carbeno, resultando em diferentes possiveis isbmeros, todos levando a
perda parcial da cadeia do ALC apds redugdo das ligagbes dissulfeto,
formando um produto com uma modificacdo de +88 Da............cccceevvvieeriennnnn...

Figura 16. Espectros de MALDI(+)-QTOF representativos para A) P4 (Ac-
ARAKGAEFAVYAGVR) e B) P5 (Ac-ARAKGAEFAVHAGVR) apés alquilagao
dos grupos tiol com iodoacetamida (ver Figura 15)..........ccoooviiiiiiiiiiiiieeiiin.

Figura 17. Espectros de ions produtos para A) [P1p+H]" de m/z 847,48 e B)
[P2p+H]" de m/z 982,50. O esquema da Figura 10 ilustra os deslocamentos de
massa de +88 Da (modificacdo da porgcédo éster de NHS) e +159 Da
(modificagdo da por¢ao diazirina)..........ceuuuuuiiiiee e

Figura 18. Espectros de ions produtos para A) [P4p+114 Da+H]" de m/z
1968,99 e B) [P5p+114 Da+H]" de m/z 1942,96. Modificagcdes de +145 Da e
+216 Da s&o versdes alquiladas das modificacbes +88 Da e +159 Da (Figura
L) TR

Figura 19. Espectros deconvoluidos de LC-MS apés reacdo de mioglobina
com A) SDAD (porcéo éster de NHS), excesso molar 10:1, sendo que no
espectro foram anotados ions correspondendo a varias modificagdes na forma
de reacao apenas pela porgao éster de NHS (+273 Da, Figuras 7 e 10); e B)
DSS, excesso molar de 10:1; sendo que no espectro foram anotados ions
correspondendo a varias modificagdes do tipo XL (+138 Da, Figura 3). As
deconvolugdes foram obtidas empregando-se o algoritmo MaxEnt1 (Waters) ..
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Figura 20. Espectros de ions produtos representativos para ligacdo cruzada
intra- e intermolecular em mioglobina. A) Peptideo LFTGHPETLEKFDK com
ligacdo cruzada intramolecular na forma de duas modificagdes distintas (+88
Da e +159 Da) apés redugéo da ligagao dissulfeto, [M+3H]** de m/z 636,95.
B) Ligacao cruzada intermolecular entre peptideos GLSDGEWQQVLNVWGK
€ ALELFR, [M+3HT* d€ M/Z 937,12. ..o

Figura 21. Estrutura tridimensional de mioglobina de coracdo de cavalo por
difracdo de raios-X, registro 1WLA do PDB.”®"" Os residuos de glicina e acido
glutdmico envolvidos na ligagdo cruzada intermolecular foram destacados de
forma a exibir suas cadeias laterais. As regibes em amarelo e azul
correspondem aos peptideos GLSDGEWQQVLNVWGK e ALELFR,
FESPECHIVAMENTE. .. coei e

Figura 22. Esquema representando a separacgao de dois ions hipotéticos, um
com conformagdo compacta e outro com conformagao estendida, por
(ggTe] o] |1 e F=To =T To] o o= PSR

Figura 23. Espectro bidimensional de IM-MS de uma mistura de metil-a e
metil-B3-D-galactopiranosideos, mostrando a separagao (gas da cela: Ny) de
jons dos compostos na forma [M+Na]" em m/z 217.%° Apesar dos dois ions
apresentarem a mesma relagdo m/z (eixo x) eles apresentam diferentes
tempos de deslocamento (eixo y), permitindo assim a sua diferenciagao..........

Figura 24. Esquema do guia de ions composto por eletrodos anelares
empilhados (SRIG), com grafico do potencial eletrostatico efetivo tipico
produzido nos eletrodos de um SRIG.13 e

Figura 25. Representacdo esquematica do instrumento Synapt™ HDMS™ da

WV aETS. 100 e,

Figura 26. Desmontagem de complexos protéicos em fase gasosa por CID,
monitorada por IM-MS.' Durante o processo de CID, estima-se que
subunidades individuais de um complexo protéico sofram desenovelamento
antes de serem ejetadas. De fato, a analise de IM-MS de ions da transtiretina
ativada por CID demonstra um aumento na CCS associado com aumento da
energia de colisdo da cela. Com 90 V de energia, a CCS dos ions
corresponde bem com a CCS calculada para a estrutura nativa do complexo.
A medida que a energia de colisdo aumenta, os valores de CCS passam a
corresponder com estruturas hipotéticas de maior grau de desenovelamento e
maiores valores de CCS, modeladas teoricamente. ............cccevvviiiiiiiiieieieeennn,

Figura 27. Curva de calibragdo Q' versus DT’ para citocromo C. Condigdes de
TWIM-MS: rampa de altura da onda 9 — 12 V, velocidade da onda 350 ms™. ..
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Figura 28. Esquema representando os possiveis produtos da reacao de uma
proteina ou peptideo com um ALC homobifuncional, do tipo éster de NHS. O
produto dead-end (DE) é formado quando um dos grupos éster de NHS é
hidrolisado, antes ou apds o outro se ligar a um residuo de aminoacido. O
produto intramolecular (XL) é formado quando ambos os grupos éster de NHS
se ligam a residuos de aminoacidos da cadeia polipeptidica............cccceevvvvnnnnn.

Figura 29. Cromatogramas ATD extraidos e sobrepostos para experimentos
de TWIM-MS com mioglobina em condicbes desnaturantes. Cima: estado de
carga +13, nao-modificada ou apds ligacdo de 4 moléculas de DSS
(esquerda) ou 1 molécula de DSSeb (direita) na forma de XL. Baixo: estado
de carga +15, ndo-modificada ou apos ligagdo de 4 moléculas de DSS
(esquerda) ou 1 molécula de DSSeb (direita) na forma de XL. Linhas
tracejadas indicam as diminuigbes percentuais nos valores de CCS para os
picos observados no ATD apds a reagao com ALC, em comparagao com o
valor de CCS do ion da proteina ndo-modificada............cccccoeeeiiiiiiiiiiiiiee e,

Figura 30. Cromatogramas ATD extraidos e sobrepostos para experimentos
de TWIM-MS com citocromo C em condi¢cdes desnaturantes. Cima: estado de
carga +10, ndo-modificada ou apds ligacdo de 4 moléculas de DSS
(esquerda) ou 1 molécula de DSSeb (direita) na forma de XL. Baixo: estado
de carga +12, ndo-modificada ou apos ligagdo de 4 moléculas de DSS
(esquerda) ou 1 molécula de DSSeb (direita) na forma de XL. Linhas
tracejadas indicam as diminuigbes percentuais nos valores de CCS para os
picos observados no ATD apds a reagao com ALC, em comparagao com o
valor de CCS do ion da proteina ndo-modificada...........cc.ccoooeeiiiiiiiiiiiiiciiennn.

Figura 31. Cromatogramas ATD extraidos e sobrepostos para experimentos
de TWIM-MS com ubiquitina em condi¢cdes desnaturantes. Cima: estado de
carga +9, ndao-modificada ou ap6és ligagdo de 4 moléculas de DSS (esquerda)
ou 1 molécula de DSSeb (direita) na forma de XL. Baixo: estado de carga
+10, ndo-modificada ou apds ligagado de 4 moléculas de DSS (esquerda) ou 1
molécula de DSSeb (direita) na forma de XL. Linhas tracejadas indicam as
diminui¢cdes percentuais nos valores de CCS para os picos observados no
ATD apés a reagao com ALC, em comparacado com o valor de CCS do ion da
proteina NA0-MOAIfICAA. .......uuuiiii e

Figura 32. Cromatogramas ATD extraidos para experimentos de TWIM-MS
com citocromo C em condicdo nativa. ions do estado de carga +8, com a
proteina n&o-modificada (topo) ou apos ligacdo de 1 (meio) ou 2 (inferior)
moléculas de DSS (coluna da esquerda) ou DSSeb (coluna da direita) na
forma de XL (intramoleCular). ...
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Figura 33. Cromatogramas ATD extraidos para experimentos de TWIM-MS
com citocromo C em condig&o nativa. lons do estado de carga +8, com a
proteina ndo-modificada (topo) ou apds ligacdo de 1 (meio) ou 2 (inferior)
moléculas de DSS (coluna da esquerda) ou DSSeb (coluna da direita) na
forma de DE (dead-end)............ouuuuiiiiiiiiece e

Figura 34. Cromatogramas ATD extraidos para experimentos de TWIM-MS
com ubiquitina em condicdo nativa. lons do estado de carga +6, com a
proteina ndo-modificada (topo) ou apds ligacdo de 1 (meio) ou 2 (inferior)
moléculas de DSS (coluna da esquerda) ou DSSeb (coluna da direita) na
forma de XL (intramoleCular). .........ccooo o

Figura 35. Cromatogramas ATD extraidos para experimentos de TWIM-MS
com ubiquitina em condicdo nativa. ions do estado de carga +6, com a
proteina ndo-modificada (topo) ou apds ligacdo de 1 (meio) ou 2 (inferior)
moléculas de DSS (coluna da esquerda) ou DSSeb (coluna da direita) na
forma de DE (dead-end)..........oouuueeiiiiii i
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Capitulo | — Introdugéo

1. Introdugao Geral

1.1. Espectrometria de massas na analise de proteinas

A espectrometria de massas (MS) consiste no estudo de ions na fase
gasosa, sendo a caracterizagao estrutural de compostos uma de suas principais
aplicagdes. Ja nos anos 70, havia um grande interesse na utilizagcao de MS para a
realizacao de experimentos de caracterizagdo de proteinas e outras biomoléculas.
Entretanto, uma das principais limitagdes nesse sentido envolvia a dificuldade de
geracao de ions de macromoléculas em fase gasosa pelos métodos de ionizagao
entdo disponiveis."? O advento das técnicas de ionizacdo suaves denominadas
ESI| (Electrospray lonization),® por J. B. Fenn e MALDI (Matrix-Assisted Laser
Desorption lonization),* por M. Karas e F. Hillenkamp, no final da década de 80,
possibilitou uma ampla aplicagado da espectrometria de massas (MS) na anélise de
biomoléculas como peptideos, proteinas e acidos nucléicos. Tais moléculas agora
podiam ser eficientemente ionizadas e transferidas para a fase gasosa, sem
fragmentagdo ou necessidade de derivagdo.® O desenvolvimento dessas novas
técnicas de ionizagdo impulsionou uma grande evolugdo dos analisadores de
massas associados nos anos subsequentes, de tal maneira que a partir da década
de 90 tornaram-se disponiveis instrumentos comerciais com capacidade de
experimentos de MS sequencial (MS") e diversas geometrias, como quadrupolo -
tempo de véo (Q-TOF), tempo de véo — tempo de véo (TOF-TOF), ion trap linear
(LIT), ressonéncia ciclotrénica de ions com transformada de Fourier (FTICR) e,
mais recentemente, Orbitrap.>® Desde entdo, o uso da espectrometria de massas
na analise de proteinas evoluiu extensivamente, a ponto de se tornar rotineiro no
sequenciamento e identificacdo de proteinas, determinacdo da massa molecular
de proteinas e complexos protéicos intactos, determinagcdo de parceiros de
interacao, identificacdo e localizacdo de modificacbes pos-traducionais e

quantificacdo absoluta e relativa de proteinas.” "

Em particular, o
desenvolvimento de metodologias envolvendo cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) acoplada a MS para andlises de misturas complexas de

peptideos advindos de digestdo enzimatica, contendo uma enorme diversidade de
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proteinas, aliada ao crescimento das ferramentas de bioinformatica para busca em
banco de dados possibilitou estudos de proteébmica em larga escala, hoje

denominados de protedmica shotgun.

Produtos naturais
Sintese organica
Genética
Carboidratos e derivados
Proteinas e peptideos
Analise clinicas
Desenvolvimento de técnicas hifenadas
Polimeros
Toxicologia e metabolismo
Estrutura e reatividade
Quimica de alimentos
Analise ambiental
Quimica inorganica
o 5 10 15 20 25 30 35 40
%

Areas do conhecimento

Figura 1. Utilizagdo da espectrometria de massas em diferentes areas do conhecimento.
Todos os dados foram obtidos de pesquisa realizada no Web of Science (www.isiknowledge.com),
no periodo de 1993 a 2004, considerando as 500 primeiras citacbes de cada ano. No grafico
aparecem apenas areas que atingiram mais de 1%.1

O interesse na ampla aplicagao de MS para a caracterizacdo de proteinas
se deve as vantagens intrinsecas da técnica, como alta sensibilidade (permitindo
analise de amostras contendo femtomols de peptideos), rapidez, versatilidade,
facilidade de operacédo e alta confiabilidade dos resultados. Como demonstrado
acima, essas caracteristicas fazem com que MS seja hoje uma técnica bastante
consolidada para caracterizagbes envolvendo a estrutura primaria de proteinas.
No entanto, o emprego de MS na analise de estruturas superiores (terciarias e
quaternarias) de proteinas ainda é restrito, apesar das inumeras vantagens
potenciais que poderia apresentar nessa area. Nesse ambito, duas metodologias
envolvendo analise por MS tém se destacado recentemente, com um numero
crescente de aplicagdes: mapeamento por oxidagdo com radicais hidroxila (que

nao sera abordada aqui) e ligagéo cruzada.
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1.2. Ligagao cruzada e analise por MS para estudos de

estruturas superiores de proteinas

O fendbmeno de ligagdo cruzada (cross-linking) compreende a unido de
duas espécies através da formacdo de uma ligacdo covalente. Tais espécies
podem representar diferentes classes quimicas, variando de proteinas e acidos
nucléicos a particulas sélidas."® Agentes de ligagdo cruzada (ALC) sdo compostos
organicos multifuncionais, contendo em geral dois ou trés grupos reativos, unidos
por uma cadeia espagadora de comprimento variavel. Quando em contato com
proteinas em solugéo, os ALC sao capazes de se ligar covalentemente a cadeias
laterais dos residuos de aminoacidos, de acordo com suas respectivas
especificidades.'® Os grupos reativos podem ser idénticos (homobifuncionais) ou
distintos (heterobifuncionais), permitindo maior versatilidade na especificidade de

cada reagente.

0 | 0!
.0 . _O. i
(o) 0 :
(o) ! (o) X
DSS: n=2 I
= Ester de
DSSeb: n=4 NHS

Figura 2. Estruturas do suberato de disuccinimidila (DSS) e sebacato de disuccinimidila
(DSSeb), ALC homdlogos do tipo homobifuncional (contendo grupos éster de N-hidréxisuccinimida)
mais utilizados em experimentos de ligacao cruzada com analise por MS.

Os ALC reagem com residuos de aminoacidos unindo as cadeias laterais
de dois residuos distintos que estejam espacialmente separados, no maximo, pela
distdncia da cadeia espagadora. Como exemplos de grupos reativos mais
empregados em ALC estdo os reativos frente a aminas, alcoois e tidis, como
ésteres de N-hidréoxisuccinimida (NHS) e imidoésteres; frente a acidos
carboxilicos, como carbodiimidas;'® frente a alcoois, como isocianatos;' e

especificos para tidis, como maleimidas.’ Os ALC tém sido utilizados para
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estabilizagcdo de estruturas espaciais de proteinas, determinagcdo da distancia
entre grupos reativos em uma mesma proteina ou entre subunidades protéicas, na
identificacdo de receptores de membranas e, mais recentemente, em estudos
estruturais de complexos protéicos, aliando-se esta metodologia a analise por
MS."'® A Figura 3 demonstra os tipos de produtos tipicamente formados em
reagdes de ligacdo cruzada de proteinas ou peptideos com reagentes

homobifuncionais.

o} o
o] N o) C

C =
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0]
(¢]
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C 2D
Dead-End (DE) Intermolecular (XL)

Figura 3. Esquema representando os possiveis produtos da reacdo de uma proteina ou
peptideo com um ALC homobifuncional, do tipo éster de NHS. O produto dead-end (DE) é formado
quando um dos grupos éster de NHS ¢é hidrolisado, antes ou apds o outro se ligar a um residuo de
aminoacido. Para os produtos intra- e intermolecular (XL), inicialmente ambos os grupos éster de
NHS se ligam a residuos de aminoacido. Caso a protedlise enzimatica clive a cadeia polipeptidica
em algum residuo localizado entre aqueles ligados pelo ALC, forma-se um produto intermolecular;
caso contrario, um produto intramolecular.

O emprego da espectrometria de massas na analise de produtos de ligagao
cruzada permite identificar as espécies moleculares contendo a ligagao cruzada e
obter as informagdes estruturais desejadas, por meio de restricbes de distancia
espaciais determinadas a partir de residuos ligados pelo ALC, valendo-se de todas
as vantagens intrinsecas associadas a MS. Isto é feito submetendo a proteina
modificada pelo ALC a protedlise enzimatica, e identificando os peptideos
modificados resultantes por LC-MS e LC-MS/MS, sendo a mistura de peptideos
submetida a separagcdo cromatografica seguida de analise por MS de forma
continua. Os ions de peptideos sdo entdo automaticamente submetidos a

experimentos de MS/MS durante a corrida de LC, o que permite sequencia-los e
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localizar as modificagbes do ALC. Essa abordagem experimental €& bastante
semelhante aos métodos de protebmica shotgun empregados em analises de
misturas complexas de proteinas. A partir deste tipo de experimento é possivel
saber quais pares de residuos de aminoacidos da proteina alvo sofreram ligagao

cruzada e, consequentemente, se estavam espacialmente proximos na estrutura

nativa.
Ligacdo D; N
Cruzada Enz’i'f;:é” % Qéﬁ
ICh PR
2 4] o ¢
H e \"-—'-COOH

¢ Mapa de Ligactes

3“ LC-MS/MS
* Restrigbes de distancia N
4

#
H #

E 3
| i

¢ LigacBes intra-e
intercadeias

* Selecdo de modelos estruturais

Figura 4. Representagdo esquematica de um experimento tipico de ligagao cruzada com
analise por MS para obtengédo de dados estruturais de proteinas na forma de restricbes espaciais
de distancia. 1) Reagéo da proteina alvo com o ALC desejado; 2) Digestao enzimatica da proteina
modificada, de forma a gerar peptideos modificados e nao-modificados; 3) Analise da mistura de
peptideos por LC-MS/MS, visando identificar os peptideos modificados pelo ALC para formar
espécies de ligagado cruzada intra- e intermolecular (XL) e produtos do tipo DE (ver Figura 3). 4)
Agrupamento das restrigbes de distancia obtidas pelo experimento e desenho de um mapa de
ligagbes cruzadas. 5) Uso do conjunto de restricdes de distdncia na determinagdo de modelos
estruturais compativeis para a proteina alvo.

A Figura 4 acima demonstra esquematicamente um experimento tipico de
ligacdo cruzada com analise por MS para uma proteina alvo, podendo ser
extendida para estudos de complexos protéicos, caso em que € possivel realizar
uma etapa intermediaria de purificagcdo do complexo modificado por eletroforese

em gel de poliacrilamida com dodecilsulfato de sédio (SDS-PAGE), imediatamente
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apos a reacao de ligagao cruzada. A banda do gel é entdo recortada e submetida
a um procedimento de digestao apropriado, sendo as demais etapas equivalentes.

Utilizando essa metodologia, varias estruturas de baixa resolugédo foram
modeladas, com varios graus de complexidade. Foram determinadas estruturas de
proteinas até entdo nao resolvidas por difragdo de raios-X (XRD), como é o caso
da apolipoproteina A-l humana'® e da ATPase transportadora de cobre (CopA),*
além de estruturas de homodimeros (protease humana C1r),?' heterodimeros
(gp43/gp45 da holoenzima DNA-polimerase do bacteriofago T4, Ffh/Fts Y de

Escherichia coli, complexo calmodulina-melitina),?*2*

e de grandes complexos
protéicos, como o composto pela RNA polimerase Il (Pol Il) e o fator de iniciagao

TFIIF, totalizando 15 subunidades e aproximadamente 670 kDa em massa.?

1.3. Desafios da metodologia de ligagao cruzada com analise
por MS

Embora a metodologia de ligagdo cruzada com analise por MS tenha se
mostrado bastante promissora em fornecer informacdes estruturais de proteinas,
um dos grandes desafios da técnica ainda € a detecgdo e identificagdo dos
peptideos modificados no digesto apds a reagdo, uma vez que 0s mesmos sempre
estdo presentes em quantidades subestequiométricas na mistura.'®?® Varias
estratégias tém sido desenvolvidas visando contornar esse problema, como o uso
de ALC marcados isotopicamente,?’?®% ALC modificados com grupos especificos

visando purificacdo por cromatografia de afinidade dos peptideos modificados,3*3!

ALC clivaveis visando facilitar a deteccdo dos peptideos modificados,3%3334

expressdo de proteinas alvo marcadas isotopicamente com 'N3%3®

e digestao
enzimatica em agua marcada com '80.37%3% Essas duas Ultimas estratégias
baseiam-se no fato que apds digestao triptica, os pares de peptideos ligados pelo
ALC terdo dois residuos N-terminal e C-terminal cada, sendo ambos ou lisina ou
arginina, possibilitando a identificagdo dos peptideos modificados pela diferenga
de massa proporcionada pela marcagao isotopica. Ha também estudos visando a
elucidagao dos mecanismos de fragmentacao de peptideos modificados por ALC

em experimentos de MS/MS por dissociacdo induzida por colisao (CID),
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resultando na descoberta de ions marcadores caracteristicos para esses
peptideos.*® Tais ions marcadores podem ser empregados para facilitar a
detecgcdo de peptideos modificados por ALC em analises seletivas do tipo
varredura de ions precursores (PIS) em instrumentos Q-TOF.*!

A qualidade da informacéo estrutural obtida em experimentos de ligacao
cruzada com analise por MS depende diretamente do numero de restricbes de
distancia obtidas. Para um complexo protético, em geral mesmo um numero baixo
de restricdes de distancia ja pode ser usado para se determinar a topologia do
sistema. Se o numero de ligagdes cruzadas for proximo de 20 a 30% do numero
de residuos de aminoacido do sistema, entdo o tipo de enovelamento da proteina
ou do complexo protéico pode ser determinado com um erro quadratico médio

(RMS) de alguns poucos angstroms, como demonstrado pelo trabalhos de

Dokholyan et al (Figura 5)** e Young et al.*?
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Figura 5. Erros quadraticos médios (RMS) e desvios padrbes para comparagdes entre
estruturas de XRD ou NMR previamente disponiveis e conjuntos de estruturas-modelo com 10, 30,
50, 70 e 90% de restricdes de distdncia em relacdo ao numero de residuos, para os dominios A)
Subunidade f da RNA polimerase (1GO3); B) Proteina ribosomal 50s 17/112 (1DD3); C)
Neurotoxina b (1NXB); D) Di-hidrofolato redutase (1VIE); E) 1,4-alfa-maltotetrahidrolase (1JDC); F)
Proteina g (11GD); G) Proteina ribosomal 130 (1BXY); H) Proteina de divisdo celular ftsa (1E4F); 1)
Proteina anticoagulante (1DOD). Os cddigos entre parénteses se referem as estruturas do PDB*
com as quais foram feitas as comparacgoes.
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Nesse sentido, outro desafio relacionado com essa metodologia envolve a
dificuldade de obtencdo de um numero apreciavel de ligagdes cruzadas
dependendo do sistema alvo e do ALC utilizado. Como nos ALC homobifuncionais
tradicionais sdo empregados ésteres de NHS, reativos principalmente frente a
aminas primarias dos residuos de lisina e do residuo N-terminal, as ligagbes
cruzadas formadas ficam restritas a pares desses residuos expostos ao solvente e
dentro da faixa de alcance estipulada pela cadeia espagadora do ALC. Dessa
maneira, o uso de ALC menos seletivos, capazes de formar ligagdes cruzadas
entre mais tipos de residuos de aminoacidos, tem o potencial de aumentar o
numero de ligagdes cruzadas formadas e, consequentemente, a qualidade da
informacéo estrutural obtida.

Uma ultima consideragao associada a metodologia de ligagao cruzada diz
respeito ao efeito que tais ligagdbes causam nas estruturas secundaria e terciaria
da proteina. Embora seja de interesse obter um grande numero de tipos diferentes
de ligagdes cruzadas, que produziriam um conjunto mais completo de restricdes
de distancia, € também desejado que o numero de ligagdes cruzadas distintas por
molécula de proteina n&o seja demasiadamente alto, sob o risco de ocasionar
deformacdes na estrutura da proteina. Sob essa dtica, outro ponto a se considerar
€ que a ligagdo de ALC do tipo homobifuncionais com ésteres de NHS em
residuos de lisina e no residuo N-terminal torna as aminas desses residuos
comprometidas em ligagdes N-C=0 do tipo amida, bloqueando sitios de carga que
0s mesmos teriam em solucéo e pH fisiolégico. Pouca informagéo acerca desses
aspectos esta disponivel na literatura, sendo o estudo de Haniu et a/*®> um dos
poucos nesse sentido. Foi observado, em estudos de ligagdo cruzada de
eritropoietinas recombinantes humanas, que a ligagdo de cinco moléculas de ALC
do tipo homobifuncional com ésteres de NHS n&do causou mudancgas significativas
na estrutura secundaria da proteina, como demonstrado em espectros de

dicroismo circular (CD).
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2. Capitulo | — Agentes de Ligagcao Cruzada Fotoativaveis

2.1. Introdugao

Uma classe distinta de ALC é formada por compostos contendo grupos
reativos fotossensiveis, capazes de ativacdo quando da incidéncia controlada de
radiacdo na regidao do ultravioleta (UV). Uma vez ativados tais grupos reagem
rapida e indiscriminadamente com cadeias laterais de residuos de aminoacidos
proximas a si, formando varios produtos estaveis, também passiveis de
identificagdo mediante analise por MS.'® E importante ressaltar que tais reagentes
sdo desenvolvidos para sofrer ativagdo em comprimentos de onda especificos
(>300 nm) da regidao do UV, de forma a evitar quaisquer danos fotoquimicos
diretos a estrutura das proteinas, como pela incidéncia de radiacdo em 254 nm.
Além disso, a fotdlise desses reagentes fornece os produtos ativados
eficientemente, com alto rendimento quantico.*®

Normalmente, sdao empregados ALC’s fotoativaveis do tipo

heterobifuncional, contendo um grupo reativo fotossensivel, como diazirina,**

474849 ) benzofenona,’®®!

arilazida e um grupo reativo tradicional (ex. éster de
NHS), também separados por uma cadeia espagadora de comprimento variavel. O
grupo fotossensivel é estavel nas condi¢des que levam a ligagdo cruzada com o
grupo reativo tradicional,'®®® de forma que é possivel reagir o ALC com uma
proteina em solugao, acoplando a molécula do ALC a cadeias laterais de residuos
especificos pelo grupo reativo apropriado, isolar a proteina modificada por filtragao
em gel ou didlise, e entdo submeté-la a luz ultravioleta (UV), o que ativara
especificamente os grupos fotossensiveis, convertendo-os em grupos altamente
reativos, que reagem rapida e inespecificamente formando ligagdes cruzadas.
Alguns ALC fotoativaveis do tipo heterobifuncional possuem ainda um grupo
dissulfeto em sua cadeia espagadora, permitindo que a cadeia seja clivada apos
reagdes de ligagao cruzada sucessivas em ambos 0s grupos reativos, mediante
tratamento com agentes redutores como ditiotreitol (DTT), tris(2-carboxietil)fosfina
(TCEP) ou 2-mercaptoetanol, efetivamente separando a cadeia do ALC na forma

de modificacdes distintas sobre duas cadeias laterais de residuos de aminoacidos.
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Ligacéo
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Figura 6. Estrutura do SDAD, um ALC reativo frente a aminas (éster de NHS), fotoativavel
(diazirina) e clivavel (dissulfeto), disponivel comercialmente (Thermo Fisher).

Tal procedimento facilita a identificacao dos residuos de aminoacidos que
sofreram modificacdo, pois apds protedlise enzimatica e analise dos peptideos
resultantes por espectrometria de massas, cada fragmento da cadeia original do
ALC se comportara como uma modificagdo simples e distinta nos residuos de

aminoacidos aos quais estao ligados (Figura 7).
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Figura 7. Esquema representando os produtos observados para reagdo de um ALC do tipo
heterobifuncional, com um grupo éster de NHS, um grupo diazirina fotoativavel e uma ligagédo
dissulfeto clivavel. A molécula é inicialmente ligada pelo grupo éster de NHS, e a seguir pelo
carbeno gerado mediante eliminagdo de N, da diazirina, em etapas separadas. Por fim, é possivel
clivar a ligagao dissulfeto da cadeia do ALC, gerando duas modificagdes distintas.

Embora as diazirinas constituam heterociclos de trés membros com alta
tensdo do anel, as mesmas possuem O6tima estabilidade quimica a diversas
condigdes.®™>* A incidéncia de radiacdo UV ao redor de 350 nm em alquil®>®® e

arildiazirinas®® provoca eliminacdo de N, e formacdo de carbenos altamente
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reativos.’? Ha também a possibilidade de formagdo de espécies diazo isoméricas
que, por sua vez, podem formar carbenos por eliminagdo de N, além de agirem

como eletrdfilos® e alquilantes fortes.*®

©ON
o]
N=N hv Py
R "R, & Ri" Ry
N=N

R4= alquila, arila
R2= CH3, CF3
Figura 8. Eliminagao de nitrogénio molecular de diazirinas formando carbenos diretamente
ou mediante rearranjo para espécie diazo.

Pela combinacdo dessas caracteristicas, as diazirinas constituem o6timos
precursores de carbenos,® sendo assim excelentes grupos fotossensiveis para
ALC fotoativaveis. Os carbenos resultantes da ativacdo sdo capazes de insercao
em quaisquer ligagdes C-H, N-H, O-H ou S-H espacialmente proximas.®? A
suposta inespecificidade de ligacdo do carbeno tem o potencial para formagao de
um maior numero de ligagbes cruzadas, que agora podem ocorrer entre aminas
primarias (lisinas e N-terminal) e quaisquer outros residuos de aminoacido em
distancia apropriada.

A possibilidade de controle do momento em que se iniciara a reagao de
ligacdo cruzada pelo uso de ALC’s fotoativaveis permite uma nova gama de
experimentos visando mapear a estrutura tridimensional de proteinas. Como
exemplo de tais aplicagdes ha o trabalho de Suchanek et al,*® envolvendo o
emprego de versdes modificadas dos aminoacidos leucina, isoleucina e metionina
com grupos diazirina fotoativaveis, diretamente em células vivas.®® A alta
similaridade estrutural entre esses aminoacidos modificados e suas respectivas
versdes naturais possibilita que os mesmos escapem dos mecanismos de controle
de identidade durante a biossintese de proteinas e sejam incorporados as

proteinas pelo maquinario de tradugdo de células de mamiferos.®® A entdo

11
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incidéncia controlada de radiagdo UV ativa os grupos diazirina, procedendo a
eliminacdo de N, geragdo de carbenos e consequente formacédo de ligagdes
cruzadas entre os trés tipos residuos de aminoacidos modificados e suas
vizinhangas. Tais ligagdes covalentes sao capazes de fixar proteinas interagindo
entre si, 0 que permite mapear parceiros de interacdo em complexos protéicos por

meio da técnica de Western Blotting.

Amino acid pL pM pLM

0 (0] o] 1_2 3 4 5 6
HzN OH HQN \)LOH HsoN \/[LOH EEA1 & Stacking gel
\/}\ = (= Cross-linked [ 'E v Resolving gel
Leu Y lle s, Met kDa
™~ Monomer —| g S 180
0 O 0
HZN\:)]\OH HEN\)LOH HoN \)J\OH 118
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Figura 9. Trabalho desenvolvido por Suchanek et al para mapeamento de interacdes
proteina-proteina em meio intracelular. Esquerda: aminoacidos modificados com grupos diazirina
empregados no estudos, photo-Leu, photo-lle e photo-Met. Direita: fotografia de analises por
Western Blotting, demonstrando a ocorréncia de ligacdes cruzadas entre proteinas constituintes do
complexo protéico estudado apds incidéncia de radiagdo UV, quando as mesmas foram

C . L o o 58
biossintetizadas incorporando os aminoacidos modificados do meio intracelular.

Usando essa metodologia, Suchanek et al estudaram o complexo composto
pelas proteinas de membrana SCAP, Insig-1 e SREBP, entre outras, responsavel
pela regulacdo do metabolismo de lipideos, determinando a participagdo de mais
uma proteina no complexo (PGRMC1), bem como sua interagao direta com SCAP
e Insig-1 pela formacéo de complexos protéicos covalentes, unidos pelas ligagcoes
cruzadas. Outros estudos recentes relatam também a sintese de outros
aminodcidos contendo diazirinas (Hatanaka et ai®®) e de nucleosideos modificados
(He et al®®).

Embora haja diversos estudos empregando ALC com grupos

6162 incluindo estudos com tRNA®® e carboidratos,® nio ha estudo

fotoativaveis,
detalhado da aplicagcdo dos mesmos envolvendo analise por MS e visando obter

informagdes estruturais de proteinas. Desta forma, a metodologia de ligagao

12
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cruzada com ALC fotoativaveis acoplada a espectrometria de massas possui
grande potencial para o estudo de estruturas superiores de proteinas, valendo-se
das ja descritas vantagens intrinsecas da técnica de andlise e do potencial
associado aos ALC fotoativaveis de gerar ligagdes cruzadas em maior numero e
entre peptideos unicos, quando comparada com ALC homobifuncionais

tradicionais.

13
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2.2. Objetivos

O objetivo geral dessa parte do trabalho foi realizar estudos fundamentais
da aplicagcao do ALC fotoativavel SDAD em peptideos e proteinas modelo com
analise por MS, de forma a se caracterizar seu comportamento nesses sistemas.

Como objetivos especificos temos:

A) Investigar a fragmentacdo de peptideos sintéticos contendo
modificagdes oriundas de ligacdo cruzada mediada pelo SDAD, de forma a
caracterizar a fragmentagao dessas espécies.

B) Avaliar os resultados de experimentos ligagdo cruzada obtidos a partir
da aplicagcdo do ALC SDAD em proteinas modelo como mioglobina, de forma a
testar esse reagente com um sistema protéico real, e confirmar as observacgdes

feitas para peptideos sintéticos.
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2.3. Procedimento Experimental

2.3.1. Materiais

Os peptideos Ac-ARVALKAV (P1), Ac-ARAYVALKA (P2), Ac-ARAHVALKA
(P3), Ac-ARAKGAEFAVYAGVR (P4), Ac-ARAKGAEFAVHAGVR (P5) e Ac-
AGRVNFYFLGCAR (P6) foram obtidos da Proteimax (Sdo Paulo, SP). O ALC
NHS-SS-Diazirine (SDAD) foi obtido da ThermoFisher. Mioglobina equina foi
obtida da Sigma-Aldrich. Tripsina modificada de pancreas suino (grau
sequenciamento) foi obtida da Promega. A agua utilizada foi obtida de um
purificador Milli-Q (Millipore). Todos os outros reagentes foram obtidos da Sigma-

Aldrich, Merck ou Tedia, sendo usados sem purificacéo prévia.

2.3.2. Reagao do SDAD com peptideos

Os peptideos foram solubilizados em tampao fosfato (50 mM pH 8,0) para
um volume final de 500 yL e concentragao de 40 uM. O ALC SDAD foi dissolvido
em DMF anidra (10 mg mL"), e imediatamente adicionado as solugdes de
peptideos em excesso molar 20:1. As rea¢des foram mantidas sob agitacéo leve a
temperatura ambiente por 1 h, sendo entao finalizadas por adicao de tampéao Tris.
HCI (1 M, pH 7,6) para concentracao final de 50 mM. Apds 30 min, as misturas
reacionais foram purificadas em cartuchos de extracdo em fase solida (SPE) Oasis
HLB, feitos de resina polimérica (capacidade 1 cm?®, tamanho de particula 30 pm,
tamanho de poro 80 A? — Waters, Milford). Apds carregamento da amostra, os
peptideos imobilizados foram dessalinizados com 2 mL de H,O com 0,1% de acido
férmico, e eluidos com 3 mL de H,O/MeCN 75:25 com 0,1% de acido formico,
para garantir co-eluigdo minima de ALC n&o reagido com os peptideos. As fragoes
de eluicdo foram combinadas, concentradas e diluidas a 100 yL com H,O. Para os
peptideos P1, P2 e P3 (Figura 10), uma etapa de digestdo enzimatica (Etapa 2) foi
realizada apds a reagéo nos grupos éster de NHS, sendo a aliquota de 100 uL da
etapa anterior diluida a 500 pyL com tamp&o NH4sHCO3; 50 mM pH 8,0, seguido de

adicdo de tripsina em proporgao enzima/substrato de 1:50 e incubagao a 37°C por
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24 h. Uma aliquota de 400 uL foi separada para ativacdo dos grupos diazirina
(Etapa 3), sendo os 100 pL restantes reservados para analise por MS. Para os
peptideos P4, P5, P6 e P7, a fracdo de 100 pL resultante da Etapa 1 foi diluida
para 500 pL com H,O, dos quais 100 pyL foram separados para analise por MS e
os 400 pL restantes foram destinados a ativagao dos grupos diazirina (Etapa 3)

diretamente, sem digest&o (Etapa 2).

Etapa 2
Q.+ 9.9 .Q.~.0.,.0.
Etapa 1 HOC™" 09 8 Digestdo com H02C~ 00 g Etapa 3
9.0 0. SDAD o tripsina o hv ~365 nm
HO,Cc Y0700 (+273Da)  , A0, 0,0 (-AcAR) a2k 90© (-28u)
Q N —————— 'z N
Q A\ W\
AcA RO 00 o} i’OH o)j N o)j N N;
N g (+273 Da) : 2
~SNTYo ~SNTY0o
o H H
Peptideo Intacto A B
[M+273 Da] ou [PX,] [M+273 Da-AcAR] ou [PXg]
0.~ 0.0,
HO,C™™ 000 Etapa 4 frmemme-
o “°2°\o‘°*o'°‘0‘°‘9 y e “°2°\o‘°‘o'°\0‘°\g 3 |
0.,.0..0 ~100 ns Q (+2 Da) Q: ! Modificagdo
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2 C. 2 D

Figura 10. Representacdo esquematica das etapas reacionais pra se obter peptideos com
ligagdo cruzada intramolecular pelo SDAD, com respectivos deslocamentos de massa. 1) Reagao
no grupo éster de NHS; 2) Digestdo com tripsina; 3) Ativagdo dos grupos diazirina, eliminagdo de
N> e reagdo do carbeno; 4) Reducgéo da ligagao dissulfeto. Ao longo do texto, os produtos A, B, C e
D para os peptideos P1, P2 e P3 foram apresentados como [PXa], [PXg], [PXc] € [PXp], em que X =
1,2 0u 3.

A fonte de radiagdo UV (Figura 11) foi construida com base em uma
ldmpada de vapor de mercurio de 250 W (Philips HPL-N, com bulbo externo
removido), acoplada a um filtro de vidro (WG320, Schott AG) para remover
radiagdes com comprimento de onda < 300 nm, e um obturador eletrénico (22-
8411 Ealing Electronic Shutter, llex Optical) para controlar os tempos de exposi¢cao

a radiacao, todos dispostos em uma caixa de madeira com dois compartimentos.
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Figura 11. Representagcdo esquematica da fonte de luz UV empregada para fotoativagcao
dos grupos diazirina.

A escolha de comprimento de onda foi baseada na linha L do mercurio em
365 nm, sendo o comprimento de onda 6timo para ativagado de grupos diazirina
entre 350 e 360 nm.**%® Apos 3 minutos de pré-aquecimento da lampada, as
amostras foram transferidas para béqueres de 5 mL e irradiadas a temperatura
ambiente por 15 min. Uma aliquota de 300 uL foi separada para a redugao das
ligacdes dissulfeto (Etapa 4), enquanto os 100 uL restantes foram reservados para
analise por MS.

As solugdes ativadas na fonte de radiacao UV foram transferidas de volta
para microtubos e tratadas com tampao fosfato 50 mM pH 8,0 e DTT 25 mM por 2
h a 37°C, ou entdo TCEP 25 mM pH 7,0 por 2 h a temperatura ambiente. Apds
reducdo, as solugdes resultantes foram dessalinizadas em cartuchos Oasis HLB
usando o mesmo procedimento descrito no item 2.3.2., e as solugbes aquosas
resultantes (100 yL) foram submetidas a analise por MS.

Quando necessaria a alquilagdo dos grupos tiol para os peptideos P4 e P5
(ver item 2.4.1. em Resultados e Discusséo), apés redugdo e dessalinizagao, as
amostras foram diluidas para 500 yL com tampao fosfato 50 mM pH 8.0 e a cada
uma foi adicionada solugao de iodoacetamida 250 mM no mesmo tampé&o até uma
concentracao final de 60 mM. As reagdes foram mantidas na auséncia de luz a

temperatura ambiente por 2 h, periodo apés o qual a mistura reacional foi
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submetida a uma etapa final de dessalinizagdo em cartuchos Oasis HLB da
mesma maneira que as anteriores (item 2.3.2.). As amostras em solu¢des aquosas

concentradas (100 pL) foram entdo submetidas a analise por MS.

2.3.3. Reagao do SDAD com mioglobina

O procedimento para reacao foi realizado de acordo com o protocolo do
fabricante para ligagdo cruzada in vitro (Thermo Fisher).®® A 200 pL de uma
solugdo 50 yM de mioglobina em tampéao fosfato 50 mM pH 7,0, foi adicionada
uma solucdo recém-preparada de SDAD em DMF anidra (10 mg mL") a uma
concentragao final de 500 uM (excesso molar de 10x em relagdo a proteina). A
reacao foi mantida sob agitacao leve a temperatura ambiente por 30 min, seguido
de adi¢cado de tampao Tris.HCI 1M pH 7,0 para uma concentragao final de 50 mM e
15 min de agitagdo a temperatura ambiente, para finalizar a reagédo da porcao
éster de NHS do ALC. Uma aliquota de 20 pyL da mistura reacional foi separada
nesse ponto para analise por LC-MS.

A mistura foi entdo transferida para filtros de centrifuga Microcon YM-10
(Millipore), com peso molecular de corte (MWCO) de 10 kDa, para eliminar o
excesso de ALC nao reagido. Os filtros foram inicialmente lavados com duas
centrifugacdes de 500 pyL de H,O, seguido de carregamento da amostra e trés
filtragens sucessivas por centrifugacdo a 12,000 x g, sempre diluindo-se o
sobrenadante restante a 500 uL com tampao fosfato 50 mM pH 7,0 antes de cada
centrifugacéo. Apés filtragdo, o sobrenadante resultante (~50 pL) foi diluido a 200
ML com tampao fosfato 50 mM pH 7,0 e transferido para um béquer de vidro de 5
mL, sendo a solucéo irradiada na fonte de luz UV por 10 min. Uma aliquota de 20
uL foi separada apos essa etapa para reducédo das ligagcdes dissulfeto e analise
por LC-MS da proteina n&o-digerida, enquanto que os 180 uL restantes foram
submetidos a digestdo em solugado com tripsina, que foi adicionada em proporgao
1:50 enzima/substrato. Apos essa etapa, uma aliquota (20 L) foi separada para
analise por LC-MS/MS, e o volume restante foi submetido a reducéo das ligagbes
dissulfeto, mediante adicao de TCEP 0.5 M pH 7,0 para uma concentragao final de

25 mM e agitacao leve a 37°C por 30 min. As solugdes resultantes foram entao

18



Capitulo | — Procedimento Experimental

reservadas para analise por LC-MS/MS.

2.3.4. Analise por MS

Espectros de MALDI(+) e ESI(+)-QTOF-MS e MS/MS dos peptideos foram
adquiridos em um instrumento Waters MALDI Q-Tof Premier no modo-V reflectron,
operando com um laser de estado sélido de 200 Hz (Nd:YAG). Um microlitro de
amostra aquosa foi diluido a 10 yL com MeCN (0,1% de TFA), e a solugao
resultante misturada 1:1 com solugdo 10 mg mL"' de matriz a-CHCA em
H,O/MeCN 1:1 com 0,1% TFA. As misturas (1,6 pL) foram entdo aplicadas
diretamente em placas de ago para MALDI e secadas ao ar. Condigdes de
operacao tipicas para o instrumento foram energia do /aser 250 a.u. e voltagem de
placa 10 V. A calibragdo foi feita com adutos de soédio de PEG 600/1000/2000
entre m/z 300 e 3000. Para todos os experimentos de MS/MS de peptideos, os
espectros foram adquiridos manualmente aumentando-se a energia de colisao até
que o ion precursor selecionado fosse suficientemente fragmentado. Argbnio foi
utilizado como gas de coliséo.

Experimentos de LC-ESI(+)-QTOF-MS das proteinas nao-digeridas e LC-
ESI(+)-QTOF-MS/MS com aquisicdo dependente de dados (DDA) dos digestos
protéicos foram feitos em um cromatégrafo Waters nanoAcquity UPLC acoplado a
um espectrobmetro Waters Synapt HDMS, equipado com fonte de nanoESI.
Tipicamente, 2 a 5 pL de amostra aquosa foram injetados pelo auto-injetor do
sistema UPLC e direcionados a uma pré-coluna Waters Symmetry Cqg (20 mm x
180 pym i.d.; particulas de 5 um), onde foram dessalinizadas por 3 min com fluxo
de 5,0 pL min' de 97:3 H,O/MeCN com 0,1% acido férmico, sendo entdo
transferidas para a coluna analitica Waters BEH130 C4g (100 mm x 100 ym i.d.;
particulas de 1,7 um) e eluidas com com fluxo de 1,0 yL min™ de gradiente linear
de 97:3 a 30:70 de H,O/MeCN com 0,1% de acido férmico por 60 minutos. Argénio

foi utilizado como gas de colisdo nas celas Trap e Transfer.
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2.3.5. ldentificagao de produtos de ligagao cruzada em
experimentos de LC-MS/MS

As corridas de LC-MS/MS foram processadas com o ProteinLynx Global
Server v.2.2. (Waters) e analisadas por busca em banco de dados pelo MASCOT
v.2.2. (Matrix Science Ltd).*” Modificagdes correspondentes ao ALC SDAD ap6s
reagao no éster de NHS e ativacao das diazirinas (C1oH1sNO2S,, 245 Da), porgao
ligada pelo éster de NHS apods redugao (CsH4OS, 88 Da) e porcao ligada pela
diazirina apos redugéo (C;H13NOS, 159 Da) foram criadas e selecionadas como
modificagdes variaveis. As buscas foram feitas no banco de dados SwissProt,
considerando-se até trés sitios de clivagem ignorados pela enzima (tripsina) e
tolerancia de erro de massa de 0,1 Da para espectros de MS e MS/MS. A
comparagao entre peptideos modificados antes e apods redugcédo das ligagdes
dissulfeto do ALC permitiu identificar as espécies com ligacdo cruzada
intramolecular, que apresentariam modificacdo de +245 Da antes da reducgao, e
duas modificagdes distintas de +88 e +159 Da apds a reducgao (Figura 10).

A identificacdo de peptideos contendo ligagdo cruzada intermolecular foi
auxiliada pela ferramenta de busca de ligagdes cruzadas do GPMAW v.7.10.,
disponivel livremente.®® Um ALC correspondendo ao SDAD ativado (C1oH15NO2S,,
245 Da) foi criado, e configurado como heterobifuncional, com ambas as
especificidades de reagdo amina — acido carboxilico e amina — amina. Essa
escolha foi feita devido a limitagcbes do software, que permite apenas
especificidades de ligacdo entre aminas e outras aminas, acidos carboxilicos,
amidas, alcoois ou tidis. Considerando-se que na proteina estudada ha uma
guantidade maior de residuos com cadeias laterais do tipo amina e acido
carboxilico que os demais residuos (amidas, alcoois e tidis), a escolha de

especificidade feita representa a maioria das possibilidades de ligagado cruzada
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intermolecular do SDAD nesse sistema. Duas listas tedricas de peptideos com
ligacdo cruzada intermolecular foram geradas (uma para amina — amina e outra
para amina — acido carboxilico), e buscas foram feitas a partir de listas de ions
multicarregados das corridas de LC-MS/MS, sendo criada uma lista de m/z de ions
candidatos a peptideos com ligagdo cruzada intermolecular. Os espectros de
MS/MS desses ions candidatos foram entdo extraidos das corridas de LC-MS/MS
e interpretados manualmente para avaliar a presenga ou nao de ligagao cruzada

intermolecular através dos ions fragmentos observados.
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2.4 Resultados e Discussao

2.4.1. Monitoramento das etapas de reagcao de ligacao
cruzada por MALDI(+)-QTOF-MS

Como um estudo inicial, foram feitas reacdes entre o ALC SDAD e os
peptideos sintéticos P1 (Ac-ARVALKAV), P2 (Ac-ARAYVALKA) e P3 (Ac-
ARAHVALKA), para identificar os tipos de produtos reacionais formados apds
cada etapa reacional (Figura 10), em uma metodologia desenvolvida para formar
ligacdes cruzadas intramoleculares.

Na primeira etapa, a reacdo na porgcao éster de NHS do ALC com os
peptideos ocorreu quase quantitativamente (sinal de peptideo ndo modificado com
intensidade inferior a 10% da do modificado, Figuras 12A e 13A), resultando na
ligacdo da molécula do ALC nas cadeias laterais de residuos de lisina como
esperado (produtos PXa, Figura 10). As Figuras 12A e 13A exibem espectros
representativos para os peptideos P1 e P3 apds a Etapa 1. Uma vez que o laser
empregado na fonte de MALDI utiliza radiagao UV em 355 nm, a fotoativagdo dos
grupos diazirina foi observada durante a ionizagdo de todos os produtos né&o-
ativados, de forma que ions do tipo [PXa—N3] sao predominantes nos espectros de
MALDI-(+).

A eliminacdo de N, nao foi observada como resultado do processo de
ionizagado em espectros de ESI(+) dos peptideos (exemplo representativo para P5
na Figura 14), sendo observada apenas em pequena propor¢do quando foi
empregada a energia de colisdo padrao do instrumento (10,0) na aquisigdo do
espectro. Mediante reducao da energia de colisdo para 0,10, a perda de N, nao foi
mais observada, demonstrando a auséncia de ativacao das diazirinas e eliminagao

de N durante a reacédo de acoplamento da porcao éster de NHS na Etapa 1.

22



Capitulo | — Resultados e Discuss@o

1145601 Ac-ARVALKAV
100 A [P1,—N,+H]*— [P1+H]* m/z 869,5572
1115.5730
[P1,+H]*
B [P1+H]+ 1116.5826
1142.5913
957.f374 L 1145.6075 1303.6271
o bouhs N . L L m/z
700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400
P1,-N,+H]*
o 845.@[ g—N,+H]
873.4631
+
_—[P1g+H] 1114.6085_, [P1,~N +
. -N,+H
| 883.4128 6085+ [P1,=N,+H]
° 28,389 1115.6055
728. 5
[ 884.4207 1043.5847 1116.6028
764.4192 912.4312 “‘A
b |L” e .\MH.L iyl ‘ \h“h TN 'H\‘. c].',18‘5'647% " : , m/z
700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400
845.46
100, 845.4452 P1.—N.+HI* -N Sem perda
/V B 2 _ 2
deN,
846.46 —N2+H20
846.4527
°\‘ [P1 -N +H]+ 847.46
A 72 84846  863.4Y 867.43
847.4608 N 1, |, 87346
728.3829 884.404 1144.5929
{ L‘ N " . ‘L‘M\hhk i , " bt h b, . . . . . m/z
700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400
+
+H1* [P1,-N,-159 Da+H]* |, 847.48
o [P1,+H]"  957.5305 [P1 +H]*
[P1c+H]+
[P1,—N,+2 Da+H]* 848.47
847.4767 958.5546
3 886.5058 85048 gsq46
726.3547 959.5475 1116.6188 T —T—T— S ———
| ( 845.4502|L |y [psossze 1118.6146
b ‘\L L‘\‘ N L J‘L s sl b “L L el ‘[ m/z
700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400

Figura 12. Espectros de MALDI(+)-QTOF representativos para P1 (Ac-ARVALKAV) apos
A) Etapa 1; B) Etapa 2; C) Etapa 3 e D) Etapa 4 (ver Figura 10).
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Figura 13. Espectros de MALDI(+)-QTOF representativos para P3 (Ac-ARAHVALKA) apos
A) Etapa 1; B) Etapa 2; C) Etapa 3 e D) Etapa 4 (ver Figura 10).
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Figura 14. Espectros de ESI(+)-QTOF representativos com energia de colisdo ajustada
para A) 10,0 e B) 0,10. Note o ion [P5,—N,+3H]*" em m/z 609 representando a perda de N, no
espectro superior (~10% em intensidade em relacdo a m/z 618) e a auséncia do mesmo no
espectro inferior, demonstrando que a perda é unicamente resultado da energia de colisdo aplicada
na cela durante a analise.

Na segunda etapa, a digestdo com tripsina produziu peptideos clivados
apos o residuo de arginina, com perda de Ac-AR (produtos PXg da Figura 10,
espectros representativos nas Figuras 12B e 13B), embora observando-se a
presenca residual de peptideos nao digeridos. A presenga de ions para os quais
nao ocorreu eliminacdo de N, como nos espectros das Figuras 12A e 13A
corresponde possivelmente a espécies em que o grupo diazirina sofreu
isomerizacdo para uma forma diazo mediante incidéncia de radiacédo UV (Figura
8),3%2 hao sendo mais capazes de eliminar N,.
Na terceira etapa, a fotoativacdo dos grupos diazirina (Figuras 12C e 13C)
resultou em dois produtos principais relativos a eliminacdo de N, a partir de
produtos PXg, seguidos de inser¢ao do carbeno resultante em: (1) um residuo de
aminoacido ou a prépria cadeia do ALC (sem deslocamento de massa, produtos
PXc) e (2) em uma molécula de H,O (deslocamento de massa +18 Da, produtos

[PXc+H20]). Embora produtos de inser¢do dos carbenos em moléculas de agua do
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solvente foram observados como esperado®*? (como [P1c+H,0] e [P3c+H,0],
Figuras 12C e 13C), os picos observados correspondentes a produtos de insercao
do carbeno sem deslocamentos adicionais de massa (produtos PXc) possuem
intensidade bastante superior. Esses picos representam produtos isdbaros,
correspondendo a inser¢gdes do carbeno na cadeia do peptideo (resultando em
uma ligacao cruzada intramolecular, rota A da Figura 15) ou inser¢céo na prépria
cadeia do ALC, o que inclui rearranjos intramoleculares para gerar diferentes
produtos, como isémeros ciclicos e alcenos (rota C da Figura 15).

A quarta etapa, envolvendo a reducgédo das ligagdes dissulfeto em dois
grupos tiol, foi realizada com ditiotreitol (DTT) ou tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP),
sendo este ultimo mais eficiente. Dentre os produtos observados apds reducao
das ligac¢des dissulfeto (Figuras 12D e 13D) estdo a ligagéo cruzada intramolecular
reduzida (produtos PXp, com duas modificagdes distintas em dois residuos de
aminoacido) e a perda parcial da cadeia do ALC (uma perda de 159 Da,
resultando em peptideos com deslocamento de massa de apenas + 88 Da. Tais
ions com perda de 159 Da apds redugédo das ligagdes dissulfeto podem ser
originados de duas espécies diferentes: (1) aquelas em que o carbeno reagiu por
insercao em sua propria cadeia, em uma ligacao localizada necessariamente entre
a ligagdo S-S e o carbeno (rota C da Figura 15), de forma que a redugéo da
ligacédo S-S eliminaria parte da cadeia do ALC como um tiol livre; e (2) aqueles em
que o carbeno se inseriu em uma ligagao O-H de uma molécula de H,O (rota B da
Figura 15) que, apods reducdo da ligagdo S-S formariam a mesma espécie do
primeiro caso, com uma modificagdo com grupo tiol livre de 88 Da nos residuos de
lisina. Essas duas origens distintas para um mesmo ion contribuem para sua

maior intensidade quando comparado com os produtos PX¢, como na Figura 12D.
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Figura 15. Representacao esquematica de possiveis rotas reacionais para o carbeno
gerado mediante eliminagdo de N, de grupos diazirina em solugdo aquosa, mostrando também os
produtos subsequentes apds reagdes de redugéo das ligagdes dissulfeto (P1, P2 e P3) ou apds
reducédo e alquilagdo dos tidis (P4 e P5). A) Insercdo em uma ligagao da cadeia do peptideo,
gerando duas modificagées distintas ap6s reducao da ligagdes dissulfeto (P1, P2 e P3), e redugao
seguida por alquilacdo dos tidis (P4 e P5). B) Insercdo em uma molécula de agua, gerando um
composto com deslocamento de massa de + 18 Da que leva a perda parcial da cadeia do ALC
apo6s reducao das ligacdes dissulfeto, formando um produto com uma modificagdo de +88 Da. C)
Insercao em uma ligagéo da cadeia do ALC entre o grupo dissulfeto e o carbeno, resultando em
diferentes possiveis isbmeros, todos levando a perda parcial da cadeia do ALC apéds redugao das
ligagdes dissulfeto, formando um produto com uma modificagao de +88 Da.
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Apos estabelecer os principais produtos reacionais resultantes da aplicagao
do ALC SDAD a peptideos, experimentos foram feitos com os peptideos mais
longos P4 (Ac-ARAKGAEFAVYAGVR) e P5 (Ac-ARAKGAEFAVHAGVR),
contendo uma maior diversidade de tipos de residuo de aminoacido. Uma vez que
o objetivo foi de avaliar o comportamento do ALC frente a uma variedade mais
ampla de residuos de aminoacido, esses dois peptideos n&o foram digeridos com
tripsina (Etapa 2) apos reagdo com o ALC na porcdo éster de NHS (Etapa 1). As
etapas reacionais para P4 e P5 foram idénticas aquelas para P1, P2 e P3, exceto
pelo fato que a redugao das ligagdes dissulfeto na Etapa 3 ndo pdde ser obtida
quantitativamente, mesmo com concentragdes maiores de DTT ou TCEP e tempos
reacionais mais longos. Para superar esse problema, os produtos parcialmente
reduzidos dos peptideos P4 e P5 apds a Etapa 4 foram submetidos a reacdes de
alquilagao com iodoacetamida, de forma a produzir deslocamentos de massa de
+57 Da (uma alquilagéo) ou +114 Da (duas alquilagdes) em seus ions.

Esses deslocamentos de massa foram planejados de forma a facilitar o
isolamento de ions com ligagdes dissulfeto reduzidas daqueles com ligacdes
oxidadas pelo quadrupolo operando no modo filtro de m/z do instrumento, para
obtencgao de espectros de ions produtos apds fragmentacao, visto que a diferenca
de m/z entre ions oxidados e reduzidos é de apenas 2. Os produtos principais
observados apés alquilagdo (Figura 16) foram as versdes mono- e dialquiladas
dos produtos PXp ([PXp+57 Da] e [PXp+114 Da]), bem como uma versao alquilada
do produto PXc — 159 Da, sendo este ultimo produto presente em quantidade
bastante superior em relacdo aos produtos mono- e dialquilados, como

demonstram os espectros das Figuras 16A e 16B.
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Figura 16. Espectros de MALDI(+)-QTOF representativos para A) P4 (Ac-
ARAKGAEFAVYAGVR) e B) P5 (Ac-ARAKGAEFAVHAGVR) apés alquilagdo dos grupos tiol com
iodoacetamida (ver Figura 15).

Ainda que com a metodologia empregada nao tenha sido possivel alquilar
quantitativamente os grupos tiol (sendo a presenca de DTT ou TCEP residuais um
possivel motivo®®), os produtos mono- e dialquilados foram gerados em
quantidade suficiente para permitir experimentos de MS/MS visando obter
espectros de ions produtos dos mesmos.

No intuito de investigar a reatividade do ALC SDAD em peptideos contendo
residuos de cisteina, o peptideo P6 (Ac-AGRVNFYFLGCAR) foi utilizado. A
analise por MALDI-QTOF-MS apés a reagado na porgao éster de NHS (Etapa 1)
revelou a formagcdo de uma mistura complexa de produtos, além do produto
esperado P64, na forma de um ion [P65—N,+H]". A razdo para essa diversidade de
produtos sdo reacdes laterais de troca entre dissulfetos,'® ocorrendo entre o grupo
tiol do residuo de cisteina do peptideo e a ligagao dissulfeto do ALC. Alguns ions
identificados como produtos de troca exibem deslocamentos de massa de + 184
Da e +184 Da -N3 (troca com o atomo de enxofre mais proximo da diazirina), bem
como +104 Da (troca com atomo de enxofre mais proximo ao éster e NHS,

seguido de hidrolise do éster). Para evitar tais reagdes laterais levando a formagao
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de varios produtos indesejados, a redugao e alquilagdo de residuos de cisteina
torna-se necessaria quando da aplicagdo do SDAD a proteinas contendo tais

residuos.

2.4.2. Identificagdo de residuos modificados pelo SDAD por
MS/MS

Espectros de ions produtos foram adquiridos selecionando-se ions
monocarregados [PXp+H]" dos peptideos P1 (Figura 17A), P2 (Figura 17B) e P3, e
ions dialquilados [PXp+114 Da+H]" dos peptideos P4 (Figura 18A) e P5 (Figura
18B), de forma a localizar as modificagbes resultantes de reagdo nas porgdes
éster de NHS e diazirina do ALC (Figura 10), verificando assim a ocorréncia de
ligagdes cruzadas intramoleculares na forma de modificacées distintas em dois
residuos de aminoacido apds redugao da ligagao dissulfeto.

Os espectros assim obtidos para ions [PXp+H]" demonstram séries de ions
a,+88 Da, b,+88 Da e y,+88 Da, contendo a modificacdo da porcéo éster de NHS
(Figura 10). ions da série b sdo consistentes com os residuos de lisina sendo os
sitios de reacdo com os ésteres de NHS. Como exemplo, para P1, ha ions bs+88
Da e b5+88 Da, bem como ions y; ndo modificados (Figura 17A). Para P2, ha ions
b,, bz bs € bs ndo modificados, enquanto que ions bg+88 Da e y,+88 Da
demonstram que a modificagdo se encontra no residuo de lisina; nenhum ion
sugerindo modificagcdo no residuo de tirosina foi observado. Também foram
detectados nos espectros ions contendo a modificagdo da porg¢ao diazirina (Figura
10), como by+159 Da e y,+247 Da para P1, além de b3+159 Da, bs+159 Da,
bs+159 Da e y3+247 Da para P2. A presenca desses ions confirma a formacéao de

ligacdes cruzadas intramoleculares por meio do ALC SDAD.
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Figura 17. Espectros de ions produtos para A) [P1p+H]" de m/z 847,48 e B) [P2p+H]" de
m/z 982,50. O esquema da Figura 10 ilustra os deslocamentos de massa de +88 Da (modificagao
da porcao éster de NHS) e +159 Da (modificagdo da porcao diazirina).

Algumas caracteristicas interessantes dos espectros da Figura 17 sdo uma
perda neutra de 159 Da do precursor € um ion intenso de m/z 160, sendo
identificados como eliminacdo da modificacdo da porgao diazirina do ALC, como
perda neutra ou ion. A razdo para essas caracteristicas pode ser uma rota de
fragmentagao preferencial em que a modificagdo da porgéo diazirina é eliminada
de inicio, como um ion ou perda neutra. Perdas de 159 Da do ion precursor e ions
de m/z 160 foram observados para ions [PXp+H]" de todos os peptideos
estudados. Tal comportamento durante a fragmentacao por dissociagao induzida
por colisdo (CID) é similar ao de ALC homobifuncionais do tipo éster de NHS
(como DSS), para os quais ha formagao de ions marcadores envolvendo a cadeia
do ALC, que podem ser usados para identificar peptideos contendo ligagao
cruzada por experimentos do tipo varredura de ions precursores (PIS), ou pseudo-
PIS em instrumentos QTOF.*! Para P2, a presenca de ions bs+159 Da, bs+159 Da

31



Capitulo | — Resultados e Discuss@o

e bs+159 Da, somado a ys+247 Da, indicam os residuos de alanina, valina e

leucina como possiveis sitios de reagao para o intermediario carbeno.
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Figura 18. Espectros de ions produtos para A) [P4p+114 Da+H]" de m/z 1968,99 e B)
[P5p+114 Da+H]" de m/z 1942,96. Modificacdes de +145 Da e +216 Da sao versdes alquiladas das
modificagdes +88 Da e +159 Da (Figura 15).

Espectros de ions produtos para os ions dialquilados [PXp+114 Da+H]" dos
peptideos P4 e P5 demonstram ions consistentes com modificacdo da porgao
éster de NHS nos residuos de lisina (+145 Da apds alquilagéo), assim como para
P1 e P2. Uma vez que tais espectros para P4 e P5 também contém ions
representando perda neutra da modificagdo da porcdo diazirina (-216 Da apds
alquilacao) e ions de m/z 217, a auséncia de ions b,+216 Da e y,+216 Da nesses
espectros foi atribuida como devido a rota preferencial de fragmentacao que leva a
eliminagcao da modificacdo da porcao diazirina ocorrer com uma extensao maior

para esses peptideos.
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2.4.3. Analise por LC-MS e MS/MS de ligagao cruzada com
SDAD em mioglobina

Para validar o uso do ALC SDAD em sistemas protéicos reais, reacdes de
ligacdo cruzada foram feitas tendo-se como alvo a mioglobina equina. Dentre as
razdes estdo seu tamanho pequeno (~17 kDa), estabilidade, facilidade de
manuseio e presenca de um numero apreciavel de residuos de lisina passiveis de
modificagao pela por¢cao éster de NHS do ALC. Apds reacdo na porgao éster de

% o espectro

NHS nas condigbes sugeridas pelo fabricante (Thermo Fisher),
deconvoluido de LC-MS (Figura 19A) mostra o acoplamento de até nove

moléculas de ALC por molécula de proteina.
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Figura 19. Espectros deconvoluidos de LC-MS apds reagdo de mioglobina com A) SDAD
(porcao éster de NHS), excesso molar 10:1, sendo que no espectro foram anotados ions
correspondendo a varias modificagdes na forma de reagcdo apenas pela porcdo éster de NHS
(+273 Da, Figuras 7 e 10); e B) DSS, excesso molar de 10:1; sendo que no espectro foram
anotados ions correspondendo a varias modificagdes do tipo XL (+138 Da, Figura 3). As
deconvolugdes foram obtidas empregando-se o algoritmo MaxEnt1 (Waters).

Para fins de comparacao, a reacdo com um ALC homobifuncional contendo

ésteres de NHS nas mesmas condicbes resulta em moléculas de proteina
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contendo até oito modificagdes. Entretanto, o niumero de moléculas do ALC
ligadas por molécula de proteina n&o pode ser diretamente correlacionado com o
numero real de ligagbes cruzadas, visto que o DSS requer a presenga de duas
lisinas distando espacialmente em ~12 A para formar uma ligacdo cruzada
intermolecular. O SDAD, por sua vez, é teoricamente capaz de ligar um residuo de
lisina a qualquer outro residuo em distancia apropriada de ~13 A% devido a
inespecificidade do intermediario carbénico formado apds a ativagdo dos grupos
diazirina.*®*® Um determinado numero de moléculas de SDAD ligadas por
molécula proteina tem, portanto, potencial para formar maior quantidade de
ligacdes cruzadas distintas do que o0 mesmo numero de moléculas de DSS ligadas
por molécula de proteina.

Apos ativagdo dos grupos diazirina na fonte de luz UV, amostras de
mioglobina foram digeridas com tripsina, e o0s peptideos resultantes foram
analisados diretamente por LC-MS/MS, ou entdo previamente tratados com TCEP
para reduzir as ligagbes dissulfeto e entdo analisados para LC-MS/MS. A
comparagao entre ambos os conjuntos de dados obtidos dessa maneira foi
planejada de forma a permitir a identificacdo de peptideos contendo ligagoes
cruzadas intra- e intermoleculares, bem como outras espécies modificadas pelo
ALC SDAD. Os dados espectrais foram processados e analisados pelo
mecanismo de busca em banco de dados MASCOT. Os resultados assim obtidos
foram agrupados na Tabela 1.

Dentre os produtos identificados estdo aqueles contendo ligagdes cruzadas
intra- e intermoleculares (+245 Da) apds ativagdo dos grupos diazirina, e
peptideos contendo as modificagdes da porcao éster de NHS (+88 Da) e porgéao

diazirina (+159 Da) apds reducgéao das ligagdes dissulfeto.
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Tabela 1. Peptideos modificados (mioglobina) apds ativagdo dos grupos diazirina, ou apés
ativacdo dos grupos diazirina e redugdo das ligagdes dissulfeto do ALC, identificados por LC-
MS/MS.

Tipo de ligacdo Apos ativagao dos grupos m/z Exp. Apos ativacao e redugao das m/z Exp.
cruzada diazirina (Erro em ppm) ligagoes dissulfeto {Erro em ppm)
HLKTEAEMK + 245 u 666,3085 [:22’9] HLKTEAEMK + 88 u + 159 u 635,9549 [_,13'3]

[M+2H]% —_ [M+3H]*
YKELGFQG + 245 u "’95”’“? [_fb’zl YKELGFQG + 88 u + 159 u "’%’W_U [T_'J’U]

[M+2H]? [M+2H?
TEAEMKASEDLK + 245 u f&)&s{.g_]_ [‘ﬂ%s’sl TEAEMKASEDLK + 88 u + 159 u j99,8'_;5_8 [:_b’f]

[M+2H]? - [M+2H]?
TEAEMKASEDLKK + 245 u 862,8972 [:19,2] TEAEMKASEDLKK + 88 u + 159 576,2624 [i19,3]

[M+2H]** u [M+3H]*
. ot 636,2997 (+6,9) LFTGHPETLEKFDK + 88 u + 159 636,9613 (-28,3)

Intramolecular LFTGHPETLEKFDK + 245 u (M+3H]> N [M+3H]>
_ _ o HKIPIK + 88 u 412,2261 (-36,3)

HKIPIKYLEFISDAITHYLHSK + 570,1052 (—4,4) [M+2H]4
245u [M+5H]®* : : ‘ 682,0289 (+7,3)

YLEFISDAIIHVLHSK + 159 u [M*':’)HJ':'
ASEDLKKHGTVVLTALGGILK 880,7888 (+9,5) ASEDLKKHGTVVLTALGGILK + 829,1094 (-3,6)

+2x245u [M+3H]3* 2x88u+159u [M+3H)*
KGHHEAELKPLAQSHATK + 446,2164 (-9,7) KGHHEAELKPLAQSHATK + 88 u 446,6183 (—-12,5)

245 u [M+5H]* +159u [M+5H]%"
GLSDGEWQOQVLNVWGK + 88 u 952,4361 l_ql&B]

GLSDGEWQOAQVLNVWGK + 936,8205 (+21,5) [M+2H]+

Intermolecular ) S 3e - .
245 u + ALELFR [M+3H]? 4542504 (+14,8)

4 150
ALELFR + 159 u (M+2H]

Sitios de modificagao (atribuidos pelo MASCOT) pelo éster de NHS (+88 Da) estdao em negrito
italico, e sitios modificados pela por¢ao do grupo diazirina (+159 Da) estdo em negrito sublinhado.
Vale ressaltar aqui que o numero de peptideos modificados com ligagdes
cruzadas intermoleculares exibidos na Tabela 1 limita-se apenas aqueles em que
a ligacao ocorreu entre peptideos contendo residuos de amina e acidos glutamico
ou aspartico, de acordo com a especificidade de busca empregada pelas
ferramentas de bioinformatica utilizadas. |dealmente, para se mapear todas as
ligagdes cruzadas formadas por um ALC como o SDAD, seria necessario buscar
por ligacdes entre residuos de amina e quaisquer outros residuos, dada a
inespecificidade do intermediario carbénico do ALC. Esse tipo de busca €, no
entanto, muito dificil de realizar de forma eficiente com as ferramentas atualmente
disponiveis, o que torna essa abordagem inviavel. No entanto, os produtos
detectados podem ser utilizados como prova de conceito da possibilidade de se

empregar o SDAD como ALC para experimentos de ligagao cruzada.
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O espectro de ions produtos para o peptideo LFTGHPETLEKFDK contendo
ligacdo cruzada intramolecular (Figura 20A) demonstra todas as caracteristicas
encontradas em experimentos similares para peptideos sintéticos, como a perda
neutra de 159 Da a partir do ion precursor e a formagao de um ion intenso de m/z
160. A presencga de ions y3 ndao-modificado e ys+ 88 Da indica o residuo de lisina
do meio da cadeia como sitio de reacdo da porgao éster de NHS, ao passo que a
presenga de um ion [yg+247 DaJ]** indica o residuo de &cido glutdmico adjacente a

lisina como possivel sitio de reagao para a porcéo diazirina.
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Figura 20. Espectros de ions produtos representativos para ligagdo cruzada intra- e
intermolecular em mioglobina. A) Peptideo LFTGHPETLEKFDK com ligacdo cruzada
intramolecular na forma de duas modificagbes distintas (+88 Da e +159 Da) apds redugdo da
ligagdo dissulfeto, [M+3H] de m/z 636,95. B) Ligagado cruzada intermolecular entre peptideos
GLSDGEWQQVLNVWGK e ALELFR, [M+3H]3+ de m/z 937,12.
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Outro produto identificado foi o0 com ligagao cruzada intermolecular entre os
peptideos GLSDGEWQQVLNVWGK e ALELFR (Figura 20B), em que a molécula
do SDAD se ligou ao residuo de glicina N-terminal da proteina (pela porgao éster

de NHS) e ao residuo de acido glutamico 136 (pela por¢ao diazirina).

Figura 21. Estrutura tridimensional de mioglobina de coragdo de cavalo por difragdo de
raios-X, registro 1WLA do PDB.”®"" Os residuos de glicina e &cido glutdmico envolvidos na ligagdo
cruzada intermolecular foram destacados de forma a exibir suas cadeias laterais. As regides em
amarelo e azul correspondem aos peptideos GLSDGEWQQVLNVWGK e ALELFR,

respectivamente.

Esses dois residuos estéo a uma distancia de 11,7 A (Figura 21), de acordo
com a estrutura do PDB 1WLA (difragdo de raios-X de mioglobina de coragao de
cavalo selvagem e recombinante).”®”" Essa distancia é compativel com a faixa de

alcance proposta para esse ALC, que é de ~13 A.%®
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2.5. Conclusao

A formacao de ligacbes cruzadas em peptideos modelo sintéticos e uma
proteina modelo por meio de um novo ALC heterobifuncional do tipo NHS-
diazirina, fotoativavel e clivavel foi investigada. A ativagdo dos grupos diazirina foi
alcancada mediante uso de uma fonte de luz UV simples e construida para esse
fim, e as reagdes para obtencdo de produtos com ligacbes cruzadas foram
caracterizadas etapa por etapa. Bons rendimentos de ligagdo cruzadas foram
observados para os peptideos modelo e a proteina, demonstrando o potencial
desse ALC do tipo NHS-diazirina para experimentos de MS3D.

Os espectros de ions produtos para todos os peptideos com ligagao
cruzada intramolecular demonstram perdas caracteristicas e portanto diagnosticas
de 159 Da a partir do ion precursor, bem como a formacado de um ion em m/z 160,
sendo atribuidos a eliminagao preferencial da porgédo diazirina do ALC ligada ao
peptideo através do intermediario carbénico. A maioria dos ions fragmentos de
produtos de ligagdo cruzada pbéde ser atribuida a ions fragmentos comuns para
peptideos (séries a, b e y), o que facilita a analise estrutural.

Uma vez que produtos resultantes de reacbes laterais de troca entre
dissulfetos foram observadas quando o ALC foi aplicado a um peptideo contendo
um residuo de cisteina com um tiol livre, a aplicagdo do SDAD a sistemas
contendo residuos de cisteina gera uma gama de produtos adicionais indesejados,

e deve portanto ser evitada.
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3. Capitulo Il — Andlise de mudang¢as conformacionais por
mobilidade idnica acoplada a MS de proteinas contendo ligagao
cruzada

3.1. Introdugao

A espectrometria de mobilidade idnica (IMS), inicialmente conhecida como
cromatografia de plasma, foi introduzida na década de 60 e consiste em uma
técnica de separacdo idnica em fase gasosa.”? As espécies sdo separadas com
base em seus estados de carga e tamanhos/conformacdes, sendo este segundo
fator melhor descrito por suas segbes de choque de colisdo (CCS).
Tradicionalmente, ions séo injetados em uma cela de deslocamento (DC) e
colidem com um gas (tipicamente hélio), na presenca de um fraco campo elétrico
aplicado que os faz migrar através da cela, sendo detectados separadamente com
base no tempo decorrido para percorrer a cela.”

O primeiro acoplamento de mobilidade i6nica com espectrometria de
massas € creditado a E. W. McDaniel que, nas décadas de 50 e 60, desenvolveu
celas de deslocamento com campos elétricos fracos e preenchidas com gas em
pressdes de 0,1 a 1,0 torr, acoplando-as a um espectrobmetro de massas com
analisador do tipo setor magnético, no intuito de estudar mobilidades i6nicas e
reacdes ion-molécula.” Espectrdmetros de massa com analisadores do tipo Q">
e TOF"™ rapidamente substituiram aqueles equipados com setores magnéticos
e, nas décadas de 70 e 80, MS tornou-se a principal forma de analise de ions
separados por celas de IM, com o primeiro instrumento do tipo IM-MS comercial
sendo langcado em 1971.%° Subseqiientes trabalhos de Jarrold et al,®' Kemper e
Bowers® contribuiram para a modernizagdo dos instrumentos de IM-MS. Ainda
que inicialmente focalizada no estudo de aglomerados (clusters) de ions e ions
metalicos, a técnica de IM-MS tem encontrada vasta aplicagdo nos ultimos anos
na caracterizacdo de uma variedade de compostos, como aglomerados (clusters)

8384 aminoacidos,® peptideos e proteinas,®® DNA® e polimeros

de carbono,
sintéticos.%
O valor de CCS e a carga dos ions sao os principais fatores que regem a

velocidade de deslocamento dos mesmos em celas de mobilidade. Moléculas com
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menores valores de CCS atravessam a cela de gas em menor tempo de
deslocamento (DT), ao passo que moléculas com maiores CCS colidem mais
vezes com 0 gas, resultando em maior DT. Quanto maior a carga do ion, mais
fortemente este sofre a acdo da forga atrativa devida ao campo elétrico aplicado

na saida da cela, o que também diminui seu DT.
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Figura 22. Esquema representando a separagédo de dois ions hipotéticos, um com conformacgao
compacta e outro com conformacgao estendida, por mobilidade idnica.

A presenca de uma cela de IM em um espectrometro de massas fornece
uma dimensdo adicional para a caracterizagdo de compostos, ja que o
deslocamento de ions em tais celas depende de outros paréametros além da
relagdo m/z, como a CCS, o tipo de gas utilizado e sua pressao na cela. Dessa
maneira, compostos isoméricos podem ser separados devido a diferengca de
mobilidade,®® como demonstrado na Figura 23, sendo a separacédo de isdmeros
um dos grandes atrativos da técnica. Potenciais aplicagbes desse fendbmeno foram
também extendidas em recente trabalho de Hill Jr. et a®! que, utilizando como gas
de cela Nz contendo 10% de (S)-(+)-butanol, foram capazes de resolver por
mobilidade idnica enantiomeros de atenolol, com base nas diferentes mobilidades
ibnicas observadas para adutos dos enantidmeros do composto com o modificador
quiral misturado ao gas, que formam diasterecisdmeros passiveis de resolugao,
de maneira analoga a uma cromatografia quiral.

Em termos do poder de resolucdo de ions isoméricos em instrumentos do
tipo IM-MS, estudos vem sendo feitos com arranjos instrumentais otimizados,
visando incrementar essa capacidade. Nesse sentido, podemos destacar recentes

I93

trabalhos de Clemmer et a® e Bowers et a em que foram alcancadas
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resolugbes de mobilidade entre 100 e 350 para analises de peptideos e
glicosideos tipicos, permitindo a separagado de isdbmeros que diferiam em apenas
~1% em termos de CCS. No entanto, esse ganho em poder de resolugdo é
associado a uma queda de sensibilidade, sendo essa uma questdao que ainda

deve ser abordada.
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Figura 23. Espectro bidimensional de IM-MS de uma mistura de metil-a e metil-8-D-
galactopiranosideos, mostrando a separagéo (gas da cela: N,) de ions dos compostos na forma
[M+Na]* em m/z 217.%° Apesar dos dois ions apresentarem a mesma relacdo m/z (eixo x) eles
apresentam diferentes tempos de deslocamento (eixo y), permitindo assim a sua diferenciagao.

Outra importante informacédo que pode ser obtida a partir de experimentos
de IM-MS sao valores experimentais para a CCS de ions a partir de seu valores
de DT. Em instrumentos do tipo DC, o valor de DT de um ion pode ser

correlacionado matematicamente com seu valor de CCS (Q) pela relagao:*

o_ (180 ze <l i)l/zxtDEx76OX T 1
16 (kg T)2 \m = m, L~ P 21327 N

em que ze ¢ a carga do ion, kg é a constante de Boltzmann, m a massa do ion, mg
a massa do gas, tp o tempo de deslocamento, E o campo elétrico aplicado, L o

comprimento da cela, P a pressao do gas, T a temperatura do gas e N é a
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densidade numérica do gas. Em geral, estes parametros podem ser obtidos
experimentalmente com erro inferior a 1%.%* De posse dos valores experimentais,
€ possivel compara-los com valores correspondentes obtidos teoricamente através
de modelagem molecular, calculados para as respectivas estruturas espaciais de
baixa energia,®® de forma a se associar as medidas experimentais de CCS com
diferentes tipos de conformacgdes para os ions em fase gasosa. O programa mais
utilizado para o calculo tedrico de CCS a partir de uma ou mais estruturas € o
MOBCAL,**¢ desenvolvido por Jarrold e Shvartsburg, e disponivel livremente.?”
Essencialmente, MOBCAL calcula valores de CCS por meio trés métodos
diferentes, em grau crescente de complexidade e demanda computacional: o
método da aproximagdo (PA), o método de espalhamento de esferas rigidas
(EHSS) e 0 método da trajetdria (TM). Como exemplos de comparagdes entre

valores de CCS tedricos e experimentais ha estudos com clusters de carbono,?*

88,99 86,100 pyroteinas'® e complexos de coordenacéo.'??

acidos nucléicos, peptideos,

Recentemente, uma nova abordagem para a separagdo de ions por
mobilidade foi desenvolvida, sendo baseada em uma onda movel de voltagem DC
(Travelling Wave) incorporada a um guia de ions RF composto por eletrodos
anelares empilhados (SRIG)'® em posigdo perpendicular ao caminho dos ions. A
eletrodos adjacentes do SRIG s&o aplicadas voltagens RF defasadas de 90°,

formando uma barreira radial de potencial, como descrito na Figura 24.
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Figura 24. Esquema do guia de ions composto por eletrodos anelares empilhados (SRIG),
com grafico do potencial eletrostatico efetivo tipico produzido nos eletrodos de um SRIG™®.

Quando os ions adentram a cela de mobilidade nessas condigdes, seu
movimento axial na cela preenchida pelo gas é retardado ou até cessado pela
presenca das armadilhas axiais. Entdo, um pulso transiente de voltagem DC é
sobreposto ao potencial RF de um eletrodo, e transferido para os eletrodos
seguintes, sequencialmente e em tempos regulares, formando ondas de potencial
que carregam os fons através da cela.'® Tal caracteristica permite a separagao
por mobilidade i6nica, de forma analoga a observada para instrumentos do tipo
DC Esse método, nomeado Travelling Wave lon Mobility (TWIM), foi incorporado
ao instrumento Synapt™ HDMS™, fabricado pela Waters (Manchester, UK), cuja

geometria é representada esquematicamente na Figura 25.
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Figura 25. Representacdo esquematica do instrumento SynaptT"’I HDMS™ da Waters.'®

O instrumento possui geometria Q-TOF, porém com uma seg¢ao de
mobilidade ibnica adicional entre ambos os analisadores. Esta secdo compreende
trés celas consecutivas (guias de ions do tipo SRIG), sendo que a primeira (Trap)
tem a funcado de aprisionar os ions oriundos do quadrupolo e, em intervalos de
tempo regulares, injeta-los na segunda cela (IMS), cuja finalidade & de separar
propriamente os ions por suas mobilidades i6nicas. A terceira cela (Transfer) é
utilizada para guiar apropriadamente os ions até o analisador Oa-TOF, mantendo
a separagao por mobilidade. A configuragdo adotada para esse instrumento
permite a realizacdo de uma variedade de experimentos. Uma vez que as celas
Trap e Transfer operam a pressdes de gas praticamente idénticas as de celas de
colisdo tipicas, é possivel utilizar ambas para experimentos de fragmentagao de
ions por CID. E possivel realizar separacédo por mobilidade de ions produzidos
pela fragmentacdo na cela Trap, fragmentagdo na cela Transfer de ions

precursores separados por mobilidade ou ainda fragmentar ions na cela Trap,
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separagao por mobilidade dos fragmentos, e fragmentar novamente na cela
Transfer.'%

Pelo fato da cela de mobilidade do tipo TWIM operar de maneira totalmente
diferente dos instrumentos com celas DC, a relacéo entre a CCS e a DT de um ion
nao € a mesma que a observada em celas DC, e uma relacdo matematica direta
ainda néo foi determinada. Dessa maneira, medidas de CCS em instrumentos com
celas TWIM sao atualmente feitas mediante calibracdo com ions de CCS
conhecida, um método que fornece valores experimentais de CCS em 6étima

concordancia com valores tedricos, sendo também bastante reprodutiveis.'?®

/,104 tTM

Um recente estudo de Giles et a empregando um instrumento Synap
HDMS™, demonstra alguns aspectos da capacidade de separacdo de ions pela
técnica de TWIM-MS. Neste trabalho foi possivel, por exemplo, distinguir entre os
peptideos isoméricos SDGRG e GRGDS, e estimar experimentalmente a diferencga

1197 a estrutura

de CCS entre ambos como sendo 5%. Em trabalho de Ruotolo et a
do complexo protéico formado por oligbmeros de TRAP (trp RNA binding
attenuation protein, de 8 kDa) de 11 subunidades, foi detectada de forma intacta
pelo espectrdbmetro de massas, com confirmagcdo baseada em sua CCS,
determinada por parametros de mobilidade iénica. Outro estudo de Robinson et
al'® permitiu visualizar por mobilidade idnica processos de desenovelamento em
fase gasosa de subunidades de um complexo protéico, a medida que ions do
mesmo eram submetidos a energias de colisdo gradativamente maiores na cela
de colisdo do instrumento, sendo fragmentado mediante dissociagao induzida por
colisdo (CID) (Figura 26).

Desde entdo, o numero de aplicacbes da técnica de TWIM-MS vem
crescendo muito rapidamente, com vasta gama de aplicagdes como na analise de

9 111113

isomeros,'® complexos de metais de transicdo,'® proteinas e complexos

protéicos. 14117
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Figura 26. Desmontagem de complexos protéicos em fase gasosa por CID, monitorada
por IM-MS."®® Durante o processo de CID, estima-se que subunidades individuais de um complexo
protéico sofram desenovelamento antes de serem ejetadas. De fato, a analise de IM-MS de ions da
transtiretina ativada por CID demonstra um aumento na CCS associado com aumento da energia
de colisdo da cela. Com 90 V de energia, a CCS dos ions corresponde bem com a CCS calculada
para a estrutura nativa do complexo. A medida que a energia de colisdo aumenta, os valores de
CCS passam a corresponder com estruturas hipotéticas de maior grau de desenovelamento e
maiores valores de CCS, modeladas teoricamente.

Assim, a técnica de mobilidade ibénica do tipo TWIM oferece um novo
horizonte no estudo de estrutura e conformacéo de peptideos e proteinas por MS.
Esse potencial, no entanto, é ainda bastante inexplorado devido a disponibilidade
apenas recente de instrumentos comerciais com capacidade de realizar
experimentos de TWIM-MS. Essa nova capacidade, aliada aos métodos recentes
de estudo estrutural de proteinas, como ligagao cruzada, apresentam um enorme

potencial para o estudo de estruturas e conformacdes de biomoléculas.
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3.2. Objetivos

A metodologia de ligagao cruzada acoplada a MS para obtencao de dados
estruturais de proteinas possui diversos exemplos de aplicagao na literatura. No
entanto, poucos estudos foram feitos visando avaliar o efeito de produtos de
ligagdo cruzada na estrutura da proteina.** Nesse sentido, o objetivo desse
capitulo foi utilizar a capacidade para experimentos de mobilidade iénica do tipo
TWIM do instrumento Synapt HDMS (Waters) para realizar estudos visando
avaliar as mudancgas conformacionais, em termos de CCS, de ions de algumas
proteinas apos reagao de ligagdo cruzada com ALC homobifuncionais do tipo
éster de NHS (DSS e DSSeb). Dessa forma, sdo objetivos especificos desse
capitulo:

A) Investigar mudangas conformacionais em termos de variagcdes de
valores de CCS de ions de proteinas antes e apds modificagdes de ligagao
cruzada, tanto em condicbes nativa quanto desnaturante. Para estimativas
quantitativas da variacdo de CCS, a cela do instrumento foi calibrada com os ions
das proprias proteinas nao-modificadas, de forma a se permitir medidas de
valores de CCS de ions para os quais essa propriedade é desconhecida.

B) Comparar os valores de CCS experimental obtidos com valores teéricos
calculados por métodos computacionais para estruturas das mesmas proteinas,
determinadas por XRD ou NMR e obtidas do PDB, de forma a avaliar a
correspondéncia entre as conformagdes observadas em fase gasosa para os ions

e as estruturas obtidas em fase soélida ou condensada
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3.3. Procedimento Experimental

3.3.1. Materiais

Mioglobina equina, citocromo C equino, ubiquitina bovina, DSS e DSSeb
foram obtidos da Sigma-Aldrich. A agua utilizada foi obtida de um purificador Milli-
Q (Millipore). Todos os outros reagentes foram obtidos da Sigma-Aldrich, Merck ou

Tedia, sendo usados sem purificagao prévia.

3.3.2. Reagoes de ligagao cruzada com DSS e DSSeb

As proteinas foram solubilizadas em 500 pL de tampao fosfato 50 mM pH 7,0
para uma concentragdo de 50 uM, e foi adicionada solucdo 10 mg mL™" de DSS ou
DSSeb em DMF, em proporcdo molar ALC/proteina variavel entre 5:1 a 10:1,
mantendo-se sempre o volume final de DMF <5%. A propor¢ao ALC/proteina foi
ajustada para cada experimento de forma a se obter a quantidade desejada de
moléculas de ALC ligadas por molécula de proteina, sendo essa quantidade
diretamente proporcional ao excesso de ALC em relagao a proteina e o tempo de
reacdo. A mistura foi agitada levemente a temperatura ambiente por 30 min, e
entdo a reagdo nos grupos éster de NHS foi interrompida por adicdo de tampao
Tris.HCI 1 M pH 7,6 para uma concentragao final de 50 mM, seguido de nova
agitacao a temperatura ambiente por 30 min. A seguir procedeu-se a purificagao
de acordo com a condi¢gao desejada de analise.

Para condigéo nativa, as amostras foram filtradas por centrifugacéo em filtros
Microcon YM-10 (Millipore), com peso molecular de corte (MWCO) de 10 kDa,
trocando-se o tampéao para NHsOAc 100 mM pH 7,0. Para tal, os filtros foram
inicialmente lavados com duas centrifugacées de 500 uL de H,O, seguido de
carregamento da amostra e trés filtragens sucessivas por centrifugagao a 12,000 x
g, sempre diluindo-se o sobrenadante restante a 500 yL com tampao NH4sOAc 100
mM pH 7,0 antes de cada centrifugacédo. Apds a ultima filtragdo, o sobrenadante
(~50 L) foi diluido a 250 uL (~80 a 100 pM de proteina) com tampao NH;OAc
100 mM pH 7,0, recolhido e submetido a analise por ESI(+)-TWIM-MS.

Para condicdo desnaturante, as amostras foram submetidas a
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dessalinizacaoffiltragdo em cartuchos de SPE Oasis HLB (Waters). As amostras
em tampéo fosfato 50 mM pH 7,0 (500 pL) foram carregadas nos cartuchos,
dessalinizadas com 1 mL de H,O (0,1% de acido férmico) e eluidas em 1 mL de
MeCN (0,1% acido féormico), sendo entéo diluidas a 2 mL com H2O (0,1% acido
férmico), para uma concentracdo aproximada de ~20 a 25 uM de proteina. As
solucdes resultantes foram submetidas diretamente a analise por ESI(+)-TWIM-
MS.

A condigdo desnaturante empregada (H.O/MeCN 1:1, 0,1% acido férmico)
representa uma condi¢cdo 6tima para ionizagao por ESI. No entanto, observa-se
ionizacao apreciavel da proteina injetando-se uma solugdo da mesma em tampao
volatil, com valores de pH préoximos ao neutro, como por exemplo tampao NH,OAc
em pH 7,0. Dessa maneira, € possivel manter interagbes intramoleculares (e
intermoleculares, no caso de complexos protéicos) na transferéncia do ion da
proteina em solugao para a fase gasosa, de forma que a estrutura correspondente
ao estado nativo em solu¢cdo € mantida, ao menos parcialmente, na fase gasosa.
A preservacao do estado nativo nesse processo permite, por exemplo, determinar
o estado multimérico de complexos protéicos, como demonstrado em varios

estudos de Heck et a/.114118.119,120

3.3.3. Analise por TWIM-MS

As andlises de proteinas por ESI(+)-TWIM-MS foram feitas por infusao direta
na fonte de ESI de um instrumento Waters Synapt HDMS. Dentre os parametros
instrumentais fixos empregados esto: fluxo do capilar 10 L min™, fluxo de gas de
dessolvatagdo 900 L H, fluxo de gas do cone 30 L h™', temperatura da fonte
100°C, temperatura de dessolvatagao 200°C, fluxo do gas de colisao (argénio) 1,5
mL min™ (pressdo das celas Trap e Transfer 0,05 mbar) e fluxo do gas da cela de
IMS (N2) 32 mL min™" (pressdo das cela IMS 0,70 mbar). E conhecido que maiores
valores de pressdo do gas de mobilidade resultam em maior resolugédo para
separagao dos ions por IM, porém nesse caso o aumento da presséao de gas teve

um efeito negativo na sensibilidade, sem ganho apreciavel em resolu¢do, tendo-se

49



Capitulo Il — Procedimento Experimental

optado por manter entdo a pressao de gas de IMS em 0,70 mbar como um
compromisso entre sensibilidade e resolugdo. Em anadlises de solugdes em
tampdo NH4OAc, para se garantir auséncia de acidos ou outros compostos
residuais que pudessem interferir na estrutura das proteinas em meio tamponado,
a seringa de vidro, a linha de PEEK e a sonda da fonte de ESI foram lavadas
extensivamente com agua Milli-Q pura, seguida do proprio tampao NH4sOAc 100
mM PH 7,0 antes de cada analise.

O instrumento foi calibrado com oligbmeros de acido fosférico entre m/z 100 e
2000, obtendo-se o espectro a partir de infusao direta de uma solugdo de H3zPO,4
0,05% em H,O/MeCN 1:1. Os paréametros de separagao por mobilidade iénica do
tipo TWIM (presséo de gas, altura e velocidade da onda movel de potencial) foram
mantidos constantes entre experimentos a serem comparados, sendo otimizados

para cada analise (Tabela 2).

Tabela 2. Pardmetros instrumentais otimizados para analise de proteinas ndo-modificadas
em condigbes nativa e desnaturante por ESI-TWIM-MS.

Voltagens

Proteina Capilar Cone Trap Transfer WH? wvP

. _ (kV) V) V) V) V) (ms™)
M(',?lg't?\f’:)‘a 2 20 10 10 (Iga‘m1p2a ) 350
(Dl\élé?mglt%t;;nnate) 3 10 6 4 (Iga_m1pza) 300
C't(‘,’\f;ﬁ\'/‘;‘; C 2 20 10 10 (sa‘n:pi ) 350
(gelzt;ncar?un:;ntce) 3 10 6 4 (I'\?a_m1p2a) 300
u(t,)\;gw:)a 3 10 6 4 (Ffaﬂpi ) 300
(Dgsbr:ggl:trlg 2te) 3 10 6 4 (Iga_m1p2a) 300

2Wave Height (Altura da onda). "Wave Velocity (Velocidade da onda)

Para cada condigdo (proteina nao-modificada ou apds reagdo com ALC,
condigdo nativa ou desnaturante) foram adquiridos cromatogramas do tipo ATD,
permitindo a visualizacdo dos valores de DT dos ions respectivos a cada estado
de carga das proteinas. Antes da extracéo dos valores de DT para cada pico, os
cromatogramas ATD foram levemente suavizados (Smooth), tomando-se o valor

referente ao centro de cada pico. Os dados espectrais de proteinas néo-

50



Capitulo Il — Procedimento Experimental

modificadas ou apos reagcdo com ALC foram processados utilizando-se o
algoritmo de deconvolugdo MaxEnt1, fornecido pelo software do instrumento
(MassLynx v4.1). Os dados de mobilidade i6nica foram visualizados pelo proprio

MassLynx.

3.3.4. Calculos de valores de CCS tedricos

Valores de CCS tedrica foram estimados computacionalmente pelo uso de
dois programas, sendo o um deles (CCSCalc) disponivel juntamente com a
ferramenta de visualizacdo de dados de mobilidade idnica DriftScope v.2.1. do
software MassLynx v.4.1., e o outro (MOBCAL)**®® disponivel livremente®” na
forma de codigo em Fortran. Como descrito no item 3.1., MOBCAL estima valores
de CCS empregando trés métodos diferentes, com graus de complexidade
crescentes: o0 método da projecdo (PA), o método do espalhamento de esferas
rigidas (EHSS) e o método da trajetéria (TM). O CCSCalc faz uso de uma versao
modificada do método PA, aprimorada com base em ajustes empiricos de forma a
produzir valores de CCS mais proximos daqueles observados experimentalmente.
Todos os calculos foram feitos em um Intel Core2Quad Q9550 (2833 MHz) com
4096 MB SDRAM DDR2, operando com Windows XP 64-bit SP2 (CCSCalc) ou
Ubuntu v.9.04. 64-bit (MOBCAL). Para o CCSCalc foram usados como arquivos de
entrada estruturas obtidas diretamente do PDB,* utilizando-se o parametro “CCS
Tolerance” em 0,1%. Os calculos assim feitos levaram entre 1 e 5 minutos cada.

O cadigo disponivel para o MOBCAL foi ajustado de forma a considerar
como gas da cela de mobilidade o nitrogénio (N2) ao invés do padrao hélio (He),
substituindo-se os valores de massa e polarizabilidade do gas por valores
apropriados para N,, e compilado dessa maneira. Os arquivos de entrada para o
MOBCAL consistem nos tipos de atomos e suas coordenadas no sistema, bem
como a distribuicdo de cargas para ser utilizada pelo método TM (que leva em
conta interagdes eletrostaticas entre a molécula/ion em questdo e o gas de
mobilidade). Para a obtengcdo das distribuicbes de cargas, foi utilizada a
ferramenta psfgen do VMD — Visual Molecular Dynamics,'*' também disponivel

livremente.'?? Os calculos assim feitos levaram entre 240 e 300 minutos cada.
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3.4. Resultados e Discussao

3.4.1. Calibracao da cela de TWIM para calculos de CCS

O procedimento utilizado para calibrar o instrumento Synapt HDMS de
forma a permitir medidas de CCS foi fornecido em comunicagdes pessoais com
especialistas de aplicagbes da empresa (Waters), e consiste na seguinte
sequéncia de etapas:

1) Adquirir um espectro de ESI-TWIM-MS para uma proteina em condig&o
desnaturante (como H>O/MeCN 1:1 com 0,1% acido formico), em uma
determinada condigao de mobilidade.

2) Tragar cromatogramas ATD extraidos para os principais sinais (estados
de carga) observados para a proteina e registrar os respectivos valores de DT em
millissegundos.

3) Tratar matematicamente os valores de DT obtidos e utilizar valores de

CCS disponiveis na literatura (Q)'#

para obter uma curva de CCS aparente do
instrumento (Q’) por tempo de deslocamento corrigido (DT’).

4) Medir o valor de DT de um ion de CCS desconhecida nas mesmas
condi¢cdes de mobilidade utilizadas na calibragao, e a partir da curva de calibragao,
obter um valor de Q para o ion em questao.

Os valores de DT observados no espectro de calibragdo foram corrigidos de
forma a considerar o intervalo de tempo necessario para que 0s ions percorram o
trajeto entre a saida da cela IMS e o detector MCP apds o analisador Oa-TOF.

Essa correcao é dada por:
DT’ = [DT - 1,57 (m/z)*?] / 1000

em que DT é o tempo de deslocamento observado no ATD e 1,57 € uma
constante instrumental. A seguir, foram utilizados valores de CCS medidos em
instrumento do tipo DC para as proteinas em questao, disponiveis na pagina do
grupo de pesquisas do Prof. David E. Clemmer,'®® para se calcular valores

normalizados de se¢ao de coliséo (Q’), corrigida para a massa reduzida e o estado
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de carga de cada ion. Tal normalizacao foi feita pela relagao:

Q' = Q (Mgep / 2)

em que Q é o valor de CCS da literatura, z é o estado de carga absoluto do ion e

Mgep € a massa reduzida do par ion-gas de mobilidade, dada por:

1/2
Mgep = [(Mion X mgés) / (Mion + mgés)] /

Uma vez obtidos os valores de DT’ e Q’, traga-se um gréfico e é feito um
ajuste exponencial, que fornece a equacao da curva de calibragao. Por fim, o valor
de DT medido para o ion de CCS desconhecida € transformado em DT e
substituido na equacéo da curva para se obter um valor de Q' que, por sua vez, é
convertido de volta em Q (CCS).

Foram feitas curvas de calibragcdo para mioglobina e citocromo C, em
condigbes variaveis de acordo com as condigdes Otimas de mobilidade
empregadas nas analises em que se desejava obter a CCS de ions
desconhecidos, como para mioglobina e citocromo C apés reagdes com DSS e
DSSeb. Tais curvas de calibracdo permitem estimar a CCS de ions de interesse a
partir de seus tempos de chegada corrigidos, contanto que tais tempos de
chegada estejam dentro da faixa de tempos de chegada dos ions utilizados para a
calibragao, independentemente da faixa de valores de CCS a que correspondem
esses ions'"? Para mioglobina, foram usados na curva os valores de CCS
referentes aos estados de carga +9 a +22. Para os ions em estados de carga +9 e
+10, mais de um valor de CCS é descrito em cada estado de carga, possivelmente
devido a diferentes conformagdes desses ions em fase gasosa; nesses casos,
foram utilizados os valores que melhor se encaixavam no ajuste exponencial
obtido. O mesmo foi feito para citocromo C, para o qual foram escolhidos os ions
respectivos aos estados de carga +5 a +20, dos quais +5 até +10 exibem mais de

um valor de CCS. Uma curva de calibragao Q' versus DT’ tipica foi disposta na

53



Capitulo Il — Resultados e Discussdo

Figura 27 a sequir.
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Figura 27. Curva de calibragdo Q' versus DT’ para citocromo C. Condi¢cdes de TWIM-MS:
rampa de altura da onda 9 — 12 V, velocidade da onda 350 m s

Para verificar a validade das curvas de calibracido obtidas, foram adquiridos
espectros de mioglobina nas condicdbes de mobilidade empregadas para
calibragdo com citocromo C e vice-versa. Os tempos de chegada medidos para
alguns estados de carga de uma proteina foram entado corrigidos e substituidos
nas curvas de calibracdo feitas com ions de outra proteina, e calculou-se a
respectiva CCS obtida pela curva, comparando-a com o valor teérico disponivel na
literatura '?®* Uma vez que ha valores de CCS na literatura para ubiquitina bovina, o
experimento foi feito também com essa proteina (nas mesmas condi¢gdes das
respectivas curvas de calibragdo), sendo os dados substituidos nas curvas de
mioglobina e citocromo C, de forma a complementar a validagcdo. Os resultados

assim obtidos foram agrupados na Tabela 3 a seguir.
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Tabela 3. Valores de CCS obtidos experimentalmente para alguns ions de proteinas nao-
modificadas em condi¢do desnaturante, usando-se curvas de calibragédo feitas com mioglobina e
citocromo C.

. Curva de Estado de cCs 9033 Diferengca Média
Proteina  calibrago Carga  Calc Lt (%) (%)
¢ g (A (AY ° °
22 3826 3815 +0,28
Citocromo C 20 3678 3682  —0.12
Mioglobina  (WH? 9-12 V) 12 2‘2‘;8 gg?g ‘8’38 0.9
(WVP 350 ms™) s
14 3119 3143  —0.76
12 2948 3044  —3.16
20 2758 2889  —2.96
| Mioglobina 18 2753 2766  —0.48
Citocromo a 16 2690 2679 -1,72
C (WH" 9-12 V) 14 2536 2473  +167 2
(WVP 350 ms™) ’
12 2414 2335  +2.70
10 2297 2226  +3.19
11 1714 1802  —3.04
Mioglobina 10 1654 1732 —2.91
Ubiquitina  (WH? 9-12 V) 4 1624 1049 018 52
(VP 350 m &) 8 1572 1622  —2.17
7 1530 1580  -2.36
6 1241 1220  +2.62
11 1771 1802  —1.74
Ctosromo 10 1694 1732 —2,22
Ubiquitina  (WH? 9-12 V) 9 1644 1649 0,33 11
(WY 350 m &) 8 1572 1622 3,09
7 1514 1580  —4,16
6 1235 1220  +1,20

2Wave Height (Altura da onda). "Wave Velocity (Velocidade da onda)

Como pode ser observado pela tabela, as curvas de calibracido obtidas
forneceram valores de CCS calculados em 6tima concordancia com os valores da
literatura, com diferengas percentuais médias inferiores a 5%. De posse das
curvas de calibracao, foi possivel estimar diferengas percentuais entre CCS para
ions de todas as proteinas antes e apos reagdo de ligagdo cruzada, sempre
comparando-se entre mesmos estados de carga. Utilizando essas estimativas de
diferencas, foram feitos dois tipos de comparacoes: proteinas antes e apés reagao

com ALC em condigao desnaturante ou nativa.
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3.4.2. Comparagoes de CCS para condigao desnaturante

Para comparagbes em condigdo desnaturante (H,O/MeCN 1:1 com 0,1%
acido férmico), o intuito foi avaliar se a adigdo de uma ou mais moléculas do ALC
na forma de ligacao cruzada intramolecular (XL, Figura 28) ocasionaria uma maior
rigidez da estrutura da proteina em uma conformac&o mais compacta, de forma
que os valores de CCS observados para ions das proteinas apos reacido com os
ALC fossem menores que aqueles observados para as proteinas ndo-modificadas,
com estrutura majoritariamente desenovelada. Nesse caso, os tipos de produtos
de ligagdo cruzada de interesse foram aqueles com ligagbes cruzadas
intramoleculares (XL, Figura 28), em que ambos os grupos funcionais do ALC se

ligaram a cadeia da proteina.
o

(o)

]
o] o
0 (0]
qowop / Intramolecular (XL)
o n 0
H,0
C D
(o)
Peptideo j)/\/\f
[0} (0} OH
2

(o)

Dead-End (DE)

Figura 28. Esquema representando os possiveis produtos da reagdo de uma proteina ou
peptideo com um ALC homobifuncional, do tipo éster de NHS. O produto dead-end (DE) é formado
quando um dos grupos éster de NHS ¢é hidrolisado, antes ou apds o outro se ligar a um residuo de
aminoacido. O produto intramolecular (XL) é formado quando ambos os grupos éster de NHS se
ligam a residuos de aminoacidos da cadeia polipeptidica.

Os cromatogramas ATD das Figura 29, 30 e 31 a seguir exibem resultados
representativos desse tipo de comparagdo para alguns estados de carga,

respectivamente para mioglobina, citocromo C e ubiquitina.
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Mioglobina
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Figura 29. Cromatogramas ATD extraidos e sobrepostos para experimentos de TWIM-MS
com mioglobina em condigbes desnaturantes. Cima: estado de carga +13, ndo-modificada ou apdés
ligacdo de 4 moléculas de DSS (esquerda) ou 1 molécula de DSSeb (direita) na forma de XL.
Baixo: estado de carga +15, ndo-modificada ou apds ligagdo de 4 moléculas de DSS (esquerda)
ou 1 molécula de DSSeb (direita) na forma de XL. Linhas tracejadas indicam as diminuigbes
percentuais nos valores de CCS para os picos observados no ATD apds a reagdo com ALC, em
comparagao com o valor de CCS do ion da proteina nao-modificada.

E razoavel supor que, para um fon de uma proteina que tenha sido
transferido para a fase gasosa pelo processo de ESI, a quantidade de cargas e a
posicdo das mesmas ao longo da sequéncia passem a ter um efeito muito maior
na sua estrutura em fase gasosa do que tinham em solugdo, uma vez que as
interagbes eletrostaticas s&o intensificadas na auséncia de solvente.
Considerando que ions de proteinas formados a partir de uma solucdo em
condicbes desnaturantes possuem estados de carga mais altos (em virtude da
estrutura desenovelada, com sitios de protonagado mais expostos ao solvente), era
esperado que a estrutura em fase gasosa exibisse tendéncia a uma conformagéao
expandida para minimizar a repulsao entre as cargas positivas, e que as ligagcoes
cruzadas forcassem a estrutura para conformagdes mais compactas em virtude

das ligagdes covalentes, mesmo que isso acarrete maior repulséo eletrostatica

57



Capitulo Il — Resultados e Discussdo

Citocromo C
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Figura 30. Cromatogramas ATD extraidos e sobrepostos para experimentos de TWIM-MS
com citocromo C em condi¢des desnaturantes. Cima: estado de carga +10, ndo-modificada ou
apos ligagéo de 4 moléculas de DSS (esquerda) ou 1 molécula de DSSeb (direita) na forma de XL.
Baixo: estado de carga +12, nao-modificada ou apds ligacdo de 4 moléculas de DSS (esquerda)
ou 1 molécula de DSSeb (direita) na forma de XL. Linhas tracejadas indicam as diminui¢cdes
percentuais nos valores de CCS para os picos observados no ATD apos a reagdo com ALC, em
comparagao com o valor de CCS do ion da proteina nao-modificada.

pela entdo proximidade de determinadas partes da estrutura. Também é
interessante notar que a ligagdo de uma molécula de ALC por ambos os grupos
reativos na forma de XL elimina dois sitios basicos e passiveis de protonagdo na
estrutura da proteina, ao converter grupos amina dos residuos de lisina para
grupos amida com a cadeia do ALC.

A analise dos dados confirma a hipétese acima descrita, de forma que apos
a reagao de ligagdo cruzada sé&o observadas conformagdes mais compactas em
comparagao com a proteina ndo-modificada e desnaturada. Uma vez que em
varios casos € possivel observar mais de uma conformacao apds a reagdo com
ALC (Figuras 29, 30 e 31), é possivel estimar que a reagcao de DSS ou DSSeb

com as proteinas resultando em produtos do tipo XL ocorra em dois tipos de sitios:
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Ubiquitina
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Figura 31. Cromatogramas ATD extraidos e sobrepostos para experimentos de TWIM-MS
com ubiquitina em condi¢des desnaturantes. Cima: estado de carga +9, ndo-modificada ou apds
ligagdo de 4 moléculas de DSS (esquerda) ou 1 molécula de DSSeb (direita) na forma de XL.
Baixo: estado de carga +10, ndo-modificada ou apés ligagdo de 4 moléculas de DSS (esquerda)
ou 1 molécula de DSSeb (direita) na forma de XL. Linhas tracejadas indicam as diminuigbes
percentuais nos valores de CCS para os picos observados no ATD apos a reagdo com ALC, em
comparagao com o valor de CCS do ion da proteina nao-modificada.

a) aqueles que provoquem pouca rigidez estrutural, como por exemplo ao ligar
residuos de aminoacido adjacentes em termos de sequéncia primaria; e b)
aqueles que provoquem consideravel rigidez estrutural, como ao ligar residuos de
aminoacido afastados em termos de sequéncia primaria, porém préximos
espacialmente o suficiente para que o ALC consiga se ligar a ambos, criando uma
nova restricdo covalente entre cadeias da proteina. Em mioglobina e citocromo C,
o primeiro tipo de produto pode ocorrer, por exemplo, entre pares e trios de lisinas
imediatamente adjacentes em termos de sequéncia primaria, destacadas nas
sequéncias das proteinas a seguir (ou ainda em lisinas préximas na sequéncia
primaria, porém nao necessariamente adjacentes, como também € o caso da

ubiquitina):
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Mioglobina

GLSDGEWQQVLNVWGKVEADIAGHGQEVLIRLFTGHPETLEKFDKFKHLK
TEAEMKASEDLKKHGTVVLTALGGILKKKGHHEAELKPLAQSHATKHKIPI
KYLEFISDAIIHVLHSKHPGDFGADAQGAMTKALELFRNDIAAKYKELGFQG

Citocromo C

GDVEKGKKIFVQKCAQCHTVEKGGKHKTGPNLHGLFGRKTGQAPGFTYT
DANKNKGITWKEETLMEYLENPKKYIPGTKMIFAGIKKKTEREDLIAYLKKA
TNE

Ubiquitina

MQIFVKTLTGKTITLEVEPSDTIENVKAKIQDKEGIPPDQQRLIFAGKQLEDG
RTLSDYNIQKESTLHLVLRLRGG
Sabendo que todos os produtos de XL formados estdo presentes na
mistura reacional simultaneamente, é possivel afirmar que o perfil observado nos
cromatogramas ATD apds reagdao com ALC corresponde a uma soma das
conformacgdes respectivas a todos os produtos de XL presentes. Assim, é
razoavel supor que os picos observados nos cromatogramas ATD que mais se
diferem percentualmente daqueles da proteina nao-modificada devam
corresponder aos produtos em que houve maior compactacido estrutural
(resultando em menores valores de CCS e DT), de forma que para esses
produtos a condigdo desnaturante empregada n&o provocou um aumento
consideravel nos valores de CCS em funcdo do suposto desenovelamento da
proteina. De forma complementar, os picos para os quais houve pouca diferenca
percentual possivelmente correspondem aqueles em que os produtos de XL
provocaram pouca compactacdo estrutural, por exemplo ao unir residuos de
aminoacidos proximos em sequéncia primaria. De maneira geral, foram
observados sinais de ATD indicando conformacdes mais compactas para varios
estados de carga de mioglobina, citocromo C e ubiquitina, apds reacdo com DSS

ou DSSeb, em condi¢cdes desnaturantes.

60



Capitulo Il — Resultados e Discussdo

3.4.3. Comparagoes de CCS para condi¢ao nativa

O segundo tipo de comparacéo foi feito entre proteinas em condig&o nativa
antes e apds reagdo com ALC. Nesse caso, o intuito foi de avaliar se ocorre
alteracao das conformacdes de ions das proteinas em condicio nativa, em termos
de variagcdo de CCS antes e apods ligacao de uma ou mais moléculas de DSS ou
DSSeb. Os cromatogramas ATD da Figura 32 a seguir exibem um resultado

representativo desse tipo de comparagao para ions do estado de carga +8 de

citocromo C.
Citocromo C (XL)
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Figura 32. Cromatogramas ATD extraidos para experimentos de TWIM-MS com citocromo
C em condigao nativa. lons do estado de carga +8, com a proteina ndo-modificada (topo) ou ap6s
ligacdo de 1 (meio) ou 2 (inferior) moléculas de DSS (coluna da esquerda) ou DSSeb (coluna da
direita) na forma de XL (intramolecular).

Os cromatogramas ATD (Figura 32) para a proteina n&o-modificada

indicam a predominancia de duas conformacdes representadas pelos picos com
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tempos de chegada de 10 e 13 ms. A presenca de um pico pouco intenso em
torno de 8 ms representa uma conformacdo mais compacta e de maior
mobilidade, que é pouco amostrada pelos ions da proteina, embora presente em
fase gasosa. A ligagcdo de uma ou mais moléculas de ALC na forma de XL
favorece a populacdo dessa conformagao mais compacta (8 ms), aumentando
sua intensidade no cromatograma com simultdnea diminuicdo de populagdo da
conformacgao em torno de 13 ms. Uma explicagdo para essa observagao pode ser
racionalizada considerando-se o efeito de restricdo de sitios de carga ja discutida,
em que a ligagao de uma molécula de ALC a dois residuos de lisina elimina dois
possiveis sitios de carga (aminas primarias) pela formagao de dois grupos amida.
No caso de proteinas em condicdo nativa, o estado de carga dos ions é
consideravelmente menor quando comparado com a condicdo desnaturante. Além
disso, tanto a distribuicdo quanto a populagdo relativa de estados de carga
observada nao varia entre ions da proteina nao-modificada e da proteina apds
reacdo com ALC. Tendo em vista essas informacdes, € possivel estimar que a
eliminacdo de dois sitios de carga espacialmente préximos mediante a ligagao de
uma molécula de ALC na forma de XL diminua a repulsdo eletrostatica que os
mesmos sitios teriam na auséncia do ALC caso ambos estivessem protonados, de
tal maneira a possibilitar que o ion da proteina em fase gasosa se organize em
conformagdes mais compactas, como aquela em 8 ms na Figura 32. Essa
hipétese é corroborada quando se compara cromatogramas do tipo ATD obtidos
para um produto de ligagao do ALC por apenas um dos grupos reativos (dead-end

ou DE, Figura 28), como demonstrado na Figura 33 a seguir.
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Citocromo C (DE)
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Figura 33. Cromatogramas ATD extraidos para experimentos de TWIM-MS com citocromo
C em condigao nativa. lons do estado de carga +8, com a proteina ndo-modificada (topo) ou apds
ligagdo de 1 (meio) ou 2 (inferior) moléculas de DSS (coluna da esquerda) ou DSSeb (coluna da
direita) na forma de DE (dead-end).

O que se observa no caso de produtos com ligagdo de um ou mais ALC na
forma de DE é também a presenca de conformagdes mais compactas, de forma
similar a observada para produtos do tipo XL, porém de forma atenuada, com
diminuicdo e aumento mais modestos das conformagdes ao redor de 13 € 8 ms,
respectivamente. Isso é esperado, considerando-se que a ligagdo de um ALC na
forma de DE elimina apenas um sitio de carga, enquanto que a ligagdo na forma
de XL elimina dois sitios necessariamente préoximos espacialmente, gerando
relativamente menor repulsdo eletrostatica. Essas observagbes sao muito
interessantes, pois estes fatos poderiam, em principio, ser racionalizados como
sendo devido a ligagdo do ALC na forma de XL fixar a estrutura da proteina em
conformacgdes mais compactas pela restrigdo de sua dindmica em fase gasosa em

vitude das novas ligagbes covalentes formadas, de forma a direcionar
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consideravelmente a conformagdo do ion em fase gasosa. Embora é razoavel
considerar que também esteja ocorrendo esse tipo de efeito de restricdo, é facil
constatar que a quantidade e a posigao das cargas dos ions possuem um efeito
mais predominante na conformacdo adotada pelos ions de proteinas na fase
gasosa, conforme demonstra a analise de ions das proteinas contendo moléculas
de ALC na forma de DE.

Ubiquitina (XL)
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Figura 34. Cromatogramas ATD extraidos para experimentos de TWIM-MS com ubiquitina
em condicdo nativa. lons do estado de carga +6, com a proteina ndo-modificada (topo) ou apds
ligacdo de 1 (meio) ou 2 (inferior) moléculas de DSS (coluna da esquerda) ou DSSeb (coluna da
direita) na forma de XL (intramolecular).

Para ions do estado de carga +6 de ubiquitina (Figuras 34 e 35), foram
obtidos resultados bastante similares aqueles para citocromo C, sendo possivel
estender as observacbes anteriores para esse caso. Para a proteina néo-
modificada sao observadas duas conformacgcdes em 6,8 e 9,6 ms, sendo a
segunda de maior populacdo. A ligagao de moléculas de DSS ou DSSeb na forma

de XL (Figura 34) diminui a populagdo da conformagcdo em 9,6 ms com
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concomitante aumento da populagdo da conformacdo em 6,8 ms. O mesmo
resultado é observado para produtos do tipo DE (Figura 35) mas, novamente, de
forma atenuada. Em alguns casos (Figura 34, apos adigao de 2 moléculas de DSS
ou DSSeb na forma de DE) é possivel observar que o pico em ~7,0 ms
corresponde a duas conformagdes nao-resolvidas, cuja populagdo aumenta ao se

passar de uma para duas molécula de ALC ligadas na forma de DE.

Ubiquitina (DE)
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Figura 35. Cromatogramas ATD extraidos para experimentos de TWIM-MS com ubiquitina
em condigdo nativa. ions do estado de carga +6, com a proteina ndo-modificada (topo) ou apds
ligacdo de 1 (meio) ou 2 (inferior) moléculas de DSS (coluna da esquerda) ou DSSeb (coluna da
direita) na forma de DE (dead-end).

Para as analises de TWIM-MS de mioglobina em condigdo nativa foram
obtidos resultados similares as outras proteinas, porém com menor efeito de
compactagao das conformagdes em fase gasosa dos ions, de forma que os
cromatogramas ATD obtidos apdés reagdo com ALC mostram-se apenas
ligeiramente diferentes daqueles observados para a proteina ndo-modificada em

condicbes nativas. Uma possivel explicagdo para essa observacdo é que a
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mioglobina possui praticamente 0 mesmo numero de sitios basicos expostos, mas
€ 25% maior que o citocromo C, de forma que a eliminagdo de sitios de carga
espacialmente préximos ndo deve induzir a organizagcdo em formas mais

compactas em mesma magnitude que o observado para citocromo C e ubiquitina.

3.4.4. Comparagoes entre CCS experimentais e tedricas

A inspecdo cuidadosa de estruturas tridimensionais de proteinas
determinadas por XRD ou NMR fornece otimas nog¢des da natureza das
respectivas estruturas nativas, permitindo visualizar o arranjo de estruturas
secundarias, a disposi¢ao de cadeias umas em relagdo a outras, quais segmentos
ou residuos de aminoacido estdo préximos o suficiente para interagir, quais
regides da proteina estdo expostas ou ndo ao solvente, dentre outras informacdes.
No presente estudo, o calculo de valores de CCS tedricos para essas estruturas
permite obter valores de referéncia para proteinas no estado nativo, que podem
ser comparados com valores experimentais, de forma a avaliar se a conformagao
dos ions em fase gasosa observada experimentalmente aproxima-se ou ndo da
conformacgao tida como referéncia para aquela do estado nativo. Nesse sentido,
sabe-se que as conformagdes obtidas por NMR possivelmente tendem a uma
maior similaridade com as estruturas nativas reais em solugdo em comparagao
com XRD, pelo fato desses experimentos serem realizados em solugao, que pode
ser ajustada de forma a garantir que as moléculas de proteina mantenham-se em
suas conformagdes nativas, além de permitir movimentagao mais livre das cadeias
principal e laterais da proteina. Por essa razao, estruturas obtidas a partir de
experimentos de NMR em solugdo tendem a ser mais expandidas que aquelas
determinadas por XRD, de forma que também se espera maiores valores de CCS
calculados para as estruturas de NMR em relagéo as estruturas de XRD.

Os valores de CCS tedricas foram calculados para algumas estruturas
representativas das proteinas estudadas, sendo os resultados agrupados e

comparados com aqueles obtidos experimentalmente na Tabela 4.
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Tabela 4. Valores de CCS experimentais, obtidas por TWIM-MS para os varios estados de
carga observados em condi¢cdo nativa, e tedricos, obtidos computacionalmente através dos
programas CCSCalc e MOBCAL para estruturas de XRD ou NMR representativas, das proteinas
mioglobina, citocromo C e ubiquitina.

: Estrutura . CCScCalc MOBCAL (A% CCs
Proteina pDB'  1P° T (py PA EHSS TM Exp. (A)
1WLA
Equna) XRD 1494 1309 1763 1947 .o
. . 1YMB 2216 (+8)
Mioglobina (Equina) XRD 1498 1400 1767 1926 1798 (+7)
1520 (+6
IMYF MR 1501 1401 1777 1959 (+6)
(Cachalote)
1HRC
: XRD 1168 1086 1355 1534
(Equino) 1917 (+8)
. 10CD 1664 (+7)
CitocromoC 2ol NMR 1183 1082 1376 1516 4345 (1)
1190
2GIW R 1223 1120 1405 1579 (+3)
(Equino)
1UBQ  wpon 996 907 1116 1272
(Humana) 1464 (+7)
L 1D3Z 1363 (+6)
Ubiquitina (1 -o  NMR 1008 11 1129 1272 4oeo il
2KLG 890 (+4)
(Humanay NMR 1018 920 1135 1262

Em geral, observa-se uma variagdo consideravel entre valores de CCS
estimados teoricamente pelos varios métodos, sendo que ha maior
correspondéncia entre o método PA do MOBCAL e os valores produzidos pelo
CCSCalc, visto que ambos os algoritmos séo similares.

Para mioglobina, verifica-se que as estruturas de XRD ou NMR possuem
valores de CCS intermediarios entre os obtidos experimentalmente para os
estados de carga +6, +7 e +8 dos ions da proteina. Considerando-se apenas o
método TM, que supostamente fornece as melhores aproximagdes, é possivel
estimar que as estruturas tedricas aproximam-se mais dos ions com estados de
carga +7 e +8. Para citocromo C, ha étima correspondéncia entre os estados de
carga +5 e +6 com os valores tedricos obtidos. Considerando-se o método TM, é
possivel verificar que os ions dos estados de carga +6 e +7 possuem valores de
CCS mais proximos daqueles obtidos teoricamente, sendo o estado de carga +8

consideravelmente mais expandido (maior valor de CCS) que as estruturas
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determinadas por XRD e NMR. Por fim, para ubiquitina ha melhor correspondéncia
com os estados de carga +4 e +5, sendo possivelmente a conformagao respectiva
ao estado de carga +7 mais expandida (maior valor de CCS) que as estruturas
determinadas por XRD e NMR.

De maneira geral, observa-se boa correspondéncia entre os valores
tedricos e os experimentais para as proteinas estudadas. Esse resultado
demonstra a capacidade da técnica de ESI, tida como suave, em transferir ions de
proteinas da solugédo para a fase gasosa sem ocasionar grandes mudangas nas
conformacgdes das proteinas, ao menos no que diz respeito a variagdo dos valores
de CCS que, nesse caso, representam em termos simples uma maneira de avaliar
a forma e o tamanho dos ions produzidos. Além disso, a metodologia de medida
de valores de CCS por TWIM-MS e comparacdo com valores tedricos obtidos
computacionalmente fica validada como uma ferramenta util para se estudar
estruturas e conformacdes de proteinas, podendo ser aplicada também para
experimentos visando o estudo de processos de enovelamento e
desenovelamento, que podem ser acompanhados pelas variagdes nos valores de
CCS.
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3.5. Conclusao

A técnica de mobilidade ibnica acoplada a espectrometria de massas
(TWIM-MS) foi utilizada para avaliar mudangas conformacionais em proteinas
apo6s reacdes com ALC, em termos da variagdo da CCS de ions correspondendo
a varios estados de carga das proteinas antes e apds reagdes de ligagao cruzada.
Os dados demonstraram que as proteinas sofrem mudangas conformacionais
devido a ligagdo do ALC, aumentando a populagdo de conformacgdes mais
compactas com reducdo de populacdo de conformacdes estendidas, mediante
restricdo da dindmica dos ions de proteinas em fase gasosa. Comparagdes entre
valores de CCS obtidos para analises em condi¢cdes nativas e desnaturadas, com
modificacdes de ligacdo cruzada do tipo intramolecular (XL) ou dead-end (DE)
permitiram estabelecer que o aumento da populagdo de conformagdes mais
compactas é principalmente devido ao alivio de repulsdes eletrostaticas de cargas
especialmente proximas nas proteinas, permitindo o estabelecimento de uma
maior quantidade de interagdes intramoleculares e consequente organizagao dos
ions das proteinas em formas menos volumosas e de menor valor de CCS.

A comparacado de valores tedricos de CCS obtidos para estruturas das
proteinas estudadas determinadas por XRD ou NMR com os valores
experimentais obtidos demonstrou boa correspondéncia, sendo possivel atribuir
ions representando alguns estados de carga observados como tendo
conformagdes mais proximas com aquelas determinadas no estado solido por
XRD ou em solugao por NMR, validando a metodologia de medidas de CCS por

experimentos de TWIM-MS para o estudo de conformagdes de proteinas.
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