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Toda nossa ciéncia, comparada com a realidade,
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Resumo

Proteomica Estrutural por Espectrometria de Massas: Caracterizacao
Estrutural do Complexo Proteico FAK/Miosina ao Nivel Molecular. Ligacao cruzada
acoplada a espectrometria de massas (MS) é uma técnica que permite a caracterizagao
estrutural de proteinas e complexos proteicos, especialmente nos casos em que estes
nao sao passiveis de serem analisadas por técnicas de alta resolugao. O experimento
baseia-se na reacdo de uma proteina ou complexo proteico com um reagente
bifuncional (agente de ligacao cruzada, ALC) seguido de analise protedmica shotgun por
MS. Isso tras para a técnica todas as vantagens da MS, como alta sensibilidade, rapidez
de analise e facilidade de uso. Somente residuos de aminodcidos espacialmente
proximos podem ser ligados covalentemente pelo ALC, de forma que os peptideos
contendo a ligacao cruzada, identificadas por MS, servem como restricdes de distancia
entre os aminoacidos na estrutura nativa da proteina ou complexo proteico. O conjunto
de peptideos contendo a ligagcao cruzada fornece, assim, um conjunto de restricdes de
distancias entre os aminoacidos que pode ser utilizado para montar um modelo
molecular da proteina ou do complexo. O obijetivo principal deste trabalho foi a aplicacao
da técnica de ligacao cruzada acoplada a espectrometria de massas no mapeamento da
interagdo entre as proteinas quinase de adesado focal (FAK), através de seu dominio
FERM, e miosina. Esse complexo proteico esta envolvido na sinalizagdo molecular para
o processo de hipertrofia cardiaca. A hipertrofia cardiaca é considerada um mecanismo
de adaptacdo do miocardio em resposta a sobrecargas hemodinamicas e esta
associada com risco de desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca, arritmias e morte
subita. Estimulos mecéanicos sdo considerados os principais ativadores primarios das
respostas que conduzem as alteracdes fenotipicas do miocardio nas varias doencgas
cardiacas. A caracterizagdo estrutural do complexo FAK/miosina ao nivel molecular
permitiu a criacdo de um modelo molecular deste complexo, que foi validado através de
mutacdes na regido de interacdo entre as proteinas. Esse modelo permite que se
entenda o processo de sinalizagao da hipertrofia ao nivel molecular.



Abstract

Mass spectrometry based structural proteomics: structural characterization
of FAK/Myosin complex at molecular level. Chemical cross-linking coupled with mass
spectrometry (MS) is a technique that allows the structural characterization of proteins
and protein complexes, especially when these proteins are not amenable to be analyzed
by high resolution techniques. The experiment is based on ther eaction of a protein or
protein complex with a bifunctional reagent (cross-linking agent, ALC) followed by
shotgun proteome analysis by MS. This brings to the technique all the advantages of
MS, such as high sensitivity, short analysis time and ease of use. Only spatially close
amino acid residues can be covalently bound by the reagent, so that the cross-linked
peptides, identified by MS, serve as distance constraints between amino acids in the
native structure of the protein or protein complex. The set of cross-linked peptides thus
provides a set of distance constraints among amino acids that can be used to build a
molecular model of the protein or complex. The main objective of this work was to apply
the cross-linking technique coupled to MS to map the interaction between the proteins
Focal Adhesion Kinase (FAK), through its FERM domain, and myosin. This protein
complex is involved in molecular signaling of the cardiac hypertrophy process. Cardiac
hypertrophy is considered an adaptative mechanism of the myocardium in response to
hemodynamic overload and it is associated with risk of developing heart failure,
arrhythmias and sudden death. Mechanical stimuli are considered the main activator of
the primary responses that lead to phenotypic changes of the myocardium in many
cardiac diseases. The structural characterization of the complex FAK/myosin at the
molecular level has allowed the creation of a molecular model of this complex, which
was validated by mutations in the region of interaction between the proteins. This model
allows the understanding the signaling processes of hypertrophy at the molecular level.
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Introdugéo

1. Introducao

1.1. Estrutura, Funcao e Interacao de Proteinas

Um dos maiores desafios da era pds gendbmica é entender como genes,
proteinas e pequenas moléculas estdo interagindo de maneira a formar o sistema
celular. No comecgo do projeto Genoma acreditava-se que apdés o mapeamento de
todos o0s genes de um organismo seriamos capazes de entender 0s mecanismos
bioquimicos fundamentais a sobrevivéncia das células, no entanto, o conhecimento
apenas das sequéncias primarias das proteinas nao é capaz de fornecer informacoes
sobre suas funcdes e a maneira como essas proteinas executam suas fungées.’

Proteinas sdo as macromoléculas biolégicas mais abundantes, versateis e
complexas, presentes em todas as células e em todas as partes da célula de um
organismo. Sua complexidade decorre do fato de que estas podem ser constituidas por
diferentes sequéncias de aminoacidos que podem ou nao estar modificados, além de
apresentarem uma ampla faixa de tamanho (variando de alguns poucos kDa a alguns
MDa) e estruturas®. Sdo responsaveis por diversas fungdes, de motores moleculares a
sinalizacao celular. Proteinas catalisam reacdes, transportam moléculas, formam
canais de regulacéo, sintetizam e degradam moléculas®, sendo as reais efetoras dos
processos bioquimicos dos seres vivos.

Sabe-se ainda, que a funcdo de uma proteina esta diretamente ligada a sua
estrutura e conformacao, e que suas fungdes nao séo realizadas individualmente, mas
sim na forma de complexos proteicos, que podem variar desde pequenos oligbmeros a
cadeias formadas por dezenas de cadeias polipeptidicas e com a presenca de acidos
nucleicos e cofatores. Isso pode ser resultado tanto de uma determinada mudanca
conformacional induzida por um ligante e/ou interacdo com outras proteinas levando a
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conformacdo necessaria para que a proteina desempenhe sua fungdo®. Desse modo,
interacdes entre proteinas, descritas como sociologia molecular da célula, sao vitais
para a manutencao de qualquer processo biolégico e, consequentemente, da vida de
determinado organismo®.

A determinagdo do modo de interagdo entre proteinas (composi¢ao, cinética,
estequiometria, termodinamica) pode trazer um grande numero de informagdes que
auxiliaram na compreensao de inumeros processos bioldgicos. Um dos exemplos mais
atraentes relacionados a interacdo entre proteinas pode ser visto na medicina, uma vez
que o numero de doengas humanas associadas a proteinas € superior ao numero de
genes no genoma, o que significa que uma unica proteina pode causar mais de uma
disfuncdo dependendo das condicbes necessarias para a formacao/dissociacdo de
complexos proteicos; esse fato fez com que interagdes proteina-proteina tenham se
tornado alvos de muitas drogas nos Ultimos anos**®. Além disso, a compreensio
dessas interagbes pode elucidar algumas questdes relacionadas aos projetos genoma,
uma vez que o numero de genes de um organismo tdo complexo quanto o ser humano
€ proximo do numero de genes de um dos eucariotos mais simples (Caenorhabditis
Elegans, por exemplo) e bem inferior a de alguns vegetais, como soja e arroz, o que
indica que em parte a complexidade esta relacionada ao modo como esses produtos
génicos interagem entre si para realizar suas fungdes biolégicas’. Finalmente, outra
grande importancia relacionada ao conhecimento do modo de interagéao entre proteinas
esta na descoberta da fungédo de outras proteinas. Uma vez que a grande maioria dos
processos bioldgicos é mediada por interacdes desse tipo, se a fungdo de pelo menos
um dos parceiros de interacao é conhecida, o assinalamento da funcao da proteina de
interesse pode ser facilitado'®-°. Estima-se hoje que para os organismos mais simples
h& entre 8 e 12 interagbes para cada proteina, em média, e espera-se um numero
muito maior para os humanos, sendo estimado que a qualquer instante podem ocorrem
cerca de 130 mil interacdes binarias entre proteinas dentro de uma célula humana'®,
além das multiplas interagdes.

Em virtude dos fatos mencionados acima, os ultimos anos presenciaram uma
busca incessante pela rede total de interacbes moleculares em varios seres vivos,

denominada interactoma'’. Espécies como Saccharomyces cerevisiae'?, Drosophila
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melanogaster'®, virus da Influenza A'* e Homo sapiens' tiveram suas redes de
interacao proteina-proteina publicadas recentemente (em alguns casos parcialmente).
A importancia dessas redes € tdo grande que estudos recentes propdéem que a
complexidade de um organismo ndo é dado pelo seu numero de proteinas mas pelo
tamanho do seu interactoma'®. A Figura 1, ilustra alguns desses exemplos de rede de
interacdo e também um grafico mostrando o tamanho estimado do interactoma'®
(numero de interacbes de proteinas de um organismo) em funcdo do numero de

proteinas para alguns organismos.
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Figura 4: a), b) e c) Representacao esquematica de parte dos interactomas de H. Sapiens
(referéncia 15), virus da Influenza A (referéncia 14) e D. Melanogaster (referéncia 13),
respectivamente; d) Grafico de correlagao entre o nimero de proteinas e o tamanho
estimado do interactoma (referéncia 16).

O item “d” da Figura 1 mostra que os seres humanos apresentam genoma
somente 50% maior que o de D.melanogaster, no entanto, seu interactoma € cerca de

300% maior, evidenciando assim a relacdo entre complexidade de uma organismo € o
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nuamero de interacdes entre as proteinas. Outra forma de visualizar a relagdo entre
complexidade e interagdes proteina-proteina esta mostrada na Figura 2. Nesta Figura
estdo representados dois complexos proteicos que desempanham diferentes fungdes
nas células: o fator de iniciacdo 3 de eucariotos e o complexo proteico NADH
ubiquinona redutase. Podemos verificar inicialmente que a fungao bioquimica nesses
sistemas € desenvolvida pelo conjunto de proteinas e ndo pelos seus componentes
individuais, mostrando assim a importancia dos complexos proteicos. Outra informacao
bastante relevante dessa Figura esta relacionada ao fato de que 0s mesmos
complexos apresentam composigdes diferentes nos diferentes organismos e,
especialmente, que organismos mais complexos apresentam um maior numero de
componente, tornando a atividade desses complexos mais especificos e eficientes,

dando subsidios & maior complexidade desses organimos.'""'®.

a)

IF32 IF39

IF3A 2 134

IF38

b) Mammals

Insects
Nematodes

Fungi

bacterial { Plants

descent |

oy
200

Intermembrane space

Figura 5: a) Representagdo esquematica do complexo proteico elF3 (referéncia 17): em
amarelo o complexo em leveduras e em verde o complexo em humanos, sendo que os tragos
em vermelho interligam as proteinas heterélogas. b) Complexo proteico NADH ubiquinona
redutase'®, as diferentes cores representam proteinas que foram se agregando ao complexo ao
longo da evolugéo para organismos mais complexos.
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1.2. Métodos de Caracterizacao Estrutural de Proteinas e Suas
Interacoes

Em virtude da importancia das interacdes proteina-proteina, muito esforco tem
sido dedicado ao estudo dessas interagcdes. Entretanto, sdo muitas as dificuldades na
determinacdo do modo de interagcdo entre essas moléculas, dentre as quais estd no
grande numero de possibilidades. Além disso, muitas dessas interacbes sao
transientes, instaveis ou reguladas por modificacées pods-traducionais, o que dificulta
sua deteccgao'®.

As técnicas de caracterizagdo de complexos proteicos disponiveis atualmente
podem ser divididas nos seguintes grupos: técnicas de caracterizagdo de estrutura
primaria, de estrutura terciaria e quaternaria de alta, média, e baixa resolugéo e

técnicas computacionais®®?’

, algumas delas ilustradas na Figura 3. Técnicas de
caracterizagdo de estruturas primarias nao fornecem informacdes estruturais ou
espaciais acerca do complexo de interesse, limitando-se a fornecer somente a
composicdo de aminoacidos das proteinas definindo quais sao as proteinas
constituintes. A espectrometria de massas (MS) é hoje a principal ferramenta para
sequenciamento e identificagdo proteinas podendo ser utilizada na descoberta de

parceiros de interacao.
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Figura 6: Exemplos de algumas técnicas de caracterizacao estrutural de proteinas em
complexos proteicos (referéncia 21).
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As técnicas de baixa resolucdo ou sonda englobam as espectroscopias, onde a
resposta é determinada pela presenga de uma certa caracteristica estrutural da
proteina. Essa classe engloba as técnicas de Dicroismo Circular (CD), Fluorescéncia
no UV, Transferéncia de Energia Ressonante por Fluorescéncia (FRET) dentre outras.
Essas técnicas sdao em geral sensiveis, rapidas, relativamente simples e de facil
acesso, mas a resposta obtida €, em geral, limitada a determinadas partes da proteina.
Como técnicas de média resolucdo, aquelas que fornecem informagcdes acerca da
forma geral do complexo tais como posicao e orientacao dos componentes, destacam-
se as microscopias € o Espalhamento de Raios-X a Baixos Angulos (SAXS). Tais
técnicas conseguem fornecer uma informagdo importante sobre a estrutura dos
complexos proteicos que a forma geral da estrutura. Conhecendo-se a estrutura de
cada componente individual, pode obter modelos dos complexos. Uma das dificuldades
no uso dessas técnicas é o acesso mais restrito as mesmas, tanto pelo seus custos
quanto pelo alto grau de dificuldade de interpretacdo de dados.

Atualmente existem duas técnicas estabelecidas para determinacao estrutural de
proteinas com alta resolucao (resolucao atébmica): Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN) e Cristalografia de Proteinas (CRP). Essas técnicas permitem que se obtenham
estruturas de proteinas e complexos proteicos ao nivel atbmico e sdo as técnicas de
referéncia para a determinacdo estrutural de proteinas. Apesar do altissimo
detalhamento estrutural fornecido por essas técnicas, ambas apresentam infelizmente
uma aplicabilidade limitada para proteinas em geral devido a algumas restricbes
experimentais, dentre as quais se destaca a necessidade de uma grande quantidade
de amostra (da ordem de varios miligramas) com alto grau de pureza. No caso de
RMN, ha ainda a necessidade da amostra ser estavel em algum dos tampdes que nao
interfiram na analise por um longo intervalo de tempo (dias a semanas) a temperatura
ambiente além do fato de que os instrumentos atuais restringem o tamanho maximo da
amostra a aproximadamente 50 kDa, o que muitas vezes representa a massa de um
unico componente de um complexo proteico. A CRP por sua vez requer que a amostra
esteja na forma de monocristal®. Essa limitagdo é ainda mais restritiva quando se

pretende caracterizar complexos proteicos devido a maior dificuldade em se obter
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complexos puros em grande quantidade, ao maior tamanho do sistema e a maior
dificuldade em se obter monocristais de tais espécies.

Nos casos em que proteinas e complexos proteicos ndo sdo passiveis de serem
analisados por técnicas de alta resolucdo, torna-se necessaria a utilizacdo da
abordagem integrativa, em que s&o utilizadas diversas técnicas de caracterizagéo
estrutural como, por exemplo, microscopia imunoeletrénica, FRET, troca de H/D,
ligacdo cruzada acoplada a espectrometria de massas, dentre outros, aliadas ao
conjunto de estruturas de alta resolucdo ja disponiveis nos banco de dados de
estruturas de maneira a se obter o maior numero possivel de informagdes estruturais
acerca das proteinas estudadas®. A Figura 4 ilustra alguns desses métodos de
caracterizacdo e o0s respectivos niveis de informagdes que cada um deles pode
oferecer. A integracdo das diversas informacoes estruturais advindas dessas técnicas

pode entdo levar a um modelo estrutural da proteina ou complexo proteico.



Introdugéo

] o
) 7.4
o P
B 3 ,
i e J
fﬁ* : i
° & .
X-ray NMR 2D and single-particle Electron Immuno-electron
crystallography spectroscopy electron microscepy tomography microscopy
Subunitstructure | Subunitstructure | .
Subunit shape Subunit shape Subunit shape Subunit shape
Subunit-subunit contact | Subunit-subunit contact | Subunit-subunit contact | Subunit-subunit contact
Subunit proximity Subunit proximity Subunit proximity Subunit proximity Subunit proximity
Subunit stoichiometry Subunit stoichiometry
Assembly symmetry Assembly symmetry Assembly symmetry Assembly symmetry Assembly symmetry
Assembly shape Assembly shape Assembly shape Assembly shape
Assembly structure Assembly structure
T !
Chemical Affinity purification FRET Site-directed Yeast two-hybrid
cross-linking mass Spectroscopy mutagenesis system

Subunit structure

Subunit-subunit contact | Subunit-subunit contact | Subunit-subunit contact | Subunit-subunit contact | Subunit-subunit contact

Subunit proximity Subunit proximity Subunit proximity Subunit proximity

FROEEIN DAY A mANE

MGFLIKRGFGHGARWTG..,

\

’3_.

Gene/protein | Protein structure ‘ Computational

arrays prediction docking ‘ Bioinformatics

Subunit structure
Subunit shape

Subunit-subunit contact Subunit-subunit contact | Subunit-subunit contact
Subunit proximity

Figura 7: Métodos experimentais e computacionais de caracterizagéo de proteinas e
complexos proteicos e o tipo de informagao que cada um deles fornece (referéncia 23).

A andlise das estatisticas do banco de estruturas de proteinas PDB revela
algumas informagdes interessantes®, ilustradas na Figura 5.
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Figura 8: Estatisticas do banco de dados PDB (referéncia 24). a) Grafico ilustrando o nimero
de estruturas de proteinas depositadas por ano e o total de estruturas depositas. b) Grafico
ilustrando o numero de novos enovelamentos para proteinas depositados todos os anos e o

A Figura 5a mostra que o numero de estruturas depositadas tem aumentando

exponencialmente nos ultimos anos, enquanto que a Figura 5b mostra que nenhum

novo tipo de enovelamento foi descoberto nos ultimos 5 anos, mostrando que estamos

chegando perto do limite do nimero de enovelamentos possiveis. Esse conjunto de

enovelamentos torna-se assim uma poderosa ferramenta para ser utilizada na

abordagem integrativa que, juntamente com os métodos computacionais, permitem unir

todas as informagbes experimentais para se construir modelos compativeis com estes

dados.

Dessa forma, ha um grande interesse no desenvolvimento e aplicacdo de

métodos alternativos de caracterizagdo de proteinas dentro da abordagem integrativa

que tenham grande abrangéncia e, assim, superem algumas das limitagbes dos

métodos de alta resolucéo.
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1.3. Espectrometria de Massas Aplicada a Analise de Proteinas

A espectrometria de massas (MS) consiste no estudo de ions na fase gasosa,
sendo a caracterizacao estrutural de compostos uma de suas principais aplicacdes. Ja
nos anos 70, havia um grande interesse na utilizacdo de MS para a realizagcdo de
experimentos de caracterizagdo de proteinas e outras biomoléculas. Entretanto, uma
das principais limitagées nesse sentido envolvia a dificuldade de geragédo de ions de
macromoléculas em fase gasosa pelos métodos de ionizagdo entdo disponiveis®26. O
advento das técnicas de ionizagdo suaves denominadas ESI (Eletrospray lonization)®,
por J. B. Fenn e MALDI (Matrix-Assisted Laser Desorption lonization)?®, por M. Karas e
F. Hillenkamp, no final da década de 80, possibilitou uma ampla aplicacdo da
espectrometria de massas (MS) na andlise de biomoléculas como peptideos, proteinas
e 4&cidos 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 ionizagcdo impulsionou uma grande
evolucdo 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 voo — tempo de véo (TOF-TOF),
iontrap linear (LIT), ressonéancia ciclotronica 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 proteicos intactos, identificacdo e localizagdo de modificagcoes
pds-traducionais e quantificacdo absoluta e relativa de proteinas®':3233:343%.3637 "
particular, o desenvolvimento de metodologias envolvendo cromatografia liquida de
ultra-alta eficiéncia (UPLC) acoplada a MS para analises de misturas complexas de
peptideos advindos de digestdo enzimatica, contendo uma enorme diversidade de
proteinas, aliada ao crescimento das ferramentas de bioinformatica para busca em
banco de dados possibilitou estudos de proteémica em larga escala, denominados de
proteémica shotgun.
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O interesse na ampla aplicacdo de MS para a caracterizacdo de proteinas se
deve as vantagens intrinsecas da técnica, como alta sensibilidade, rapidez,
versatilidade, facilidade de operacdo e alta confiabilidade dos resultados. Essas
caracteristicas fazem com surjam novos desenvolvimentos em MS para andlise de
estruturas superiores (terciarias e quaternarias) de proteinas. Nesse ambito, destacam-
se Troca de Hidrogénio/Deutério (HDX), Mapeamento Radicalar (Footprinting) e
Ligacdo Cruzada (Cross-linking).

HDX baseia-se no fato de que quando proteinas sdo solubilizadas em solvente
deuterado, os hidrogénios labeis da proteina trocam com o deutério do solvente®. Os
hidrogénios das cadeias laterais dos aminoacidos que possuam os grupos SH, OH e
NH trocam muito rapidamente e, portanto, ndo permitem determinag¢do de sua cinética
por MS. Os hidrogénios das ligacdes peptidicas (amida) da cadeia principal da
proteina, por sua vez, apresentam uma faixa de 10® ordens de grandeza de velocidade
de troca, dependendo do perfil de ligacdes de hidrogénio e, principalmente, do grau de
exposicdo desses atomos ao solvente®**°. Apés o experimento de troca, que deve ser
realizado por diferentes intervalos de tempo para permitir o célculo da cinética, o pH do
meio reacional é modificado para uma faixa de 2 a 3 e a temperatura para 0 °C de
modo a evitar a troca reversa. Andlises por MS podem ser realizadas tanto para
proteina ou complexo proteico intacto, com o intuito de determinar o nivel de
incorporacdo do deutério, bem como na analise dos peptideos, apods digestao
enzimatica, com o objetivo de determinar a cinética de troca de cada uma das regides
da proteina. Como descrito anteriormente, para diminuir a taxa de troca reversa, apds a
reacao deve-se baixar o pH e a temperatura. Essas condi¢cées sdo incompativeis com a
grande maioria das enzimas utilizadas para digestao, sendo que atualmente a Unica
utilizada para esse tipo de experimento € a pepsina. Essa enzima apresenta baixa
especificidade no pH utilizado, o que dificulta a identificacdo dos peptideos obtidos por
MS. Apesar das dificuldades apresentadas, HDX tem sido aplicada com sucesso para o
estudo de enovelamento e estabilidade de proteinas*', mudangas conformacionais

4243 6 no estudo de interagdo proteina-proteina®.

mediante interagdo com ligantes
O termo footprinting é o termo que refere a um grupo de técnicas baseadas na

determinacao do grau de exposicdo ao solvente de partes de uma macromolécula por
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meio de reacdes de modificacdo quimica ou enzimatica®**®. Dentro desse grupo vale
destacar a importancia que radicais hidroxilas (‘OH) véem recebendo nos ultimos anos.
Esses radicais apresentam reatividade frente a cadeia lateral dos aminoacidos de uma
proteina, levando a modificacdo dessas cadeias por ligacées covalentes. De modo
simplificado, um experimento tipico de footprinting consiste na exposi¢ao, tanto de uma
proteina isolada quanto de um complexo proteina-proteina, a radicais hidroxilas por
diferentes intervalos de tempo. As amostras sdo entdo submetidas a digestao
enzimatica e analisadas entdo por MS. Anadlises do tipo LC-MS/MS permitem identificar
os sitios de oxidagao, enquanto andlises de LC-MS s&o utilizadas para quantificar as
oxidacdes. Métodos computacionais podem ser subsequentemente utilizados para
construgdo modelos tridimensionais do complexo*’. O método de footorinting com
geracao de radicais hidroxila por meio de diferentes fontes de radiagdo tem permitido
realizar estudos relacionados a estrutura de proteinas em solucdo® e o seu

desenovelamento®.

1.4. Ligacao Cruzada Acoplada a Espectrometria de Massas
para o Estudo de Estruturas Superiores de Proteinas

O fenbmeno da ligagdo cruzada (cross-linking) compreende a unidao de duas
espécies através da formacao de uma ligacdo covalente, muitas vezes realizadas por
intermédio de um agente de ligacdo cruzada (ALC). As espécies envolvidas em
experimentos de ligagdo cruzada podem representar diferentes classes quimicas,
variando de proteinas e acidos nucleicos a particulas solidas, ou ainda diferentes
regibes da mesma espécie como, por exemplo, ligacdo entre residuos de uma mesma
proteina. Um exemplo disso € a ligacao cruzada presente em proteinas formando a
ligagc&o de dissulfeto entre residuos de cisteina.

No caso de estudos envolvendo proteinas ou complexos proteicos como alvo, o
mais interessante é a realizacdo de experimentos de ligacdo cruzada mediados por
ALCs. Além disso, as interacbes de complexos nao-covalentes podem ser muito fracas
e, desse modo, sao facilmente dissociadas, o que torna sua analise muito dificil. Assim,
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do ponto de vista analitico, € muito interessante a estabilizacdo desses complexos
mediante a formacao de ligagdes covalentes, uma vez que isso facilita a posterior
purificacdo e caracterizacdo do mesmo em condigcdes mais adequadas, a0 mesmo
tempo que conserva as informacdes espaciais desejadas. As informacdes obtidas
podem ser usadas entdo como base para a interrogagcdo de um grande numero de
informacgdes importantes desses complexos.

ALCs sdao compostos organicos multifuncionais, contendo em geral dois grupos
reativos, unidos por uma cadeia espacadora de comprimento variavel. No caso de
proteinas, os ALCs s&o capazes de ligar covalentemente as cadeias laterais de
residuos de aminodcidos, de acordo com suas especificidades. Os grupos reativos
podem ser idénticos (homobifuncionais) ou distintos (heterobifuncionais), permitindo
maior versatilidade na especificidade de cada reagente. Os ALCs reagem com as
cadeias laterais de dois residuos de aminoacidos distintos que estejam espacialmente
separados a uma distancia maxima imposta pelo comprimento da cadeia espagadora.
Como exemplo de grupos reativos mais empregados em ALCs estdo os reativos frente
a aminas, alcoois e tidis, como ésteres de N-hidroxisuccinimida (NHS) e imodésteres;
frente a 4cidos carboxilicos, como carboiimidas; frente a alcoois como isocianatos; e
especificos para tidis como maleiimidas. Dentre os ALCs disponiveis atualmente, os de
maior destaque sao aqueles reativos frente aminas primarias. Isso se deve
principalmente a alta ocorréncia de grupos amino em proteinas, sejam em residuos de
lisina ou no grupamento N-terminal da proteina. Os derivados de NHS s&o os
reagentes mais utilizados atualmente devido aos rendimentos relativamente altos das
reacdes e, principalmente, a facilidade de sua obtencdo, bastando para isso reagir um
haleto de acido carboxilico com um NHS. Na Figura 6 temos a estrutura de alguns dos
ALCs derivados de ésteres de NHS comumente utilizados em experimentos de ligacao
cruzada de proteinas, com as respectivas distancias maximas que esses ALCs podem

alcancar entre os grupos amino das lisinas.
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n | Nome Distancia (A)

3 | Glutarato de Dissuccinimidila (DSG) 7.7
5 | Pimelato de Dissuccinimidila 9,5
6 | Suberato de Dissuccinimidila (DSS) 11,4
8 | Sebacato de Dissuccinimidila (DSSeb) 13,0

Figura 9: Estruturas de ALCs derivados de ésteres de N-hidrosccinimida (NHS) com diferentes
tamanhos na cadeia alifatica. Os mais comuns sdo os com n = 3, 6 ou 8, que recebem as

o

seguintes abreviaturas: DSG, DSS e DSSeb. As distancias (A) sdo baseadas de acordo com o
fornecedor de cada ALC.

Em 2000, Young e colaboradores propuseram pela primeira vez a utilizacdo
conjunta de ligacdo cruzada e MS para obtengdo de informagbes estruturais de
proteinas. Tais informacdes seriam provenientes do tamanho da cadeia espagadora do
reagente utilizado, onde a distdncia maxima entre dois residuos ligados pelo ALC
corresponderia ao comprimento do reagente. Caso o numero dessas restricdes
espaciais fosse igual a N/10 (onde N é o numero de residuos da proteina), seria
possivel determinar o tipo de enovelamento por meio de métodos computacionais.
Desse modo, foi proposta pela primeira vez a utilizacdo de um método rapido e
sensivel baseado em ligagdo cruzada e MS para obtencdo de informagdes estruturais
de proteinas®.

A Figura 7 mostra uma representagcdo esquematica de como experimentos de
ligagcéo cruzada acoplada a MS séo geralmente realizados. Primeiramente as proteinas
sdo submetidas a reagcdo com um determinado agente de ligacdo cruzada (ALC,
representado em vermelho na etapa 1), seguido por digestdo enzimatica (2) e os
peptideos gerados sao entdo analisados pela técnica de espectrometria de massas
(3)Error! Bookmark not defined., sendo que a partir dessa etapa as analises
realizadas sdo dependentes do tipo de informacédo desejada: pode-se simplesmente

identificar as proteinas presentes em um complexo ou realizar a identificagdo exata dos
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peptideos ligados entre si através do ALC localizando entdo quais aminoacidos estao
préximos na estrutura quaternaria de uma proteina ou complexo proteico. Além disso, é
possivel construir um mapa de ligacées cruzadas mostrando quais sdo os residuos
préximos uns dos outros (4); com base nas restricoes de distancia (dado pelo ALC
utilizado) é possivel entdo selecionar modelos estruturais compativeis com a proteina

ou complexo proteico alvo (5).

Ligacdo
Cruzada

* Mapa de LigagGes

e Restri¢oes de distancia
(5) ‘h

¥ #
*
| i

e Ligagdes intra- e
intercadeias

* Selecdo de modelos estruturais

Figura 10: Representacao esquematica de um experimento de ligagéo cruzada acoplado a
espectrometria de massas. (1) Reagao da(s) proteina(s) com o agente de ligacao cruzada
desejado. (2) Formacgao dos peptideos modificados e convencionais por digestdo enzimatica.
(3) Andlise da mistura de peptideos por LC-MS/MS. (4) Agrupamento das restricdes de
distancia obtidas pelo experimento e desenho de um mapa de ligacbes cruzadas. (5) Uso do
conjunto de restricdes de distancia na determina¢ao de modelos estruturais compativeis com a
proteina alvo.

A unido das técnicas de ligacado cruzada e MS tém sido utilizada nos ultimos

anos visando a obtencdo de dados como determinacédo do tipo de enovelamento de

51,52,53,54 55,56

proteinas , identificacdo de parceiros de interacdo”™°, monitoramento de

mudancas conformacionais mediante interacdo com ligantes®’*®, determinacdo da

59,60,61

superficie de interagdo de complexos e finalmente, na determinacdo de
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acessibilidade ao solvente®?%3®* Em todos esses estudos a deteccao e identificacdo de
peptideos modificados pelo ALC € uma etapa critica.

Apb6s a reacao com ALC e digestdao enzimatica, diferentes tipos de peptideos
modificados pelo ALC podem ser formados. Na Figura 8 estao ilustradas as diferentes
espécies formadas apos a reagao com ALCs derivados de ésteres de NHS: a) espécies
de ligacdo cruzada inter-moleculares, onde os residuos ligados encontram-se em
cadeias peptidicas distintas; b) espécies de ligacdo cruzada intra-moleculares, onde os
dois residuos de aminoacidos ligados encontram-se no mesmo peptideo; e c) espécies
hidrolisadas ou dead end, onde somente um dos grupos reativos do ALC reagiu com a

proteina, enquanto o outro sofreu hidrdlise.

by

Hidrolisados
Inter-moleculares Intra-moleculares (dead end)

Figura 11: Representacao esquematica de espécies cross-links. a) Espécie inter-molecular; b)
Espécie intra-molecular e c)Espécie hidrolisada (dead end).

Cada uma dessas espécies fornece informacdes Uteis sobre a estrutura da
proteina (ou complexo), sendo que as espécies do tipo dead end trazem a informacéao
de que o sitio reativo esta exposto ao solvente, além de que nao deve ter nenhum outro
sitio reativo proximo aquela regidao; as espécies do tipo intra-molecular trazem a
informacao de que dois residuos préximos na estrutura primaria também se localizam
dentro da distancia do ALC utilizado na estrutura terciaria e, finalmente, as espécies
inter-moleculares que nos diz quais residuos estdo espacialmente proximos na
estrutura tercidaria de uma proteina mesmo esses residuos estando distantes na
estrutura primaria ou, ainda, no caso de complexos proteicos, nos diz que residuos de
duas proteinas distintas estao espacialmente proximos quando estas formam complexo
de interesse. Esta ultima espécie é, sem duvida, a que fornece informagbes de maior

relevancia, seja para uma proteina ou, principalmente, para complexos proteicos, onde
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com base nessas espécies, é possivel verificar quais regides de determinadas
proteinas estdo proximas de regides das outras proteinas desse complexo.

Embora a metodologia de ligacdo cruzada com analise por MS se mostre
bastante promissora em fornecer informacdes estruturais de proteinas e complexos, ha
ainda varios desafios a serem vencidos para que ela se torne uma técnica de uso mais
irrestrito tanto com relagéo ao tamanho do sistema quanto a variedade de proteinas.

Um dos grandes dasafios da técnica € a deteccao e identificacdo dos peptideos
modificados no digesto ap6s a reacdo, uma vez que 0S mesmos sempre estdo
presentes em quantidades subestequiométricas na mistura®. Algumas estratégias tém
sido desenvolvidas visando contornar esse problema, como o uso de ALC
isotopicamente marcados,?®¢”®8ALC modificados com grupos visando purificagdo por

6970 o ALCs clivaveis’""?"®

cromatografia de afinidade que apbs a clivagem, as
espécies de ligacdo cruzada se comportam como modificagdes convencionais. O uso
de marcagao isotépica, além de tornar a sintese do ALC cara, ainda duplica a
complexidade do experimento. Limitacdes similares sdo apresentadas tanto pelos ALC
clivaveis (necessidade de MS®) quanto aqueles com grupos de afinidade (perda da
amostra por extensa manipulagéo)

Outra deficiéncia da técnica de ligagdo cruzada/MS é que a extensa maioria dos
reagentes disponiveis é reativa frente a grupos aminos disponiveis nos residuos de
lisina. Embora lisinas apresentem uma razoavel frequéncia média nas proteinas, sua
presenca € muitas vezes restrita em proteinas especificas, criando a necessidade de

se criar ALC com diferentes especificidades.

1.1. O Complexo FERM/Miosina

Nas doencas do coragdo, ocorre aumento da massa do miocardio (hipertrofia) e
alteracbes de forma e dimensdao das céamaras cardiacas (remodelamento),
consequéncia da atuacdo de fatores como reducdo da capacidade contratil do
miocardio, aumento da volemia, aumento da resisténcia ao fluxo de sangue entre

compartimentos ou combinagdes destes fatores.
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Apesar de qualquer uma das camaras cardiacas poderem apresentar hipertrofia
e remodelamento, o maior interesse, pela frequéncia e importancia clinica, se
concentra na hipertrofia e remodelamento do ventriculo esquerdo, isto porque estas
ocorrem independentemente de doenca primaria que os tenha originado, tendo grande
impacto na evolucdo clinica de pacientes cardiopatas’® e representando fatores
independentes de risco cardiovascular’7®.

As alteracbes estruturais do miocardio sdo atribuidas a agdo complexa de
fatores neuro-humorais (angiotensina IlI, catecolaminas, citocinas e fatores de
crescimento) e biomecanicos em midcitos cardiacos e fibroblastos. Porém, estimulos
mecanicos gerados em consequéncia de alteragbes primarias da capacidade contratil,
aumento da volemia e/ou aumento da resisténcia ao fluxo de sangue, sdo necessarios
para a instalacdo das alteracdes estruturais do miocardio nas varias cardiopatias’®. Em
geral, o desenvolvimento da hipertrofia em midcitos cardiacos é caracterizado pela
expressao de genes de resposta imediata, re-expressao de genes fetais, pelo aumento
na sintese protéica e pelo aumento no volume celular’’.

Em midcitos ventriculares de ratos neonatos em cultura, o estiramento mecanico
leva a ativagdo de mdltiplos sistemas de segundo mensageiros’® Apés o estiramento
celular observa-se a ativagéo das fosfolipases C, D e A2; de tirosinoquinases, como a
SRC e a quinase de adesao focal (FAK); das quinases ativadas por mitégenos (MAP-
quinases) e seus ativadores; da c-Jun N-terminal protein kinases (JNK); da proteina

quinase C (PKC) e da P70 S6 quinase, entre outras’®"%%,

Estas modificagbes
decorrentes do aumento da tensdo afetam a regulacdo do desempenho cardiaco e
podem culminar no processo de hipertrofia celular®'.

Estudos prévios sobre mecanismos patogénicos da hipertrofia e insuficiéncia

cardiacas desenvolvidos pelo grupo do Prof. Dr. Kleber G. Franchini®2#%848°

, com foco
na sinalizagdo celular ativada por estimulos mecénicos em miocitos cardiacos,
demonstraram a importancia critica da sinalizagao pela quinase de adesao focal (FAK)
para as alteracbes fenotipicas dos midcitos cardiacos em resposta a estimulos
mecanicos. O conjunto dos dados obtidos sugere a FAK como alvo potencial para
interferéncia no processo de transformacdo fenotipica de midcitos cardiacos em

resposta a estimulos mecéanicos
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FAK € uma proteina pertencente a familia de tirosinas quinases ndo receptores,
expressa na maioria dos tecidos e tipos celulares. Ela € altamente conservada
evolutivamente desde o0s organismos mais simples as diferentes espécies de
mamiferos. Foi identificada em 1992 independentemente por Steve Hanks, Jun-
LinGuan e Michael Schaller como um substrato do oncogene Src e, em células
normais, como uma proteina altamente fosforilada em tirosina, localizada em sitios de
adesdo enriquecidos em integrinas, conhecidos como sitios de ades&o focal®®. Desde
entdo, sua funcdo bioldgica em diversos processos celulares como motilidade,
proliferacdo, diferenciagcdo celular, sobrevivéncia e invasibilidade vém sendo
demonstrada®’®®,

Ela € composta por um dominio N-terminal, um linker de aproximadamente 40
residuos de aminoacidos, um dominio catalitico central e um dominio C-terminal. O
dominio C-terminal é composto por um sitio rico em prolina (dominio de
reconhecimento SH3) e por um dominio C-terminal conhecido como focal-adhesion
targeting (FAT)®. O Dominio FAT & composto por 4 a-hélices, e é critico para a
localizacdo da FAK nos pontos de adesdo focal e ndo parece estar envolvido na
regulacdo catalitica da FAK®. O dominio catalitico (residuos 411-687) apresenta um
loop de ativacao que contém os residuos tirosinas 576 e 577, conhecido como alca de
ativagdo. O linker que conecta este dominio ao dominio N-terminal, contém o residuo
tirosina 397, importante para a autofosforilagdo e ativacdo da FAK e também um sitio
de reconhecimento SH3 rico em prolina®. O dominio N-terminal possui uma sequéncia
de aminoacidos homdloga ao dominio FERM (band 4.1, ezrina, radixina e moesina)
encontrado em proteinas que ligam o citoesqueleto a membrana plasmatica, no
entanto, a funcao deste dominio na FAK ainda nao esta totalmente esclarecida. A

Figura 9 mostra uma representacdo esquematica da FAK.

Y397 Y576 Y577 Y861

KINASE
35 362 411 686 917 1053

Figura 12: Esquema da disposi¢ao dos dominios da FAK. Os residuos tirosina envolvidos na
ativacao da FAK estdo indicados na figura.
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O dominio FERM interage de forma auto-inibitéria com o dominio quinase®. A
forma auto-inibitéria da FAK parece ser mantida por diversos mecanismos, entre eles
destacam-se a disposicdo do dominio FERM, que bloqueia a fosforilagdo dos residuos
tirosina 576 e 577 pela Src; o bloqueio fisico da fenda catalitica aos substratos
(promovido pela interagdo do dominio FERM com o quinase); além da inibicdo da
autofosforilagéo do residuo tirosina 397 que encontra-se sequestrado do sitio ativo pelo
subdominio F1 do dominio FERM®. A Figura 10 representa a estrutura tridimensional
da conformacéo auto-inibitéria da FAK.

Kinase C-lobe oG FERM

Figura 13: Estrutura tridimensional da conformacao auto-inibitéria da FAK. A estrutura é
composta pelo dominio FERM, linker entre os dominios FERM e quinasico e o dominio
quinase.

A autofosforilacdo da tirosina 397, possivelmente regulada pelo posicionamento
deste residuo no dominio FERM, é um evento chave na ativacdo da FAK e também
para a fosforilagdo de outros residuos de tirosina importantes para sua funcao
biolégica®. A importancia deste evento reside no fato de que a fosforilagdo da tirosina
397 da FAK leva a criagao de um sitio de alta afinidade para a ligagao de proteinas
com dominio SH2, incluindo aquelas da familia das Src quinases (c-Src)®'. Apés a
ligacdo da c-Src no sitio que contém a tirosina 397 fosforilada, Src fosforila outros
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residuos de tirosina da FAK®. A fosforilacdo das duas tirosinas localizadas na alga de
ativacdo, tirosinas 576 e 577, potencializa sua atividade de quinase®.

Estudos anteriores demonstraram que a FAK é rapidamente ativada por
sobrecarga pressérica em cultura de células ventriculares de ratos neonatos e no
proprio miocardio®83848593.94  gendo que esta ativagdo acompanha-se pela
reprogramagdo do programa génico, sendore-express 0S genes caracteristicos do
periodo fetal, como a B-MHC e o ANP em células ventriculares®.

Além disso, varios estudos tém demonstrado que a FAK contribui para o
processo de hipertrofia e remodelamento cardiacos®**°. Em estudos realizados por
Fonseca e colaboradores™, através de andlise de biblioteca de cDNA de coracgdo de
rato com o sistema duplo-hibrido em levedura, verificou-se a existéncia de interacao
entre a FAK e a regidao C-terminal da cadeia pesada da miosina tipo Il, sendo que o
duplo-hibrido foi realizado com a utilizagdo de uma isca que abrangia a regidao N-
terminal e a regido catalitica da FAK. Esta interacao foi confirmada por experimentos
de imunomicroscopia eletrénica, por ensaios de precipitacdo com proteinas
recombinantes e por imunoprecipitacao em extratos provenientes de coracdes de ratos,
ilustrados na Figura 11%. Neste contexto, sabendo-se que FAK responde & estimulos
mecanicos e que, além de interagir com proteinas costaméricas, ela também pode
interagir com a miosina sarcomérica, responsavel por gerar e regular a tensao
intracelular, é plausivel sugerir que a ativacdo da FAK decorrente do estresse
mecanico possa também depender da deformacdo da miosina sarcomérica e,
consequentemente, que a interacdo com esta proteina do citoesqueleto sarcomérico

possa contribuir para a manutencao da atividade basal da FAK em midcitos cardiacos.
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a) Filamentos de Miosina

Filamentos de Actina Filamentos de Actina
|

Figura 14: a) Representagdo esquematica de uma unidade sarcomérica. b) Miscroscopia
imunoeletrénica de miocardio utilizando-se o anticorpo anti-FAK, os quadros delimitados “A” e
“B” representam o miocardio em estado basal, onde as flecha indicam o anticorpo anti-FAK,
mostrando que a FAK encontra-se préxima a regido da miosina, os quadros “C”, “D” e “E”
representam o miocardio apds 3 min de sobrecarga, onde as flechas mais uma vez indica a
posicao da FAK, mostrando que que apds estresse mecanico a FAK migra regido costamera
préximo ao disco Z. ¢) Ensaio de pull-down utilizando os diferentes dominios da FAK
imobilizados com GST, utilizando-se ainda estrato de coragao de rato, mostrando que a
interacao entre FAK e miosina ocorre pela por¢cdo N-terminal da FAK (o dominio FERM)
(referéncia 94).
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2. Objetivos

O objetivo desse trabalho € utilizar ligacao cruzada acoplada a espectrometria

de massas para mapear a regidao de interacdo entre as proteinas do complexo

FAK/Miosina (através do dominio FERM), tendo como objetivos especificos:

Otimizar as condicdes dos experimentos de ligacdo cruzada para o
complexo FAK/Miosina;

Adequar o método de anadlise dependente de dados para a aquisicao de
espectros de peptideos contendo ligacao cruzada;

Identificar as espécies dead end, ligacao cruzada inter e intra-molecular
para cada proteina dos complexos;

Construir um mapa de ligagdes cruzadas e de exposicao ao solvente;

Propor um modelo para o complexo FAK/Miosina baseado nos dados dos
experimentos de ligacao cruzada acoplada a MS.
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3. Parte Experimental

3.1. Reacao de Ligacao Cruzada

O complexo proteico FERM/Miosina foi obtido em colaboragdo com o
Laboratério Nacional de Biociéncias (LNBio) sob supervisdo do Prof. Dr. Kleber G.
Franchini. As proteinas foram clonadas e expressas individualmente, e no momento de
extracao e purificacdo as colénias de bactérias foram misturadas. A purificacdo foi
realizada através de gel filtracdo, momento em que j4 se observa a formacao do
complexo proteico. O pico cromatografico referente ao complexo FERM/miosina foi
coletado e submetido a reacao de ligacao cruzada.

O complexo proteico foi copurificado em tampao fosfato de sédio 50 mM pH 7,0,
com concentracao estimada de 6,5 mg/mL (dosada utilizando NanoDrop 2000, Thermo
Scientific). O agente de ligagdo cruzada suberato de N-hidroxisuccinimidila (DSS,
Sigma-Aldrich) foi dissolvido em DMF anidro de modo a obter uma concentracéo de 10
mg/ml. Posteriormente uma aliquota desta solucado foi adicionada a solucdo do
complexo de modo a obter um excesso molar de 100 vezes de DSS, mantendo-se a
concentracdo de DMF menor que 10%. A reagéo entre DSS e o complexo foi realizada
a temperatura ambiente por duas horas. Retirou-se uma aliquota para analise em gel
de eletroforese, o restante da amostra foi submetido a reducdo e alquilacdo das
cisteinas seguido da digestao enzimética com tripsina (Promega).

A reducdo das cisteinas foi realizada utilizando-se 100 uL da solugdo do
complexo ap06s a reacéo de ligacdo cruzada reagindo-se com 5 pyL de uma solucéo de
Ditrioteitol (DTT, Sigma-Aldrich) 10 mM preparada em tampao bicarbonato de amdnio
100 mM incubado por 30 minutos a 60 °C. Apds o tempo reacional foi realizada a
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alquilagéo das cisteinas reduzidas adicionando-se ao meio reacional 5 pyL de solugao
de lodoacetamida 50 mM preparada em tampao bicarbonato de aménio 100 mM
incubado durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Para a digestdo enzimatica, utilizou-se proporcéo de 1:50 (m:m) de tripsina em

relagcdo ao complexo FERM/Miosina. A digestéo foi realizada em 37°C por 16h.

3.2. Fracionamento e Analise da Amostra

A amostra foi fracionada utilizando-se cartucho Oasis HLB (Waters Co.). A
amostra foi eluida em cinco fragdes utilizando-se como fase mével acetonitrila e agua,
com aumento de acetonitrila nas proporgcdes de 5, 10, 15, 20 e 70%.

As amostras foram entdo analisadas por LC-MS/MS, utilizando-se o sistema
cromatografico nanoAcquity UPLC (Waters Co) com coluna BEH C18 AcquityWaters
(100pumx 100 mm),acoplado ao espectrdbmetro de massas Waters Synapt HDMS
(Waters Co.). Foram injetados 2uL de cada fracdo (30 pmol de proteina para cada
injecdo). A aquisicdo de dados foi realizada pelo modo DDA (Aquisicado Dependente de
Dados), onde a cada segundo o equipamento adquire um espectro de MS. No caso da
presenca de espécies multicarregadas, as trés espécies mais intensas sao
fragmentadas na camera de colisdo (energia de colisdo definida pela m/z e carga do
precursor).

Além do método default de DDA foi elaborado também outro método no qual a
selecao dos ions para fragmentagédo era feita apenas para ions com carga acima de
+3, isso porque as espécies modificadas pelo ALC apresentam sempre 3 ou mais
cargas, fazendo com que o novo método fosse mais especifico para as espécies de
ligacdo cruzada, ajudando na identificacao dessas espécies.

Para verificar da presenca e cobertura das proteinas os dados foram
processados no software ProteinLynx Global Server (Waters Co.) e foi realizada busca
no banco de dados utilizando-se o programa Mascot (Matrix Science), com os
seguintes parametros: MSDB (banco de dados), 0,1 Da (erro nos modos MS e MS/MS),

tripsina (protease), permitindo peptideos com até 2 sitio de clivagem n&o-digeridos,
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carbamidometil - cisteina (modificacdo fixa) e oxidacdo de metionina (modificacao
variavel).

Além disso, foi adicionada na lista de modificacbes do Mascot a massa 156,0786
Da para residuos de lisinas, essa massa € a massa monoisotépica da modificacdo
causada quando o ALC forma uma espécie de dead end (adicao de CgH1303 e perda de
um H). Dessa forma € possivel utilizar o Mascot para busca de espécies hidrolisadas,
utilizando-se uma modificacao variavel de 156,0786 Da.

Para avaliacdo da presenca de ligacdo cruzada os dados foram analisados
manualmente e com o auxilio do software Crux for Xlink®®. E importante ressaltar que
para esse tipo de andlise os softwares ainda ndo sao muito eficientes, sendo
imprescindivel a analise manual dos espectros de massas. Para o software Crux for
Xlink foram utilizados os seguintes parametros: modificagdo que o ALC causa nos
peptideos: 138,06 Da; modificagdo variavel: 156,07 Da referente a espécies
hidrolisadas que podem ocorrer junto com as espécies de inter- e intra- molecular;
residuo que sofre reagao: lisina (K); enzima de digestao: tripsina; peptideos com até 2
sitio de clivagem nao-digeridos e o banco de dados utilizado é gerado a partir das

sequéncias do dominio FERM e da miosina que fazem parte do arquivo de entrada.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Formacao da Ligacao Cruzada do Complexo FERM/Miosina

A andlise da sequéncia da miosina (concatenada com GST) e do dominio FERM
(fusionada com cauda de histidina) revela que ambas as proteinas sao ricas em lisinas,
com 46 e 29 residuos respectivamente (Figura 12). Isso torna o complexo
FERM/Miosina bastante apropriado para a técnica de ligagdo cruzada/MS utilizando

ALC baseados em ésteres de NHS.

e GST-Miosina : 46 residuos de lisina (K)

MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGLEFPNLPYYIDGDVKLTQSMAI
IRYIADKHNMLGGCPKERAEISMLEGAVLDIRYGVSRIAYSKDFETLKVDFLSKLPEMLKMFEDRLCHKTYL
NGDHVTHPDFMLYDALDVVLYMDPMCLDAFPKLVCFKKRIEAIPQIDKYLKSSKYIAWPLQGWQATFGGG
DHPPKSDLIEGRGIPGIMAEELKKEQDTSAHLERMKKNMEQTIKDLQHRLDEAEQIALKGGKKQLQKLE
ARVRELENELEAEQKRNAESVKGMRKSERRIKELTYQTEEDKKNLVRLQDLVDKLQLKVKAYKRQAE
EAEEQANTNLSKFRKVQHELDEAEERADIAESQVNKLRAKSRDIGAKQKMHDEE

o His-FERM: 29 residuos de lisina (K)

MKHHHHHHHSDYDIPTTENLYFQGSHMGAMERVLKVFHHFESSSEPTTWASIIRHGDATDVRGIIQKIVD
SHKVKHVACYGFRLSHLRSEEVHWLHVDMGVSSVREKYELAHPPEEWKYELRIRYLPKGFLNQFTEDK
PTLNFFYQQVKSDYMQEIADQVDQEIALKLGCLEIRRSYWEMRGNALEKKSNYEVLEKDVGLKRFFPK
SLLDSVKAKTLRKLIQQTFRQFANLNREESILKFFEILSPVYRFDKECFKCALGSSWIISVELAIGPEEGIS
YLTDKGCNPTHLADFNQVQTIQYSNSEDKDRKGMLQLKIAGAPEPLTVTAPSLTIAENMADLIDGYCRL
VNGATQSFIIRPQKEGERALPSIPKLANSEKQGMRTHAVSVSETDDYAEIIDEED

Figura 15: Sequéncias das proteinas GST-Miosina e His-FERM, com destaque para as lisinas,
as sequéncias destacadas em negrito representam a sequéncia das proteinas miosina e FERM
sem suas respectivas sequéncias de afinidade.
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Inicialmente, as condi¢cdes de reacdo cruzada foram otimizadas utilizando-se
excessos molares de DSS de 10, 20 e 100 vezes mais com relagdo ao complexo
proteico e tempos reacionais de 30 minutos, 1 e 2 horas. Os melhores resultados foram
obtidos com a razdo DSS:Proteina 100:1 e duas horas de reacéo. Trabalhos prévios do
grupo ja haviam mostrado de forma geral que a temperatura de 25 °C é a melhor
temperatura para a ocorréncia da reagdo de ligagio cruzada, pois a 4 °C a reagdo é
muito lenta e acima de 25 °C a hidrdlise passa a ser muito competitiva, além de
aumentar a possibilidade de degradacgéo do complexo®’.

Nas condigbes 6timas de reacdo, observou-se no gel de SDS a formacao do
complexo FERM/Miosina covalentemente ligado em grande rendimento (Figura 13),
nao se observando nenhuma miosina sem estar ligada ao complexo. Pode-se observar,
porém, um pouco de FERM néo ligada devido provavelmente a um pequeno excesso
dessa proteina na mistura. Outra caracteristica do gel de SDS é a formagdo de uma
banda difusa correspondente ao complexo covalentemente ligado. Isso é uma
caracteristica muito comum de proteinas que sofreram reacdes com ALC, pois o
produto final corresponde a uma mistura de espécies moleculares contendo uma
variada quantidade de ligacdes cruzadas e de modificacbes com dead-end, resultando

em um grande numero de espécies com massas ligeiramente diferentes entre si.

Padrdo Peso Molecular (kDa)

FERM/Miosina + DSS

Figura 16: Gel de eletroforese do complexo FAK/Miosina, mostrando a formagao do complexo
covalente FAK/Miosina apés a reagdo com DSS.

28



Resultados e Discussao

Uma vez formado o complexo covalente em grande rendimento, a amostra foi
analisada seguindo uma analise de protebmica shotgun, ou seja, a mistura reacional
total foi digerida com tripsina para que os peptideos gerados pela digestao fossem
analisados por LC-MS/MS em modo de aquisicao dependente de dados (DDA).

4.2. Mapeamentos das Espécies de Ligacao Cruzadapara o Complexo
FERM/Miosina

A andlise dos espectros de MS/MS mostrou a presenca de varias espécies dead
end em ambas as proteinas. Essas espécies fornecem informacdes sobre a exposicao
ao solvente dos residuos reativos, neste caso os residuos de lisina, de forma que se
possa saber quais residuos estao expostos ao solvente. A identificacao dos peptideos
modificados com o ALC hidrolisado pode ser feita utilizando-se programas de buscas
de banco de dados de proteinas convencionais, ja que se tratam de modificagdes
convencionais, para os quais ha algoritmos desenvolvidos e implementados nesses
programas. Neste trabalho, os peptideos modificados foram identificados pelo
programa Mascot Server licenciado em nosso laboratério. Apés a anadlise, 23 residuos
de lisina foram identificados modificados pelo ALC, mostrando assim que esses
residuos estdo expostos ao solvente e esses dados tem que ser levados em
consideracao na criacdo do modelo estrutural final do complexo. A Figura 14 mostra
um espectro de MS/MS de umas das espécies de dead end encontradas, neste caso a

modificagdo ocorreu em um peptideo da miosina.
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Figura 17: Espectro de ESI-MS/MS de uma espécie do tipo dead end de um peptideo da
miosina, o grupamento hidroxila representa o reagente de ligagédo cruzada hidrolisado. Os
asteriscos azuis representam ions fragmentos que sofreram modificacao pelo ALC formando
uma espécie de dea end.

E interessante notar que as espécies de dead end apresentam um padrdo de
fragmentagdo convencional, onde a modificacdo permanece intacta e os principais
fragmentos sdo devidos ao rompimento da ligacdo peptidica (ligagdo amida). No
espectro da Figura 14, os asteriscos em azul representam ions fragmentos que
possuem a modificacdo causada pelo ALC, o que permite localizar o residuo
modificado, neste caso a lisina 2. Cabe salientar também que modificacdo da lisina
impede a clivagem neste residuo, pois a lisina deixa de ser reconhecida pela tripsina
tanto pelo maior tamanho da cadeira lateral quanto pela perda da basicidade do grupo
amino da cadeia lateral.

A andlise dos espectros de MS/MS mostrou também a presenca de varias
espécies inter-moleculares intra-proteinas. Essas espécies fornecem informacoes
importantes com relagdo a distancia entre amino4cidos na estrutura tercidria de cada
uma das proteinas, ou seja, sobre a estrutura tercidria de cada componente individual

do complexo. Além disso, essas espécies juntamente com espécies intra-moleculares
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também nos fornecem informacdes acerca da acessibilidade do solvente, uma vez que
a ligacdo cruzada s6 pode ocorrer em residuos expostos ao solvente. A Figura 15
apresenta um exemplo de um espectro de uma ligacao cruzada inter-molecular entre

peptideos da miosina.
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Figura 185: Espectro de ESI-MS/MS de uma espécie inter-molecular entre peptideos da
miosina. Os asteriscos em vermelho representam ions fragmentos que possuem uma porg¢ao
de cada cadeia peptidica ligadas entre si através do ALC, os asteriscos azuis representam ions
fragmentos que sofreram modificacao pelo ALC formando uma espécie de dead end.

Observando-se a fragmentagcdo dessa espécie nota-se que, além dos ions be y
regularmente encontrados nos espectros de fragmentacdo de peptideos, ocorrem
também fragmentacdes simultdneas das duas cadeias peptidicas, como exemplificado
pelo ion fragmento y23ay58 de m/z 3332, onde duas fragmentagcbes ocorreram: no
residuo 23 da cadeia alfa e também no residuo 5 da cadeia beta, ambas formando ions
y. Na nomenclatura de fragmentacao de peptideos com ligacdo cruzada, da-se o nome
de cadeia alfa ao maior peptideo e de cadeia beta ao menor; assim para a espécie da
Figura 15, a cadeia alfa é o peptideo KVQHELDEAEERADIAESQVNKLR e o peptideo

beta o DIGAKK.
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Além da fragmentacgao paralela, em alguns casos é observado ainda a formacéao
de fragmentos internos, ou seja, ions com fragmentacdo em um unico peptideo em
ambas as porgoes N- e C-terminal. Um exemplo desse tipo de ion é o de m/z 1509, que
aparece em vermelho na Figura, onde na cadeia alfa ocorreu a fragmentacdo na
porcdao N-terminal formando o ion y12a e também na porcado C-terminal, formando o
ion b22a. Ainda ligado a esse peptideo, encontra-se um outro fragmento interno da
cadeia beta, o y3b5B. Dessa forma, podemos chamar esse ion interno de y12b22a-
y3b5B. fons internos sdo geralmente observados na fragmentagdo de peptideos por
MALDI, especialmente utilizando-se experimentos de alta energia de colisdo, como nos
instrumentos do tipo Q-TOF. Porém para peptideos contendo ligagcdo cruzada, essas
espécies sao formadas com uma certa frequéncia e tem que ser levadas em conta
quando se faz a interpretagcdo manual dos espectros® Na Figura 15, os asteriscos
em azul mostram ainda fragmentos que possuem a modificacdo causada pelo ALC
formando dead end, como a regido onde ocorre a reacao entres os dois peptideos esta
exposta ao solvente, € natural que a maior parte das lisinas dessa regiao sejam
modificadas pelo ALC o que torna esses sitios inativos frente as clivagem da digestao
enzimatica, gerando uma combinagdo muito grande de peptideos modificados e néao
modificados formando diferentes espécies, aumentando o niumero de possibilidades de
espécies formadas o que dificulta tanto na atribuicdo quanto na identificacdo dos
espectros de MS/MS. E importante ressaltar que ainda existem poucos softwares de
identificacdo e atribuicdo de espécies de ligagdo cruzada e ao mesmo tempo 0s
softwares ainda precisam de muito desenvolvimento, sendo imprescindivel a busca e
validacdo manual dos espectros de MS/MS.

Outras espécies presentes sao as ligacdes cruzadas intra-moleculares. Estas
espécies nos fornecem informagdes acerca da acessibilidade do solvente sendo
complementar a regido de interagdo, além disso, nos fornece informagdes acerca do
enovelamento da proteina, visto que para que essas espécies ocorram, os residuos
devem estar espacialmente proximos na sequéncia terciaria. Uma vez que ligacdes
cruzadas intra-moleculares requerem que os residuos ligados estejam proximos na
estrutura priméria, a formacao dessas espécies revela o enovelamento local daquela

regido, ou seja, revelam dados sobre a estrutura secundaria da proteina. Para uma alfa
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hélice, por exemplo, dois residuos podem estar préximos na estrutura primaria, mas
diametralmente opostos na estrutura terciaria, impedindo assim, a formagéo da ligacao
cruzada. A Figura 16 apresenta um exemplo de um espectro de uma ligagcao cruzada

inter-molecular em um peptideo da miosina.

22 12Li)d I 5432 1
DLQHRLDEAEQIALKGGKKQLQK
5 78910 11121314
b10
1004 1207.56
201.12
b11
1335.61 [M+H]+1
8407 bs‘gg51 .
1007.50 yi1
1336.80
sPZt w¥597|
y4 b5
MA% 12;‘]? 2089.26 N brss o
y.’f1 )b1 poese yzeee.aa
138 1756.00 204832
’ el% 189747 1 2174.48 224413 255533
\‘ ‘\ | \\H v h A Huhwm \n‘w H| HM Il H ‘ U\“H I \ \H[ h\ mHW \JW\ it 58,0;;
200 400 600 800 1000 1200 1400 000 2200 2400 2600 2800

Figura 19: Espectro de ESI-MS/MS de uma espécie intra-molecularde um peptideo da miosina.
Os asteriscos em vermelho representam ion fragmentos que possuem modificacao do ALC

Observando-se o perfil de fragmentacao apresentado no espectro de MS/MS da
Figura 16 nota-se que o peptideo apresenta uma fragmentagéo convencional a medida
que a série b ou y aumenta, porém apés a modificacado deve-se somar a massa dos
ions o valor da modificacdo causada pelo ALC, sendo que na regido entre as lisinas
modificadas a fragmentacdo nem sempre é observada.

Por ultimo, os esforgos foram concentrados na identificagdo de espécies inter-
moleculares inter-proteinas, espécies estritamente relacionadas com a regidao de
interacdo entre as duas proteinas. Essas sdo as espécies de maior conteido de
informacédo estrutural do ponto de vista do complexo proteico uma vez que suas
identificagdes permitem o mapeamento do dominio de interacdo. Foram encontradas
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duas espécies inter-moleculares entre a miosina e o dominio FERM da FAK. Os

espectros de MS/MS dessas espécies estao representados na Figura 17.
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Figura 20: Espectros de ESI-MS/MS de espécies inter-moleculares entre as proteinas miosina
e o domino FERM da FAK.Os asteriscos em vermelho representam ions fragmentos que
possuem uma porcao de cada cadeia peptidica ligadas entre si através do ALC. O asterisco em
preto na sequéncia do peptideo 3 do primeiro espectro de MS/MS indica a cisteina modicada
no processo de alquilagao, formando carboamidometil- cisteina. Os incertos nas figuras
representam o padrao isotopico dos ions precursores antes da deconvolugao dos espectros.
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Nota-se novamente nos espectros das espécies de ligacdo cruzada inter-
molecular inter-proteina a presenca de fragmentos advindos de fragmentacao paralela
das duas cadeias de peptideos, tais como os fragmentos y4ab6p e y3ab6p para o
primeiro espectro e y4ab2 e y6ab10B para o segundo.

A partir de todos os espectros de MS/MS identificados e atribuidos, foi possivel
construir um mapa de proximidade espacial para o complexo FERM/Miosina. A Figura
18 resume todas as espécies encontradas nos experimentos de LC-MS/MS dos
peptideos formados nos experimentos de ligacdo cruzada para o complexo
FERM/Miosina. As lisinas marcadas em vermelho representam espécies do tipo dea
dend, as linhas azuis representam espécies de ligacao cruzada intra-proteina e as
laranjas espécies de ligacao cruzada inter-proteinas.
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R —
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| FERM

Figura 21: Representacao das espécies de ligacao cruzada encontradas para o complexo
FERM/Miosina. A sequéncia de cima representa a sequéncia proteica da miosina e a de baixo
a sequéncia do dominio FERM da FAK.

O conjunto das espécies dead-end e ligacao cruzada inter- e intra-molecular

compde, assim, um conjunto de informacgdes estruturais que permitem agora fazer um
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modelamento, tanto das proteinas individuais quanto do dominio de interacao
FERM/Miosina, objeto de estudo deste trabalho. Deve-se ressaltar ainda que a
identificacdo de peptideos com ligacado cruzada inter-proteinas representa a primeira
evidéncia experimental direta da interacao entre o dominio FERM da FAK e a miosina.
Essa interacdo ja havia sido proposta baseada nos experimentos de duplo hibrido e
pull-down, mas a interacdo direta entre as duas proteinas ndo havia sido ainda
detectada.

Para a determinacao da regido de interacao e a criagdo do modelo molecular do
complexo, é necessario se obter estruturas ou modelos dos componentes do complexo,
o dominio FERM da FAK e da miosina. A estrutura do dominio FERM da FAK de Mus
muculus foi criada a partir da estrutura de alta resolucdo da FERM de FAK de
gallusgallus (PDB 2AL6) utilizando-se o programa Modeller (copyright 1989-2010
Andrej Sali). Ja a estrutura da miosina de Mus musculus foi obtida através da estrutura
de alta resolugéao da porcao C-terminal da tropomiosina da Saccharomyces cerevisiae
(PDB 2EFR) utilizando-se também do programa Modeller. Essas estruturas e
modelagens foram realizadas pelo grupo do Prof. Kleber Franchini.

Utilizando-se as restricoes de distancia intra-proteinas mostradas na Figura 18,
as estruturas geradas pelo programa Modeller foram validadas, de forma a verificar se
as distancias entre os residuos ligados pelo ALC estavam dentro da distancia permitida
pelo DSS, que é de 11,4 A.

A partir dessas estruturas e de todos dos dados experimentais de ligacéo
cruzada obtidos aqui, foi criado um modelo molecular que satisfizesse as restricées de
distancia das espécies mostradas na Figura 18.

O primeiro passo foi utilizar as ligacbes cruzadas intra-proteina para validar os
modelos obtidos pelo programa Modeller. A Figura 19a mostra a estruturas da FERM e
da miosina com as ligagdes cruzadas intra-proteinas em destaque. Observa-se que
todas as ligacbes cruzadas tem uma distancia entre os atomos de nitrogénio dos
grupos amino da cadeia lateral das lisinas menor que 11.4 A, mostrando que o modelo
gerado é compativel com todos os dados de ligacdo cruzada intra-proteina. Da mesma
forma, a Figura 19b apresenta a estrutura do dominio FERM destacando as ligagbes

cruzadas intra-proteina, mostrando que todas elas tém uma distancia entre os grupos
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amino menor que 11.4 A. Embora a Figura 18 apresente 7 ligagdes cruzadas para a
miosina e 6 para o dominio FERM, as estruturas modeladas n&o contém toda a
sequéncia das proteinas, de forma que algumas das ligacdes cruzadas nao estédo
presente nas estruturas da Figura 19.

Figura 22:a) Modelo da Miosina mostrando as quatro ligagées cruzadas intra-proteinas
determinadas experimentalmente. b) Modelo da FERM mostrando as quatro liga¢des intra-
proteina determinadas experimentalmente. Em todas as ligagbes cruzadas, as distancias entre
0s grupos aminos da cadeia lateral das lisinas estdo a uma distancia menor que 11.5 A,
distancia da cadeia espagadora do ALC DSS.

Uma vez verificada a concordancia dos modelos da FERM e da Miosina com as
ligacdes cruzadas inter-proteinas, passou-se a analisar as duas liga¢cdes cruzadas
inter-proteinas identificadas para criar um modelo molecular do complexo
FERM/Miosina que satisfizessem essas duas restricoes de distancia entre as proteinas.
O modelo final para esse complexo esta mostrado na Figura 20.
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Figura 230: a) Modelo representando a regido de interagdo entre as proteinas miosina e o
dominio FERM da FAK; b) Distancia entre os residuos de lisina que se ligaram pelo reagente
de ligacao cruzada.

Como mostrado na Figura 20, as distancias entre as lisinas das ligacoes
cruzadas encontradas sdo de 8,5 e 11,7 A, distancias compativeis com o alcance do
reagente DSS utilizado. Além disso, no modelo ndo ha nenhuma sobreposi¢cdo de
volume das proteinas constituintes, o que impediria a formacdo do complexo. Outro
fato interessante é que a andlise detalhada do complexo revela que a miosina se
encaixa no dominio FERM através de uma fenda em sua estrutura, como ressaltado na
Figura 21. A insercdo da miosina na cavidade aumenta a area de contato entre as duas
proteinas, aumentando a possibilidade de interacbes entre os aminoacidos das duas
proteinas, levando a um aumento da forca de interacdo entre as duas cadeias

polipeptidicas.
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Figura 24: Estrutura do dominio FERM onde é destacada a regido de interacdo com a Miosina,
mostrando que a regido se trata de uma fenda ao longo da estrutura.

Unindo todas as informacdes anteriores obtidas, é possivel ainda montar um
modelo mostrando todos os sitios de lisina que foram modificados, seja pela formagao
de espécies dead end como pela de ligacdo cruzada intra- e inter-moleculares intra-e
inter-proteinas. Todas essas espécies juntas fornecem a informagao de acessibilidade

by

ao solvente, uma informacdo complementar a regidao de interacdo do complexo. A
Figura 22 ilustra 0 mapeamento desses residuos expostos na estrutura do modelo do

complexo FERM/Miosina.

Figura 25: Representacao esquematica das regidées complementares propostas pelo modelo
baseado nos dados de ligagdo cruzada, em laranja a regidao de interacdo e em azul as lisinas
modificadas que estdo expostas ao solvente.
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Na Figura 22 as duas proteinas do complexo estao apresentadas afastadas uma
da outra de forma a se poder visualizar melhor a regido de interagdo (regido em
laranja). As areas em azul representam as lisinas que foram modificadas pelo ALC
formando dead end e espécies de ligagdo cruzada inter- e intra. E interessante notar
que essas regides sao complementares e que nenhuma lisina exposta foi identificada
na regiado de interagdo que, no complexo, ndo deve ser acessivel ao solvente.

Para confirmar o modelo do complexo FERM/Miosina obtida a partir dos dados
de ligacao cruzada, foram realizados experimentos de mutacdes sitio-dirigidas na
regidao de interacao proposta pelo modelo. Esses experimentos foram realizados pelo
grupo do Prof. Kleber Franchini. A Tabela 1 mostra as mutagdes realizadas no FERM e
a Figura 23 ilustra a localizacao dos residuos mutados na estrutura do dominio FERM,

assim como os resultados de pull-down realizados com esses mutantes.

Tabela 1: Residuos de aminoacidos mutados em cada um dos experimentos de mutagao sitio
dirigida para o dominio FERM.

Mutacao Sitio da mutacao
FERM-MUT 1 E128A/D131A/Q132A
FERM-MUT 2 E128A/D131A/Q132A/D134A
FERM-MUT 3 E128A/D131A/Q132A/D134A/Q135/E136
FERM-MUT 4 E63A/EBG4A
FERM-MUT 5 K256A
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Figura 26: Representacao esquematica dos experimentos de mutagao sitio-dirigida. a)
Superficie do dominio FERM onde em laranja esta representada a regiao de interagédo proposta
e em rosa os sitios mutados em cada um dos experimentos. b) Experimentos de imunobloting
para ensaios de Pull-Down mostrando os resultados dos experimentos de mutacao.

Os resultados ilustrados na Figura 23b mostram que, com excecdo da mutacéo

do experimento MUT-5, todos os mutantes ndo formam o complexo, ou o formam em

uma quantidade muito menor que a selvagem, confirmando que esses aminoacidos

estdo presentes na regido de interagédo, corroborando assim o modelo gerado pelos

experimentos de ligagao cruzada.

4.3. Dificuldades e Facilidades Apresentadas pela Técnica de Ligacao

Cruzada
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Apesar do sucesso do uso da metodologia de ligacdo cruzada acoplada a
espectrometria de massas na caracterizagéo estrutural do complexo FERM/Miosina, ha
ainda algumas dificuldades que se tornaram aparentes e que precisam ser resolvidas
para que a técnica possa ter uma maior abrangéncia e ser usada de forma mais facil e
automatica.

Durante os experimentos de ligagdo cruzada foram obtidos 7823 espectros de
MS/MS, dos quais 38 espectros foram identificados como sendo de espécies de ligacao
cruzada. Essa informacao revela o que € tido hoje como o principal gargalo da técnica
de ligagédo cruzada: a identificagdo das espécies de ligagdo cruzada frente a peptideos
regulares presentes na amostra. Isso acontece porque em uma amostra, apos a reacao
com o ALC, a proporcao estequiométrica de espécies modificadas pelo reagente com
relagdo aos peptideos regulares € muito baixa, fazendo com que as espécies contendo
ligacdo cruzada apresentem uma intensidade muito menor quanto comparada aos

peptideos convencionais, como pode ser visualizado na Figura 24.
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Figura 27: a) Histograma das frequéncias das intensidades dos ions precursores presentes
nas andlises de ligacao cruzada. b) Intensidade relativa dos precursores nas diferentes regides
do histograma do item “a”, normalizadas com relagédo ao ion precursor destacado no espectro
de massas “C”.

m/z

A Figura 24a mostra o histograma das intensidades de todos os ions
precursores obtidos durante os experimentos de ligagdo cruzada, na regiao ampliada
foram destacadas trés faixas com diferentes intensidades ao longo do histograma. A
Figura 24b representa as intensidades relativas dos precursores nas diferentes regides
do histograma da Figura 24, normalizadas com relacéo ao ion precursor destacado no

espectro de massas 24b-C. O histograma mostra que os ions precursores de peptideos
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convencionais sao muito mais abundantes que os ions precursores dos peptideos com
ligagdo cruzada inter-molecular inter-proteina, identificadas pelas flechas em vermelho
no histograma. Dessa forma nota-se que os ions precursores de espécies de ligacao
cruzada sdo bem pouco intensos, mostrando que a proporcao estequiométrica dessas
espécies é bem pequena com relagdo aos peptideos regulares. Sob essa, o6tica aléem
do problema da deteccdo dessas espécies em si, ha um outro problema associado
frequente, como os ions precursores sao pouco intensos, os espectros de MS/MS sao
pouco povoados e com uma relacdo sinal/ruido ruim, dificultando ainda mais a
identificagcéo e atribuicdo desses espectros.

Além disso, os precursores das espécies de ligacdo cruzada apresentam uma
massa muito maior que a de peptideos convencionais, associados a uma carga
também maior, geralmente entre 4+ e 6+. Neste contexto, a dissociacao induzida por
colisdo é pouco eficiente, levando a espectros de fragmentagdo com uma cobertura de
fragmentacao relativamente baixa. Para essas espécies, a fragmentacdo baseada em
elétrons (ECD e, principalmente, ETD) é uma alternativa muito mais interessante'®.

Finalmente, ligacdo cruzada se situa em uma area que ainda requer andlise
manual dos espectros e softwares que auxiliem na interpretacdo desses espectros
ainda estdo em fase inicial de desenvolvimento. O amadurecimento desses softwares
ird, com certeza, expandir a aplicabilidade da metodologia.

Mesmo com essas dificuldades, a técnica se mostrou bastante atraente em
varios sentidos:

1) Generalidade: como a andlise é feita utilizando-se os protocolos padrdes de
proteébmica shotgun, nao ha em principio nenhuma limitacdo quanto ao
sistema a ser estudado. O Unico ponto a ser destacado aqui é que quanto
maior o sistema, maior a complexidade da amostra e um fracionamento mais
extensivo se torna necessario;

2) Consumo de amostra: ao todo, o experimento de protedbmica shotgun
requereu 150 picomols do complexo, mostrando que mesmo amostras com
quantidade limitada sdo passiveis de serem analisadas pela técnica;

3) Tempo de analise: com a automacéo da analise por soffwares, no modelos
dos softwares atuais para peptideos regulares, a analise podera ser feita em
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apenas um dia apés a aquisicao dos dados. O tempo de aquisicao dos dados
no espectrometro de massas também é rapido, em torno de uma hora por
fracdo. Somado ao tempo de reacdo com o ALC e digestdo, todo o
procedimento pode ser realizado em poucos dias;

Facilidade de uso: desde que se tenham softwares de qualidade, o grande
numero de espectrébmetros de massas de alta resolugdo permite um facil
acesso a técnica, requerendo apenas reagentes simples, acesso a um

espectrémetro de massas e um software de analise.
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5. Conclusoes

Como mostrado nos resultados, foi possivel mapear a regiao de interagcédo entre
as proteinas do complexo FERM/Miosina utilizando-se a técnica de ligagdo cruzada
acoplada a espectrometria de massas. A identificacdo das espécies de ligacao
cruzada, assim como a identificacdo dos peptideos modificados pelo reagente DSS,
forneceram um conjunto de restricbes de distancia entre os aminoacidos e de
acessibilidade ao solvente que permitiram a criagdo de um modelo do complexo a partir
das estruturas individuais de cada proteina componente do complexo FERM/Miosina. O
modelo proposto a partir dos dados de ligagdo cruzada foi ainda validado através das
mutagdes na regidao de interagdo proposta.

Essa abordagem integrativa viabilizou, portanto, o estudo deste complexo que
nao era passivel de ser analisado pelos métodos de alta resolucao.

E importante ressaltar ainda que esses dados mostram pela primeira vez a
interacdo direta entre as essas proteinas, localizando a regido especifica responsavel
pela interacdo das duas proteinas, o que é de fundamental importancia para o
entendimento das vias de sinalizacdo das patologias em que as proteinas estao
envolvidas.

Finalmente, a técnica de ligacao cruzada acoplada a espectrometria de massas
mostrou um grande potencial para caracterizacdo de proteinas e complexos proteicos,
devido a série de vantagens apresentadas pela técnica, como baixo consumo de
amostra, rapidez nos experimentos, relativa facilidade de uso e amostragem em

solugao.
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Em anexo encontra o artigo onde foi publicado parte desse trabalho.
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FERM domain interaction with myosin negatively
regulates FAK in cardiomyocyte hypertrophy

Aline M Santos'?, Deborah Schechtman?, Alisson C Cardoso'?, Carolina F M Z Clemente?,

Julio C Silva?, Mariana Fioramonte®, Michelle B M Pereira'?, Talita M Marin'2, Paulo S L Oliveira?,
Ana Carolina M Figueira?, Saulo H P Oliveira?, iris L Torriani®®, Fabio C Gozzo®, José Xavier Neto? &
Kleber G Franchini"**

Focal adhesion kinase (FAK) regulates cellular processes that affect several aspects of development and disease. The FAK
N-terminal FERM (4.1 protein-ezrin-radixin-moesin homology) domain, a compact clover-leaf structure, binds partner proteins
and mediates intramolecular regulatory interactions. Combined chemical cross-linking coupled to MS, small-angle X-ray scat-
tering, computational docking and mutational analyses showed that the FAK FERM domain has a molecular cleft (-998 A?) that
interacts with sarcomeric myasin, resulting in FAK inhibition. Accordingly, mutations in a unique short amino acid sequence of
the FERM myosin cleft, FP-1, impaired the interaction with myosin and enhanced FAK activity in cardiomyocytes. An FP-1decoy
peptide selectively inhibited myosin interaction and increased FAK activity, promoting cardiomyocyte hypertrophy through
activation of the AKT-mammalian target of rapamycin pathway. Our findings uncover an inhibitory interaction between the
FAK FERM domain and sarcomeric myosin that presents potential opportunities to modulate the cardiac hypertrophic response

through changes in FAK activity.

key player in fundamental biclogical processes and functions

including cell adhesion, migration, proliferation and survival'=,
The invalvement of FAK in this range of functions supports its role
in important aspects of development and disease such as central
nervous system and cardiovascular development, cancer, cardiac
hypertrophy and tissue fibrosis”®. This diverse array of functions
underscores the need for precise control over the extent of FAK
kinase activity and signaling in several cell lineages.

FAK is composed of N-terminal FERM, kinase and C-terminal
focal-adhesion targeting domains®, The crystal structure revealed
that the FAK FERM domain is-arranged in a glebular clover-leaf
structure formed by three independently folded subdomains F1, F2
and F3 (ref. 10), The F2 subdomain interacts with the kinase C lobe,
leading to an autoinhibitory conformation that impedes access of
ATP and substrates to the active site''. However, under physiologi-
cal conditions in living cells, partnering with negative regulators in
specific subcellular sites may be needed to further stabilize the auto-
inhibitory conformation of FAK'", Consistent with this, FIP200, a
FAK family interacting protein, inhibits FAK activity both in vive
and in vitro™ through an interaction mediated by FERM and kinase
domains. Because FAK regulates distinct functions in various cell
lineages, it is likely that there are multiple tissue-specific inhibitory
partners that bind FERM in different cell types and perhaps even in
subcellular sites”, The current model for FAK signaling holds that
FAK activation is triggered by integrin-dependent cell adhesion as
well as by activation of growth factor receptors or G protein-coupled
receptors’’, Activation of FAK seems to require FERM s release from
the catalytic domain, which allows enzyme autophasphorylation at
Tyr397 and recruitment of Src mediated by SH2 binding™'*, Bound

FAK. # broadly expressed non-receptor tyrosine kinase, is a

Src then elicits full FAK catalytic activity by promoting the phos-
phorylation of Tyr576 and Tyr577 on the FAK activation loop™.
Thus, interactions of FAK-binding proteins with the FERM domain
may induce conformational changes that affect the FERM-kinase
interaction and modulate FAK activation' ',

Several lines of evidence indicate that FAK functions to promote
cardiomyocyte hypertrophy' ™%, an essential adaptive response to
enhanced mechanical load that has critical implications in cardiac
physiology and pathophysiology. Indeed, FAK is promptly activated
and mediates the hypertrophic responses of cardiomyocytes
following stimulation by interventions such as mechanical stretch
or neurchumoral factors™'?", However, a detailed understanding of
how FAK is regulated in cardiomyocytes is still lacking. Both FAK
and integrins are concentrated in costameres, the junctions between
the Z-discs and the cell membrane®, which are considered the coun-
terparts of focal adhesion sites in cardiomyocytes. Moreover, there
is also evidence for a distinct pool of FAK, one that is linked 1o and
may be regulated by the C-terminal tail of myosin heavy chain in the
sarcomeric A band of cardiomyocytes™, Therefore, it is important to
understand how the interaction with myosin regulates FAK activity
and affects the cardiomyocyte responses to hypertrophic stimuli.
To resolve these issues, we set out to chardcterize the key structural
elements that determine FAK-myosin interaction.

We performed extensive biochemical studies to demonstrate
that sarcomeric myosin inhibits FAK through an interaction with
the FAK FERM domain. The structural basis for this intéraction was
determined by a combination of chemical cross-linking coupled to
mass spectrometry (CXMS), small-angle X-ray scattering (SAXS),
computational docking and mutational approaches. To address the
functional meaning of the interaction between FAK and sarcomeric

Deparbment of internzl Medicine, Schoal of Medicine, Unlversity of Campinas, Campinas, 580 Paulo, Brazil, “Brazilian Mational Laboratory tor Biosciences,
Brazifian Association fer Synchrotron Light Technology, Campinas, 530 Paulo, Brazil 'Department of Biochemistry, Chemistry institute, University of
Sap Paulg, 530 Paulg, Brazil, *“Chemistry Institute, University of Campinas, Campinas, Sao Paulo, Brazil, *Gleb Wataghin Physics Institute, University of

Campinas, Campinas, 530 Paule, Brazil *emall: Kleberfranchiniainbioorg br
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Figure 1| Interaction and regulation of FAK by cardiac myosin in vitre. (a) FAK-speciflic immuncbiot from a pull-down assay of FL-FAK performed with
GET-MY . (b} The FAK-cardiac myasin interaction is reduced by FAK phosphorylation. p'y 397-FAK {pFAK)— and FAK-spacitic immunohlots of FL-FAK

in the presence or absence of ATP {left). FAK-specific immunchiat from pull-down assay of phesphorylated and nenphasphorylated FAK performed with
GEST-MYO (right). (e) pY397-FAK - and FAK-specific immunoblots of FL-FAK, FL-FAK + ATP and FL-FAK + ATP + PF573228 (left). Pull-down assay of FL-FAK,
FL-FAK + ATP, and FL-FAK + ATP + PEST3228 performed with GST-MYD (right), (d) Kinase assay of recombinant FL-FAK. Reprezentative experiment
shaws dot blots of FL-FAK recognized by the pY397-FAK-specific antibody {upper panal). The 2ssays were performed with FL-FAK in the absence ar
presence af ATP, GST or BST-MYD (FL-FAK, FL-FAK + ATP; FL-FAK + GST (11 Mol/Mol) + ATP; FL-FAK + GST-MY D (1:0.25, 1:0.5 and 11 Mol /Mal} + ATF)
GST-MYD and GST were applied on the right membrane board. Data represent mean £ s.em. of three independent experiments. *F< 0001 varsus

the densitomatric reading of FL-FAK + ATP (lawer panel). (e} Mycsin-specific immunaoblat from pull-down assay of His-MYD (upper panel} performed
with recambinant GST-FAR fragments and G5T (lawer panel). (f) Pull-down assay of His-FERM perfarmed with GST-MYD. These data represent three
independent experiments. Uncropped blots are shown in Supplementary Figure 13a. a.u., arhitrary units,

myosin, we designed 4 decoy peptide corresponding to a short
sequence of amino acids in the FAK FERM domain, which we found
to inhibit FAK-myosin interaction and enhance FAK activity, pro-
maoting cardiomyocyte hypertrophy through the AKT-mammalian
target of rapamycin (mTOR) pathway, Thus, these findings reveal
that FAK's interaction with myosin has an important role in the
regulation of FAK functions that have an impact on the control of
cardiomyocyte growth,

RESULTS

Myosin interacts with the FAK FERM domain

Pull-down assays carried out with purified full-length FAK
(FL-FAK) and a glutathione-S-tranferase (GST)-tagged C-terminal
myosin fragment (GST-MYO) indicated that GST-MYQO, unlike
the GST control, interacts with FAK (Fig. 1a). To test whether
binding of FAK 10 myosin is affected by FAK activation, we exam-
ined whether FAK phosphorylated at Tyr397 also interacts with
GST-MYQ. Addition of ATP to FL-FAK markedly increased the
amount of Tyr397-phosphorylated FAK, which interacts rather
poorly with GST-MYO (Fig. 1b), Consistent with this observation,
the ATP-competitive FAK inhibitor PF373228 markediy reduced
FAK autophosphorylation in vifro and restored the amount of
FAK precipitated by GST-MYO to that observed with FL-FAK
{Fig. 1c). To test the hypothesis that the association with myosin
heavy chain inhibits FAK activity, we performed fn vitro FAK auto-
phosphorylation assays in the presence of increasing amounts of
GST-MYO. FAK autophosphorylation at Tyr397 was reduced in a
dose-dependent fashion by the addition of GST-MYO but not GST
(Fig. 1d). Thus, the interaction with myosin inhibits FAK activa-
tion, whereas, conversely, FAK activation reduces its interaction
with myosin, To determine the FAK domains involved in the inter-
action with myosin, the G5T-tagged N-terminal FERM, kinase

and C-terminal domains of FAK were assayed with His-tagged
myosin {His-MYO). GST-FERM was the only construct that inter-
acted with His-MYQ, indicating that the FAK FERM domain is
sufficient for the interaction of FAK with cardiac myosin (Fig. le).
The identical results produced by control assays performed
with His-FERM and GST-MYO confirmed the FERM-myvosin
interaction (Fig. 1f).

Structural basis of FERM-myosin interaction

To gather information on the binding interface between the FAK
FERM domain and the myosin fragment, we made use of CXMS
on the FAK FERM-myosin complex. His-FERM and His-MYO
were expressed ond copurified by affinity and size-exclusion
chromatography  (Supplementary  Results, Supplementary
Fig. la-c). Disuccinimidyl suberate (DSS)-crosslinked FERM-
myosin complexes were identified as shifted bands in SDS-PAGE
(Supplementary Fig. 1d), M5/MS analyses of DSS-crosslinked
FERM-myosin complexes indicated that the myosin tryptic pep-
tides "YLDEAEQIALKGGE™' and "'VRELENELEAEQKR™
were anchored by residues Lys110 and Lys255 in the sequences
"EKYELAHPPEEK"' and *'FDKECFK™ in the FAK FERM
domain, respectively (Supplementary Fig. 1e.f). The topology of
the tryptic peptides and Lys110 and Lys255 in the FERM domain
are indicated in Supplementary Figure 2a.b. To identify potential
mades of FERM-myosin interaction, we analvzed the molecular
shapes and electrostatic potentials of an in silico complex derived
from the crystal structure of the FAK FERM domain (PDB code
2AL6) and from a model of double-stranded myosin derived from
the tropomyosin crystal structure (PDB code 2EFR), Docking
analyses (GRAMM-X Protein-Protein Docking) were performed
with no restrictions on the possible docking modes, The docking
search was run twice with the same input structures, recovering 300
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Figure 2 | FAK-myosin interacting surface determined by CXMS and SAXS. {a) Representation of the myosin-hinding cleft on the surface of the FERM
damain madeal. (b} The substructure of the FERM myosin-binding cleft, indicated in vellow. The exposed amino acids at the interface predicted by the
SHARP? server are represented by sticks. (e} The autoinhibited structure of the FERM (surface; light blue) and kinase {ribbon; magenta) domains docking
with the coiled-coil myasin {ribbon; green). The arrow indicates Tyr397 in FAK. (d) Rigid-body madel of the complex formed between FERM and the

C terminus of sarcomeric myasin, abtained fram the S4X5 data using the program SASREF.

solutions in each submission, The peptide proximity information
provided by the CXMS data was used to filter the best docking solu-
tions (r.m.s. deviation of ~0.5 A over all atoms), and their theoretical
scattering profiles were fitted with the SAXS data (described below)
(Supplementary Fig. 3a—c). On the basis of the docking models,
we mapped the FAK FERM-myosin interacting surface to a cleft
of ~998 A” delimited by the three subdomains of the FAK FERM
domain (Fig. 2a). This cleft has multiple charged amino acids that
are exposed and distributed along its borders (Fig. 2b). A second
maodel (Fig. 2c), based on the crystal structure of the FAK FERM-
kinase domain (PDB code 2J0])", indicates that the FAK myosin cleft
occupies a FERM surface that does not contact the sites previously
reported as critical for the intramaolecular interactions between the
FERM and the kinase domain'’, namely, the autoinhibitory inter-
action between the C-lobe of the kinase domain.

Validation of the FERM-myosin molecular model by SAXS
We used SAXS to experimentally assess the overall size and shape
of the FAK FERM-myosin complex and to validate the docking
models. We collected and analyzed SAXS data from solutions of the
FERM-myosin complex according to previously reported methods™,
The SAXS curve for this complex and the distance distribution
function p(r} are shown in Supplementary Figure 3a,b. The radius
af gyration (R,) of the complex in solution, calculated from the pir)
function, is 31.7 £ 0.6 A. This radius agreed with that derived from
the Guinier approximation. The maximum dimension provided by
the p(r) function was ~175 A. Models of the complex were obtained
by rigid body modeling (20 independent runs), and normalized
spatial discrepancy (NSD) values ranged from 0.53 to 0.90 {average
0.65). A model of SAXS data is shown in Figure 2d. The fitting of
the calculated scattering from the model to the experimental data is
also presented in Supplementary Figure 3b. In summary, the fits of
the theoretical scattering profiles from the best docking models to
the experimental scattering pattern were evaluated and were shown
to be in agreement with the experimental SAXS data (the three best
maodels are shown in Supplementary Fig. 3c).

Determining key residues in the FERM-myosin interface

To define the residues that contribute to the interaction of FERM
with myosin, we introduced mutations in the FERM cleft and in the
corresponding binding sites of myosin. We used our computational
maodeling studies (Fig. 2d) to identify residues of the FERM domain
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Figure 3 | M is of the FERM-myosi lex interface. (a)

His,-specific and myasin-specific immuncblots from pull-dawn assay of
His-FERM-WT, His-FERM-PMUT-1, His-FERM-MUT-2 and His-FERM-MUT-3
perfarmed with GST-MYO. (b His, - and myosin-specific immunoblots frem
pull-denwm assay of His-FERM-WT, His-FERM-MUT-3, His-FERM-MUT-4 and
His=FERM-MUT-5 performed with GST-MYO: (€) His,-specific immunoblot
from pull-down assay of His-FERM-WT perfarmed with GST-MYD,
GST-MYO-1and GST-MYO-2. (d) His,- and FAK-A17-specific immunoblots
from pull-down assay of His-fMYO-WT and His-MYCO-MUT perfarmed with
GST-FERM-WT. Data represent six independent experiments. Uncropped blots
are shown in Supplementary Figure 13b. nFAE, N-terminal FAK.
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predicted to interact with myosin helices, For example, the acidic
sequence MEIADQVDQE™, evolutionarily conserved in FAK but
not in other FERM domain-containing proteins {(Supplementary
Fig. 4a,b). was predicted to form salt-bridge contacts with basic
residues in myosin. FERM variants containing mutations in this
sequence (FERM-MUT-1: E1584 DI161A QI62A; FERM-MUT-2:
EI58A D161A QI62A DI64A; FERM-MUT-3: EIS8A D161A
QI62A D16dA Q165A E166A) (Supplementary Fig. 4c) were gen-
erated. These mutations greatly impaired binding of FAK FERM to
myosin (Fig. 3a), In addition, we generated variants with the muta-
tions E93A E94A (FERM-MUT-4) and K286A (FERM-MUT-5)
on the basis of the locations of the residues in the mvosin cleft
(Supplementary Fig. 4c}, Interaction between the myosin fragment
and FERM-MUT-4 was markedly reduced, but FERM-MUT-5
retained the ability te interact with the myosin fragment (Fig. 3b).
This is consistent with the observation that the positively charged
Lys286 makes only weak interactions with myosin,

To confirm the specificity of myosin interaction sites, we used
truncated myosin fragments encompassing residues 1767-1861
(GST-MYQ-1) and 1862-1938 (GST-MY(-2). As predicted by the
in sifico model (Fig. 2d), the MYO-1 but not the MYO-2 fragment
imteracted with the FAK FERM domain (Fig. 3¢). To further test the
specificity of the myosin interaction site, we generated the double
myosin mutant containing mutations R1#843A K1844A (MYO-
MUT) on the basis of the prediction that these basic amine acids
participate in the interaction with amino acids within FAK residues

NATURE CHEMICAL BIOLOG

158-166 (Supplementary Fig. 4d). These mutations impaired the
interaction of myosin to FAK FERM relative to the parental myosin
fragment (Fig. 3d).

FP-1 decoy peptide blocks the FERM-myosin interaction

A rationally designed decoy peptide corresponding to the FAK
sequence spanning residues 158-166 of the FERM domain (FP-1,
EIADQVINIE"") was generated and tested for its ability to bind
myosin and disrupt the interaction between FAK FERM and myo-
sim. FP-1, an FP-1 mutant (FP-1-MUT; E158A DislA Di64A
E1664), and an unrelated peptide {FP-2) that mimics a FAK FERM
sequence at the 36 strand of the F3 subdomain outside the myosin
binding cleft ("™QTIQYSNSEDK™" from FAK) {Fig. 4a) were syn-
thesized, and each peptide was either covalently coupled to HiTrap
N-hydroxysuccinimide-activated Sepharose High Performance
columns or used directly in pull-down assays. The FP-1 affinity col-
umn bound myosin from extracts of adult rat left ventricle, whereas
the FP-1-MUT and FP-2 affinity columns did not (Fig. 4b.).
Moreover, the FP-1 peptide but neither the FP-1-MUT nor the
FP-2 peptides impaired the in vitro association between FAK and
GST-MYQ (Fig. 4d.e). To confirm the interactions of FP-1 with
myosin using another methodology, we used fluorescence polariza-
tion to measure the dissociation constant (K,) of the parental FP-1
and the myosin fragment. Titration of myosin into a fixed concen-
tration of fluorescein-labeled FP-1 {200 nM) yields a K, of 6.2 £
I uM, No interaction was detected between the control peptide
FP-1-MUT and the myesin fragment at the concentrations tested

(Supplementary Fig. 4e.f).

FAK associates with native sarcomeric myosin

To determine whether FAK interacts with endogenous cardiac myo-
sin, the distinet GST-FAK domains were incubated with extracts
of neonatal rat ventricular myocytes (NRVMs)., Only GST-FERM
pulled down cardiac myosin from NMRVM extracts (Fig. 5a). This
was confirmed by dot-blot assays performed with FAK-domain
constructs and purified myosin from NRVMs immunoblotted
with FAK- or G8T-specific antibodies (Fig, 5b and Supplementary
Fig. 5a}. The interaction of the FERM domain with native myosin
was further confirmed in extracts of adult rat hearts by histidine
pull-down assays performed with His-FERM followed by identifica-
tion with LC-MS/MS {Supplementary Fig. 5b). Consistent with the
colocalization of FAK and sarcomeric myosin, confocal immunao-
fluorescence microscopy imaging of nonstretched NRVMs revealed
a clear overlap between the striated pattern of myosin and FAK
staining (Fig. 5c).

To test whether FAK interacts with myosin fn vive, we generated
FAK expression constructs; one harboring myc-tagged wild-type
FAK {myc-FAK) and a triple-mutant version (myc-FAK-MUT-1}
in which the FERM cleft was mutated as in the FERM-MUT-1 con-
struct (E158A DHelA Q162A), Data confirming the expression of
these constructs in cardiomyocytes are shown in Figure 5d. Lysates
of transfected cardiomyocytes were immunoprecipitated with
antibody targeted to the myc tag, whergas myesin was detected by
western blotting. Myc-specific antibody precipitates of myc-FAK-
MUT-1 transfected cardiomyocytes contained markedly less myo-
sin than those of myc-FAK transfected cardiomyocytes, supporting
the notion that the FERM myosin cleft has a crucial role in the
in vive interaction between FAK and sarcomeric myosin (Fig. 5e).
In addition, MRVMs overexpressing myc-FAK-MUT-1 showed
enhanced amounts of Tyr397-phosphorylated FAK in mycimmuna-
precipitates (Fig. 5e), an observation consistent with the notion that
disruption of the FAK-myosin interaction increases FAK activ-
ity: To further test the hypothesis that the interaction with sarco-
meric myosin has a role in maintaining FAKS inactivity in vivo, we
depleted cardiomyocyte sarcomeric myesin using an RNA inter-
ference (RINAi) approach (Supplementary Fig. 6a.b). Notably, the
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Figure 5 | FAK interacts with native myosin in cardiomyocytes. (a) Myosin-specific immunablot of proteins precipitated from nenstretched NRVMS in
pull-down assays (upper panel} performed with the FAK constructions (GST-FERM, G5T-Kinase or G5T-cTERM} and G5T alone as control (lower panel).
(k) Dat blots of purified myosin were incubated with recombinant FAK fragmants and immuroblotted as indicated. (¢} Confocal analyses of nonstretched
MNRYMs double stained with FAR-specific {green) and myosin-specific {red} antibodies. Scale bars, 10 um. {d) Bar graph showing the densitemetric
readings of FAK-specific immunablots of extracts from MRV Ms nontransfected (CT) ar transfected with witd-type Fak or mryc-FAK-MUTA

“Pe 00001 versus control MRYMs (CT). (e} Graphical representation of myosin-specific {left) and p¥ 397-FAK-spacific (righty immunablots of
myc-specific immunoprecipitates of extracts from NRVMs transtected with myc-FAK or myc-FAK-MUT-1, The densitometry readings of the immunoblots
were normalized to FAR values, "P < 0.0001 versus NRYMs transfected with myc-FAK. (f) Bar graph shows the densitormetric readings of p¥397-EAK-
specific immunablots normalized fa FAK of extracts from nonstretched MRYMs treated with RMA| against the indicated targets. "P < 0.0001 versus siGFP

Data represent mean * s.eam. of sixindependent expenments. Representative blots are shown in Supplementary Figure Sc-f, and uncropped blots are

shown in Supplementary Figure 13d. a.u.. arbitrary units

amount of phosphorylated FAK was increased, whereas the amount
of FAK expressed remained unchanged in cardiomyocytes depleted
of sarcomeric myosin (Fig. 5f)

Cyclic stretch reduces FAK-myosin association in vivo

O the basis of the results of the én vitro and in vivo assays, we rea-
soned that the interaction of FAK with sarcomeric myosin was likely
to be physiclogically relevant to the regulation of FAK in the con-
text of mechanical stress in cardiomyocytes. To begin exploring this
issue, we examined whether FAK association to sarcomeric myosin
is regulated by mechanical stress in spontaneously beating (40-50
beats min~') NRVMs subjected to rapid (10 min) and sustained
{up to 60 min) cyclic stretch (up to 110%, 1 Hz). FAK phosphoryla-
tion at Tyr397 was increased roughly in parallel with the duration
ol the stimulus, but no change was observed in the expression of
FAK protein (Fig. 6a). Coimmunoprecipitation assays with FAK-
and myosin-specific antibodies indicated that the amount of endog-
enous myosin recovered from the FAK-specific immune complex
was reduced in stretched cardiomyocytes (Fig. 6a), supporting the
notion that mechanical stimuli regulate FAK-myosin interaction
and FAK activation in cardiomyacytes,

Integrins have been implicated as upstream regulators of FAK
activity in mechanically stimulated cells'”, Therefore, we next sought
to evaluate whether FAK activation and the concurrent reduction in
its association with myosin in stretched cells are related to integrin

signaling, Neither the integrin peptide blocker RGD nor the inactive
peptide RGE altered the activation or the reduction of FAK associa-
tion with sarcomeric myosin in response to cyclic stretch (Fig. 6b).
Ihese data indicate that signaling by integrins is not involved in the
dissociation of FAK from myoesin in mechanically stimulated car-
diomyocytes in culture,

FAK is also a major player in mediating cardiomyocyte hyper-
trophic signaling initiated by activated G protein-coupled receptors
such as the @l-adrenergic receptor™®. Thus, we next exam-
ined whether FAK phosphorylation induced by phenylephrine
would affect the association between FAK and miyosin in cultured
cardiomyocytes. Treatment of cardiomyocytes with phenyleph-
rine {10 uM) induced FAK phosphorylation at Tyr397 but did not
change the amount of FAK associated with myosin (Supplementary
Fig. 7a.b). This indicates that phenylephrine activates a FAK pool
that is both distinct from the pool activated by cell stretch and
linked to sarcomeric myosin

FP-1 decoy peptide activates FAK in cardiomyocytes

Considering FP-1's in vitro effect on the interaction of FAK with myo-
sin, we predicted that it would disrupt the mtermalecular interaction
between FAK and myosin and, consequently, activate FAK in cardio-
myocytes, To test this hypothesis, we conjugated FP-1, FP-1-MUT
and the control FP-2 peptide to a TAT,.;; ("YGREKRRORRRY}
carrier peptide through a dissociable disulfide bond. Conjugation
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Figure 6 | Stretch or treatment with FP-1-TAT inhibits FAK-myosin interaction and induces FAK phosphorylation in NRVMs. (a} Sar graphs showing
the densitometric readings of pY397-FAK-specitic immunoblots {left) and the densitometric readings of myasin-specitic immupoblats of FAK-specific
immunoprecipitates {right) from nonstretched or stretched (10-60 min) NRYM extracts. *F < 00001 versus nonstretched MRVMs {Control). {b) Bar
graphs show the densitometric readings of pY¥397-FAK-specific Immunoblots (left} and myosin-specific immunobicts of FAK-specific immunoprecipiates
{right) of extracts fram nonstretched or stretehed (60 mind NRWMs treated with BGE (10 g} or RGD (10 w3}, P < 0001 versus nonstretched MRVMs
treated with RGE. **P < 0.007 versus nonstretched NEVMs treated with RGD, (c) Images representing differential interference contrazst and tluorescence
microscopy of MRYMs treated with 5- and 6-carboxyfluorescein-FP-1 {FLU~FP-1} and 5- and &-carboxyflucrescein-FP-1-TAT {FLU-FP-1-TAT ). Scale

bars, 10 pm, (d} Bar graphs showing the densitometric readings of myosin-specific immunoblots of FAK-specitic immunoprecipitates {left) and the
densitometric readings of pY397-FAK-specific immunoblots (right) of extracts from control NEVMs (CTF or NRVMs treated with FP-1-TAT {Tubi)
FP-I-MUT-TAT {1 M) or FP-2-TAT (1 uM ) peptides for 2 h. *P <= 0.007 versus contro! MRVMs {CT). (e} Bar graph showing the densitometrc readings of
oY 397-FAK-specific immunoblats of control NEYMs (C1) or those treated with increasing concentrations of FP-1-TAT (005 pid, 0.75 ph and 1.0 uh )
*F = 0007 versus control MEVMS {CT). The densitometry readings of the immuncbiots were normalized to FAK. Data represent mean £sam. of six
independent experiments. Representative blots zre in Supplementary Figure 9. and uncropped blots are in Supplementary Figure 13e.

to TAT,; ., enables the intracellular delivery of the peptide across
biological membranes, and the subsequent hydrolysis of the disul-
fide bond upon exposure to the reducing intracellular milieu allows
peptide sequestration within the cytoplasm™ ™. The uptake of FP-1-
TAT by cultured cardiomyocytes was detected by imaging analysis of
NEVMs treated with fluorescein-labeled peptide (FLU-FP-1-TAT
or FLU-FP-1). Cardiomyocytes treated with FLU-FP-1-TAT were
diffusely labeled, but those treated with FLU-FP-1 were not (Fig. 6¢).
TAT-mediated peptide uptake was further confirmed by MS/MS
analyses in the extracts of NEVMs (Supplementary Fig. 8)

The association between FAK and myosin was substantially
reduced, whereas the amount of Tyr397-phosphorylated FAK
was enhanced in cardiomyocytes treated with FP-1-TAT but
not those treated with FP-1-MUT-TAT or FP-2-TAT (Fig. 6d).
This phosphorylation cccurs in a dose-dependent manner in
NRVMs (Fig. 6e). These effects occurred at concentrations similar
to those of other biologically active peptides that inhibit protein-
protein interactions™,

Because interactions of the FAK FERM domain with integ-
rins and growth factor receptors can also regulate FAK activity in
cells', we next examined whether such interactions would likewise
be affected by treatment with FP-1-TAT. To do so, we examined the
association of FAK with B-integrin and the growth factor receptors
EGFR and c-Met in cardiomyocytes treated with FP-1-TAT or FP1-
MUT-TAT. Notably, we confirmed that treatment of cardiomyocytes
with FP-1-TAT or FP-1-MUT-TAT has no effect on the association
of FAK with [i-integrin, EGFR or c-Met receptors relative to con-
trols (Supplementary Fig. 10), This observation indicates that the
FAK-activating effect of FP-1-TAT treatment does not involve FAK
signaling mediated by integrins or growth factor receptors,

FP-1 decoy peptide induces hypertrophy via mTOR pathway
MNext, we investigated whether activation of FAK by FP-1-TAT might
result in cardiomyocyte hypertrophy, Treatment with FP-1-TAT for
12and 24 h increased cell-surface area (~1.5- and 2-fold, respectively)
and enhanced the transcript level of the hypertrophic marker atrial
natriuretic peptide (ANP) in NRVMs (Fig. 7a and Supplementary
Fig. 11a), The depletion of FAK by siRNA provided additicnal evi-
dence for the role of FAK in hypertrophy driven by FP-1-TAT. Cells
transfected with siRNA targeted to PAK markedly reduced FAK tran-
script level and the amount of protein compared with cells treated
with siRNA targeted to GFP (Fig. 7b). FAK depletion by siRNA
abolished the increase in cell size induced by FP-1-TAT (Fig. 7cand
Supplementary Fig. 11b), indicating that this effect is dependent
on FAK-mediated signaling, To validate these results, we then tested
whether the enhanced FAK signaling would be sufficient to induce the
hypertrophic growth of cardiomyocytes. This test involved the over-
expression of a myc-tagged FAK construct in cardiomyocytes and the
monitoring of cell growth and expression of ANP. Accordingly, over-
expression of FAK increased the total amount of phosphorylated FAK,
induced hypertrophic growth and enhanced the expression of ANPin
cardiomyocytes (Fig. 7d and Supplementary Fig. 11c),

Signaling via the AKT and mTOR pathways has been previously
shown to be involved in FAK-induced hypertrophy™, As FP-1-TAT
drives FAK-mediated hypertrophy, we investigated whether treat-
ment with this peptide might result in activation of the AKT and
mTOR pathways. Treatment of MRVMs with FP-1-TAT stimulated
the phosphorylation of AKT at Serd 73, TSC2 (the upstream regulator
of mTOR} at Thri462, and S6K (the downstream effector of mTOR)
at Thr38%as wellas hypertrophy (Fig. 7c). Toassessthe importance of
mTOR upregulation in FP-1-TAT-induced hypertrophy, we treated
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Figure 7| Activation of FAK by treatment with FP-1-TAT Induces hypertrophy
in NRVMs via the AKT-mTOR signaling pathway. (a) Bar graphs represent
the surface area (left) and the amount of ANP expression (right) of cells
treated with FP-1-TAT peptide (1 UM, 12 and 24 b, *P < 0,000 versus CT,

{b Bar graphs representing the quantiiative analyses of FAK gene expression
in nanstretched NRVIMS treated with RNA) against GFP or FAK [leftyand

the densitemetric readings of FAK-specific immunoblots of extracts from
nonstretched MREYMs treated with RNAJ against the indicated targets and
FP-1-TAT {right). *P < 0.001 versus siRNA for GFP: **P < 0001 versus siGFP

+ FP-1. (e} Bar graph representing the surface area of cells transfected with
siRMNA against GFF or FAX and/or treated with FP-1-TAT peptide, *P < 0.0:001
versus SHEFP, * P < Q0001 versus sIGFP + FP-1, {d) From left to right, bar
Fraphs show the densitometric readings of FAK-specific immunobiats:

*P = 00066 versus CT, pY357-FAK-specific immunabiots narmalized to FAK;
P = 0,019 wersus CT, the surface area and the amount of ANP expresssan of
control and transiected NRVMS with Myc-FAK; *P= 0.00008 versis CT (e) Bar
araphs show the dersitametric readings of pY357-FAK-specific Immunobiots
rormalized to FAK, pAKT-specific (5erd73) nommalized to AKT, pT3C-specific
{Thr1462) nermalized ta TSC and pS&K-speicifc (The389) normalized to S6K
of exteacts from control MRWM; (CT) or treated with FP-1-TAT or FP-1-TAT and
rapamycin (RPM Y. P < 00000 versus CT, () Treatment with RPM abolished
MRV bpertrophny induced by prolonged treatment with FP-1-TAT, *P<0.03
versus CT, Data represent mean + s.em of six independent experiments,
Represeniative blets are shown in Supplementary Figure 12, and uncrepped
Blots are shewn in Supplementary Figure 131

NRVMs with the mTOR inhibitor rapamycin. Rapamycin did not
affect the phosphorylation of FAK at Tyr397, AKT at Serd73 or TSC
at Thri4e2, but it reduced the amount of Thr2&9 phosphorylation in
56K {Fig. 7e) and abolished FP-1-TAT-induced hypertrophy (Fig. 7f
and Supplementary Fig. 11d), confirming the role of the down-
stream mTOR pathway in cardiomyocyte hypertrophy induced by
FAK activation in response to FP-1-TAT treatment,

DISCUSSION

The FAK FERM domain has a central role in determining FAK
function and cellular localization™. The present study provides
evidence for a previously uncharacterized interaction of the FAK
FERM domain with the C-terminal region of sarcomeric myosin.
This interaction maintains FAK within the sarcomere and
prevents its activation. A combination of CXMS, SAXS and compu-
tational docking revealed a binding site for myosin on a wide cleft
that sits beneath the three FERM subdomains of FAK. The role of
this FERM-myosin cleft in the interaction of FAK with myosin was
validated through two distinct, but complementary, approaches.
First, we systematically mutated FERM residues at the myosin cleft
and myosin fragment. Second, we combined mutation data with
structural modeling to design a decoy peptide corresponding to
the FP-1 sequence of the FERM F2 subdomain. Consistent with
structural and biochemical predictions; this decoy peptide com-
peted with FAK for myosin binding in vitro, Purthermore, FP-1
markedly reduced the association between FAK and sarcomeric
myosin when it was delivered into cardiomyocytes. FP-1 peptide did
not interfere with the association of FAK with B-integrin, EGFR or
c-Met, which also regulate FAK activity through interactions with
the FERM domain, supporting the specificity of this decoy peptide.
Impaortantly, treatment with the FP-1-TAT peptide was suffi-
cient to drive FAK activation and FAK-dependent hypertrophy,
supporting the physiological relevance of the interaction of FAK
with sarcomeric myosin for the control of FAK activity and func-
tion in cardiomyocytes.

FERM binding to the catalytic domain causes FAK to adopt an
autoinhibitory conformation”, Moreover, FAK FERM mediates
protein-protein interactions that are necessary for FAK function™.
The FERM myosin-binding cleft reported in this study is a new and
apparently unique interaction site among the FERM domains with
known structure, For instance, there are substantial differences in
both structure and amino acid comiposition within the correspond-
ing region of the canonical FERM domain of ezrin-radixin-moesin
(ERM} proteins. These differences may support specific partner-
ing and function of the FERM domains of FAK and ERM proteins.
Motably, differences in the region between the Fl1 and F3 sub-
domains of the myosin cleft seem to be critical for ERM, but not for
FAK FERM, to bind regulatory phosphoinositol phosphates™. Here
we demonstrated that mutation of Glu93 and Glu94 in the loop
between the B3 and 4 strand of F1 subdomain, which is unique
to FAK, is critical for the interaction of FAK FERM with myosin.
Moreover, the FP-1 sequence, which is also critical for the interac-
tion of FAK with myosin, is not conserved in ERM FERM.

The model that emerges from this study supports the notion that
the interaction of FAK FERM with sarcomeric myosin has an impor-
tant role in the regulation of FAK in cardiomyocytes. Accordingly,
sarcomeric myosin depletion by RNAi enhanced basal FAK activity
in cardiomyocytes, Similarly, mutational and peptide-based inhibi-
tory strategies designed to selectively disrupt FAK-myosin interac-
tion resulted in enhanced FAK activity in vive, Consistent with its
low activity in resting conditions, FAK is mestly associated with
myosin at sarcomeric A bands in nonstretched cardiomyooytes™™.
Moreover, experiments performed with recombinant proteins inde-
pendently confirm the negative regulation of FAK by myosin. The
interaction with myosin markedly reduced the ability of FAK to be
activated via Tyr3%7 phosphorylation. Conversely, the preferential
binding of myosin to nonphosphorylated FAK suggests that the
conformational changes accompanying FAK activation may some-
how impair its proper binding to myosin. In this context, it is nota-
ble that myosin binding to the FAK FERM domain does not directly
involve intramolecular interactions between the FERM and cata-
lytic domains, suggesting that downregulation of FAK by myosin
presumably stabilizes the FERM-kinase linker in a way that prevents
autophosphorylation of Tyr397, However, the present data does not
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exclude the possibility that in cells, the interaction with myosin
downregulates FAK by preventing the binding of an activator.

Previous studies reported FAK regulation by integrin as well as
by membrane receptors in a pumber of contexts' ', However, rather
little is known about FAK regulation by these mechanisms in cardio-
myocytes, although there have been some situations in which FAK
activation correlates with activation of integrins, growth factors or
G protein-coupled receptors™ *'. Here we provide evidence that FAK
regulation by myosin is independent of signaling mediated by integrin
and membrane receptors such as EGFR, c-Met or the ocl-adrenergic
receptor. In fact, the FP-1 peptide, which inhibits the interaction
between FAK and myosin, does not influence the association between
FAK and integrin or growth factor receptors such as EGFR or ¢-Met.
Blockade of integrin activation with RGD affects neither FAK activity
nor its dissociation from myosin in response to mechanical stimuli.
Moreover, activation of the ¢il-adrenergic receptor, which cooperates
with integrin to activate FAK, does not interfere with FAK association
with myosin, Thus, our results, together with those of others, sup-
port a medel in which FAK dissociation from myosin, subsequent to
mechanical stimulation, may set in motion its catalytic activation, fol-
lowed by its relocation and accumulation at Z-discs and costameres.

Disruption of the FAK-myosin interaction by the FP-1 peptide
induced cardiomyocyte hypertrophy through FAK signaling and was

by the simultaneous depletion of FAK by RNAIL This effect
of FP-1 is reminiscent of the hypertrophy induced by FAK overexpres-
sion, supporting the inference that FAK quiescence sustained by the
FAK-myosin interaction negatively regulates pathways involved in cell-
size control and that signaling mediated by active FAK is sufficient to
induce the hypertrophic growth of cardiomyocytes. In this regard, we
show that FAK, AKT and mTOR work together o stimulate the hyper-
trophic growth of cardiomyocytes afier treatment with FP-1, Indeed,
pretreatment with the mTOR inhibitor rapamycin markedly attenu-
ates the hypertrophic response of cardiomyocytes to FP-1. These data
substantiate the prévious demonstration that the mTOR-56K pathway
mediates the prohypertrophic effects of FAK in cardiomyocytes™,

In surnmary, the results of the present study shed light on the
interaction of FAK with sarcomeric myosin and indicate that this
interaction is critically involved in the regulation of basal FAK activ-
ity in cardiomyocytes. The FERM-myosin interaction may provide
a structural basis for the well-known involvement of FAK in the
transduction of mechanical stimuli in cardiomyocytes, with impli-
cations in the context of cardiac hypertrophy.

METHODS

Protein cloning and purification, The pGEX2T comstriscls encoding G5 T-FERM
(~76 kD), GST-Kinase (~55 kDa) and GST-FAK C terminus {GST-cTERM: 72 klYa)
fusion prodeine have been described previopsh'™. The GET-MYO construct

{48 kDa) eacoding the C-tecmimal region of the c-myesin heavy chaln cdoned

in pGEX3x2 (Amersham Phormacia Biatech ) has been previewsly reported*.

The FERM domain of FAK was subcloned into the plTEV vector (Entelechan)

in e BamyHE site (His-FERM, residues 35-410, —47 kDa). The C-terminal region
of mryosin hemvy chain was subcloned into the pUTEY vector between the BamHI
and Hind[11 sifes {His-M¥Cr 24 kDa). Fragrents | and 2 {GST-MYO-1, 32 kDa
and GST-MYO-2, ~31 kDa} of the C-terminal region of mywsin heavy chain were
subcloned into the pET28a-GST vector between the BamH] and Hindl1] sstes. The
canstrictions were expressed in Eschericiia coll BL2 1 {DE3) and purified by affin-
ity chromawography (HisTrap HE 5 ml, GE Healtheare) wnd by size exclusion chre
matography {Hilead 2a/a0 Superdex 200 py, GE Healthcare). The primers used for
cloming are listed in Supplementary Table 1, The FERM domain and C-terminal
reghii of tivosin beavy chain mutants were expressed and parified as descrilied

above for wild-type constructs.

Site-directed mutagenesis, Mutations in the FAK FERM domun and miyosin
fragment were introduced by wsing the Stratagene QuikChange 11 X1,
Site-Directed Mutagencsts Kit in combination with the mutagenic primers listed
in Supplementary Table 1. DNA from the plasmids pRefCAMV-FAKwt' and
MYO-pOTEV were used as templites. Mutations were conlimmed by DINA
sequencing. The mutants of FAK FERM domain were subcioned into the
pET28a vector by PCR amplification with the primers FERM_S and FERM_AS
(Supplementary Table 1 ).

NATURE CHEMICAL BIOLOG

CXMS, Cross-linking reactions were performed as previously described . Briefly,
the copurified complex FERM-myosin was incubated in phosphate buffer 56 mM
pH 75 with DSS {disuccinbmidyl suberate, also kmown as soberle acld bis; Sigoaa-
Aldrich} ina 1:156 ratio for 2 h, followed by quenching with Tris buffer pH 7.6 and
irypin digestion for 3 b, LO-MS/MS analyses were performed usbng i Synapl miss
spectrometer {Watees Cou),

Molecolar modeling and docking. The structure of the FAK FERM domain of Gallus
punliv (PR code 2A1L6) was used as o template for the molecotar modeling of the
Mus pissculeis FERM FAK domain uslng Modeller (hetp:/(salilab.org/modellen),

The C terminus of myosin was modebed on the basis of the crysial structure of the

C termibnus of tropomyasin (PDB code 2EFR) wath Medelles, Molecular docking
was conducted using the GRAMM-X web server™. To select the most appropriate
salution from the resulting conformations, a discrimination procedure based on the
LXNMS data was applied, and the best solution was tested against the SAXS data using
the program CRYSOLS,

SAXS analyses and model bullding, SAKS experlments weee pecformed at the
DO2A-SANS2 beamline of the Brazilian Synchroton Light Laboratory (Laboratieie
Macional de Lux Sincrotron, ENLS) in Campinas, Brazil, Data treatment wmd
analyses followed standard procedures™ (zdditlonal details are available in
Supplementary Methods}, The models of the FERM-myosin complexs were
restoved from the SAXS intensiry curve using the rigid-body madeling approach
implemented in the program SASREFY, We would tike to stress the point that no
uhigue solution can be obtained from the rigid-body caleulathons, bal the cross
linking data provided congscts that helped us o refine the models. To test the refi-
ability and stability of the calculations, ten independent calculations were run and
the multiple solutions wene analyzed. A pasiwise cormparison aid the NSEY evalu-
ation were performed using the DAMAVER program suite” complemented by the
SUPCOME™ routine, Anabyzing the NSE values {which describe the dissimilarity
between pairs of models of the several caloulations), the models with common fea-
tures {lowest NSD valuel were selected as & representative model for the complex
etweed the FERM domsaln and the miyosin O terminis

NEVMs treatment. To determine the role of the intearin pathway in the regulation
of FAK In cardinmyocytes, cultured cells were incbated in serum-free medium
Subsequently, they were treated with 10 pM RGD or RGE peptides (parity =95%,
GRGESE [rom Predcimax Biotechnology Lida, ) and stresched for 1, To fest
wieether FAK phosphorylation induced by phenylephrine affects FAK- myosin
association, the NEVMs were treated with 14 M of phenylephrine (parity >98%,
Sigma- Aldrich). To test whether FAK can interact with myosin in NRVM, cells
wiere transfected with 2 ug of myc-tagged wild-type FAK (pRoOCMV-FAK)Y or with
the FP- | mutant of FAK (pRa/CMV-FAK, ETRSA/D16IA/QGTELA) for 48 b using
lipofectamine 2000 (lnvitragen ). The effects of peptides FP-1, FP-1-MUT or FP-2 on
the regulation of PAK in cardiomyocytes were tested in serum-starved cells treated
with | pM of peptide-TAT . .- conjugate {Supplementary Fig. 14}, The uptake of
FP-1 by caliured cardiomyocytes was detecled by imaging analyses of REVM teated
with fluorescein-kabebed FP-I-TAT (FLU-FP 1-TAT) The role of the mTOR path-
wazy in NEVMs morphology was tested by treating the cells {in serwn-free medium)
with the mTOR inhibitar rapasycin (20 o for 24 b, purity >95%; Sigma-Aldrich),

Statistical analyses, ANCOVA and Bonferroni's post fue comparison were used
compare the sctusl densitometric data of Immunoblottings and the cardioniyo-
cyte surface aren in the respective experimental groups, P < 0,05 was considered
statistically significant. Bats are presented as mean £ 5.com. for the bdicated
number of experiments. To facilitate presentation of immuneblotting data, we
normalized the densitometric values, defining the mean for the control group as 1
Flussrescence anisotropy data were fitled using Skgmallot 2006 Software {versien
1043, fandel Scientific Co,), and statistical smalyses of these data used ANOVA and
the Students ¢ test. P = (01 was consldered statistically significant, and the data
vras presented as mean £5.6m.

Ascession oodes. Protein Diata Bank: The previously published crystal structures of
tropommyasin the FAK FERM kinase domuain and the FERM domain are deposited
under accession codes 2EFR, 210 and 2ALG, respectively.
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