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O ligante APRIL (do inglés: A Proliferating Inducing Ligand) foi descrito pela primeira
vez por Hahne et al, em 1998, e inicialmente caracterizado pela sua capacidade de
estimular a proliferacdo de células tumorais in vitro. Atualmente, trés receptores para
APRIL sédo conhecidos: B-Cell Maturation Antigen (BCMA), Transmembrane
Activator and CAML Interactor (TACI), os quais sdo expressos principalmente por
linfécitos B, e Heparan Sulphate Proteoglycan (HSPG). BCMA e TACI também séo
capazes de se ligar ao ligante B-Cell Activation Factor (BAFF), outra proteina da
familia TNF que compartilha uma alta similaridade estrutural com APRIL. Recentes
descricbes de camundongos deficientes em APRIL mostraram que essa proteina
ndo é essencial para a manutencdo da homeostase do sistema imune saudavel,
estando associada somente a proliferacdo de células tumorais, enquanto BAFF € um
fator de sobrevivéncia fundamental para a maturacéo de linfocitos B. Dessa maneira,
como BAFF é um fator crucial para o funcionamento do sistema imune, bloguear a
interacdo de BAFF ir4 afetar a homeostase imunol6gica, comprometendo a
imunidade do individuo.

O objetivo desse trabalho é gerar uma série de peptideos antagonistas de APRIL,
combinando ferramentas computacionais e experimentais. Através da combinacao
de “Alanine Scanning” computacional com célculo de energia livre utilizando “Linear
Interaction Energy” (LIE) nos complexos APRIL-TACI e BAFF-TACI, foi possivel
determinar a importancia de cada residuo na estrutura de TACI, apontando a
contribuicdo energética individual para a especificidade da ligacdo APRIL-TACI. Os
coeficientes padrao de LIE foram utilizados. A partir dos resultados de LIE, foram
desenhados seis peptideos mutados, tendo TACI como modelo, com potencial
atividade inibitoria para APRIL, sem interferir com a estrutura de BAFF:

T8: CRKELLKFYDHLLEDCISCANICGQHPRQCAYFC

T9: CRKEQFKFYDHLLDDCISCAQICGQHPHQCAYFC

T10:CRKEQFKFYDHLLDDCISCAQTCGQHPHQCAYFC

T11:CRKEQFKFYDELLDDCISCAQICGQHPHQCAYFC
XIv



T12:CRKELFKFYDHLEDDCISCAQTCGQHPHQCAYFC
T13:CRKELFKFYDHLEDDCISCAQSCYQHQHQCAYFC

A estabilidade dos peptideos foi analisada por dinamica molecular em complexo com
os dois ligantes, APRIL e BAFF, através da avaliagdo da estrutura secundaria ao
longo de 30 nanosegundos, quantificacdo das ligacdes hidrogénio e pontes salinas,
e medicdo da superficie acessivel ao solvente.

Ap0s a dindmica molecular, os melhores candidatos foram escolhidos em funcéo do
aumento do numero de pontes de hidrogénio e pontes salinas formadas com APRIL.
Os peptideos T12 e T13 foram excluidos devido a perda da estrutura secundaria
inicial. Os quatro melhores candidatos, do ponto de vista computacional, foram
clonados em bactérias e os plasmideos foram transfectados em células eucaridticas
293T. Seguiu-se entdo a purificacdo do sobrenadante produzido pelas células
transfectadas. O sucesso da transfeccdo foi confirmado por imunoblotting. A
atividade inibitéria desses peptideos foi testada por ELISA apés a purificacao.
Dentre os quatro peptideos, dois foram capazes de reduzir sensivelmente a
densidade otica, indicando que houve efeito inibidor para esses peptideos. Os
resultados apontam que a estratégia elaborada nesse trabalho pode ser aplicada ao
desenho de sequéncias peptidicas direcionadas a inibicho de um alvo proteico
especifico.
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The APRIL ligand (A Proliferating Inducing Ligand) was first described by
Hahne et al, in 1998 and, initially, was characterized by its capacity of stimulate the
proliferation of tumor cells in vitro. Currently, three APRIL receptors are known: B-
Cell Maturation Antigen (BCMA), Transmembrane Activator and CAML Interactor
(TACI), which are expressed mainly by B cells, and Heparan Sulphate Proteoglycan
(HSPG). BCMA and TACI are also capable of bind to the ligand B-Cell Activation
Factor (BAFF), another TNF family protein, sharing a high structural similarity with
APRIL. Recent descriptions of knock-out mice for APRIL showed that this protein is
not essential for the homeostasis of health immune system, while BAFF is a
fundamental survival factor, directly related to the maturation of B cells. Thus, as
BAFF is a crucial factor for the physiology of B cells, blocking the interaction of BAFF
with TACI or BCMA could interfere with the immune homeostasis, compromising the
individual immunity. The objective of this work is to generate a set of APRIL
antagonist peptides, combining computational and experimental approaches.
Through the combination of computational “Alanine Scanning” with free energy
calculations employing “Linear Interaction Energy” (LIE) in the APRIL-TACI and
BAFF-TACI complexes, we determined the importance of each residue in TACI
structure, pointing the individual energetic contribution for the specificity of the
APRIL-TACI binding. Taking these results as a start point, we proposed six mutated
peptides, based on TACI structure, specifically designed to the blockage of APRIL,
without interfering with BAFF activity.

T8: CRKELLKFYDHLLEDCISCANICGQHPRQCAYFC
T9: CRKEQFKFYDHLLDDCISCAQICGQHPHQCAYFC
T10:CRKEQFKFYDHLLDDCISCAQTCGQHPHQCAYFC
T11:CRKEQFKFYDELLDDCISCAQICGQHPHQCAYFC
T12:CRKELFKFYDHLEDDCISCAQTCGQHPHQCAYFC
T13:CRKELFKFYDHLEDDCISCAQSCYQHQHQCAYFC
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The stability of these peptides was analyzed using molecular dynamics in complex
with APRIL and BAFF ligands, by the evaluation of the secondary structure along the
30 nanoseconds of simulations, as well as quantification of hydrogen bonds and salt
bridges, and measurement of the solvent accessible surface.

After the molecular dynamics, the four best candidates were selected, by the
computational point of view. The T12 and T13 peptides were excluded due to the
loss of secondary structure. These candidates were cloned in bacteria and the
plasmids were transfected in 293T eukaryotic cells. The cells supernatant was
purified and the transfection was tested by ELISA. Among the four peptides, two
were able to inhibit selectively the APRIL expression, according to the decrease of
optical density. The results indicate that the elaborated strategy can be applied to the
design of peptide sequences directed to the inhibition of a specific protein target.
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1. Introducéo



1.1. Papel bioldgico das proteinas da familia do Fator de
Necrose Tumoral

Nesse trabalho, associamos diversas abordagens computacionais, como
ferramentas para o desenho de inibidores peptidicos da proteina A Proliferation
Inducing Ligand (APRIL) (Hahne, Kataoka et al., 1998), associada ao
desenvolvimento de linfomas, carcinoma de colon e autoimunidade, dentre outras
condicdes patoldgicas. As técnicas computacionais foram utilizadas visando a um
melhor entendimento da estrutura de APRIL, assim como da especificidade das
interacbes encontradas na interface proteica desse ligante com seus receptores,
buscando caracteristicas moleculares capazes de proporcionar a construcdo de
peptideos com melhor especificidade que os receptores naturais.

Os membros da familia do TNF (do inglés Tumor Necrosis Factor) desempenham
um papel crucial na regulacdo da sobrevivéncia celular. A familia das proteinas TNF,
atualmente é composta por cerca de 20 ligantes e mais de 25 receptores diferentes,
envolvidos na regulacdo de processos biologicos essenciais que incluem, dentre
outros, a proliferacéo, diferenciacdo, sobrevivéncia e morte celular.(Bossen, Ingold
et al.,, 2006) Os membros dessa superfamilia ndo sdo expressos em procariotos,
leveduras ou nematoides, estando representados por um unico membro entre 0s
insetos.(Brandt, Dionne et al., 2004)

Através de eventos de duplicacdo, essa familia se expandiu nos vertebrados,
observacdo confirmada pela deteccdo de 20 genes relacionados com a sua
expressao em humanos e camundongos.(Bossen, Ingold et al., 2006) Em aves e
mamiferos, a maioria dos membros das superfamilias TNF e de Receptores de TNF

(TNF-R) esta envolvida no desenvolvimento, manutencdo e funcdo de células do



sistema imune e no funcionamento de érgédos linfoides secundarios, participando
também em outras func¢des, como homeostase dssea.(Locksley, Killeen et al., 2001)
Os ligantes da familia TNF sao proteinas transmembranares tipo Il, com um dominio
extracelular homotrimérico C-terminal, frequentemente secretado como uma citocina
soluvel apo6s processamento proteolitico.(Bodmer, Schneider et al., 2002) A
linfotoxina B foge a esse padréo, no sentido de ndo formar homotrimeros, mas sim
heterotrimeros com a linfotoxina a. Os ligantes da familia TNF foram descritos,
ainda, com capacidade de se ligarem a um, dois ou mais diferentes receptores e
vice versa. O membro “Receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand”, por
exemplo, promove a reabsorcdo O0ssea, através da estimulacdo da maturacdo dos
precursores de osteoclastos pela ligacdo do receptor RANK, associado a
membrana.(Tanaka, Nakamura et al., 2005)

Os receptores de TNF sdo normalmente proteinas de membrana do tipo | e algumas
vezes do tipo Ill. Alguns exemplos sdo o Antigeno de Maturacdo de Células B (do
inglés, B-Cell Maturation Antigen, BCMA), Ativador Transmembranar que interage
com CAML (do inglés Transmembrane Activator and CAML Interactor, TACI) e
Receptor de BAFF (do inglés BAFF Receptor, BAFF-R). Sdo ainda caracterizados
pela presenca de um a quatro dominios ricos em cisteina (do inglés Cysteine Rich
Domain, CRD) na sua por¢do extracelular. Esses receptores, com multiplos CRD,
adotam uma estrutura alongada e ligam-se na juncdo entre dois mondmeros
formadores de um trimero, enquanto os receptores com um unico CRD sdo mais
compactos e se ligam a um Unico monébmero em um ligante trimérico (figura
1).(Hymowitz, Christinger et al., 1999; Liu, Hong et al., 2003; Hymowitz, Patel et al.,

2005) Normalmente, um ligante trimérico se liga a trés receptores monomeéricos,



sendo esse um evento chave para a ativacdo de cascatas de sinalizacao
intracelular.

Dados experimentais relativos as interacdes entre os receptores e ligantes da familia
TNF em humano e camundongo e, mais especificamente, dirigidos a reatividade
cruzada, sdo escassos na literatura, sendo baseados em experimentos cujos
resultados ndo sdo diretamente comparaveis (ELISA ou Ressonancia Plasmonica,
gue apresentam sensibilidade e especificidade distintos), ou com reagentes

especificos, seguindo protocolos modificados.

APRIL trimérico

Figura 1 - Estrutura geral da familia TNF, exemplificada pela molécula APRIL (ligante). Em azul,
magenta e verde, os monémeros agrupados, formando a estrutura trimérica. Em cinza, amarelo e
marrom, regiées de moléculas de TACI (receptor) ligadas entre os mondmeros de APRIL. A estrutura
geral da familia TNF segue este padrdo trimérico. Figura criada a partir da estrutura cristalografica
1XU1, utilizando o programa Pymol (Schrodinger, 2010).

O ligante A Proliferation Inducing Ligand (APRIL) é capaz de ativar alguns fatores de

transcricdo através do recrutamento de Fatores Associados a Receptores de TNF

4



(do inglés TNF Receptor Associated Factor, TRAF). A especificidade das interacdes
necessarias para a ativacado desses fatores ainda ndo foi completamente elucidada,
embora, através de ensaios in vitro, pareca que BCMA ligue-se a TRAF1, 2 e 3 e
TACI ligue-se a TRAF 2, 5 e 6, levando a ativacdo da via canbnica NF-kB, assim
como outros fatores de transcricao, incluindo p38, AP-1/JJNK, MAPK, ERK e PI3-
K/AKT.(Hatzoglou, Roussel et al., 2000; Xia, Treanor et al., 2000) As circunstancias
sob as quais os diferentes fatores de transcricdo sao ativados ainda ndo séo bem

compreendidas.

1.2. As proteinas “Ligante Indutor de Proliferacao” (APRIL) e
“Fator de Ativacéo de Células B” (BAFF) como alvos
terapéuticos

A expressao alterada dos membros da familia TNF esta frequentemente associada a
situacdes patologicas. Nesse sentido, varios membros da familia de ligantes de TNF
tém sido utilizados como alvos potenciais de farmacos para o tratamento de
disfuncbes imunes, cancer e outras doencas.(Kurzrock, Rosenblum et al., 1985;
Aggarwal, Shishodia et al., 2002) O ligante do tipo TNF, APRIL foi descrito pela
primeira vez por Hahne e colaboradores em 1998 e citado pela sua capacidade de
estimular a proliferacdo de células tumorais in vitro e in vivo.(Hahne, Kataoka et al.,
1998) A expressdo do RNAmM de APRIL em tecidos humanos sadios é restrita aos
leucdcitos, enquanto ha uma super-expressao em tecidos tumorais, tais como certos
linfomas e carcinomas do célon.(Dillon, Gross et al., 2006)

Também foi descrita a relacdo de APRIL com a tumorigenicidade em células 3T3-
NIH (fibroblastos murinos) injetadas em animais imunodeficientes.(Hahne, Kataoka

et al., 1998) Por outro lado, o papel de APRIL na estimulagdo da proliferacdo de



linfécitos B1 e na producdo de imunoglobulina A (IgA) € importante.(Kimberley, Van
Bostelen et al., 2009a) De maneira anéloga, o crescimento de carcinomas que
expressam APRIL de maneira enddgena, injetados in vivo, pdde ser bloqueado por
um receptor soluvel de APRIL.(Dillon, Gross et al., 2006) .

Os resultados descritos no paragrafo anterior sugerem que APRIL esteja associada
ao desenvolvimento de alguns tipos de tumores, assim como leucemia linfoide
cronica (LLC). Recentemente foi mostrado em camundongos transgénicos que
APRIL favorece a formacdo de neoplasias em linfécitos Bl durante o
envelhecimento.(Planelles, Carvalho-Pinto et al., 2004) Este fendbmeno assemelha-
se a LLC humana ja que as duas doencas desenvolvem-se durante o
envelhecimento como consequéncia de uma lenta expansdo da populacdo de
linfécitos B CD5+. De fato, detectou-se um aumento do nivel de APRIL solavel no
soro dos pacientes afetados por LLC.(Planelles, Castillo-Gutierrez et al., 2007)
Descricdes recentes sobre camundongos deficientes para APRIL mostraram que
esta proteina ndo é essencial para a manutencdo do sistema imune sadio (Dillon,
Gross et al., 2006), embora esses animais apresentem uma deficiéncia na
expressdo de Imunoglobulina A (IgA) circulante. Desde entdo, APRIL tem sido
postulada como mediadora da mudanca de classe de IgG para IgA, especificamente
via TACI. Esta caracteristica, bem como as evidéncias experimentais do papel de
APRIL no favorecimento das leucemias, sugere fortemente que APRIL possa ser um
alvo em potencial para tratamentos terapéuticos, bloqueando o desenvolvimento dos
tumores. APRIL parece também estar relacionada a sobrevivéncia de linfocitos B
ativados na medula éssea.(Belnoue, Pihlgren et al., 2008)

Por outro lado, o ligante BAFF é um fator de sobrevivéncia fundamental para os

linfécitos B maduros e em maturacdo, como também para a resposta humoral.



Embora BAFF possa se ligar a um receptor exclusivo, denominado BAFF receptor-3
(BR3), cuja expresséao foi detectada em células T ativadas e células T reguladoras
(Mackay e Leung, 2006), dois outros receptores, TACI e BCMA, sdo compartilhados
por BAFF e APRIL (figura 2), com diferentes afinidades. BCMA liga-se com afinidade
aproximadamente 1000 vezes maior a APRIL (Pelletier, Thompson et al., 2003),
enquanto TACI liga-se com igual afinidade a APRIL e BAFF, embora dados
originarios de diferentes experimentos tenham apresentado valores de afinidade
discrepantes. Ambos 0s receptores sdo expressos em linfocitos B, enquanto TACI
também foi detectado em um subconjunto de linfécitos T ativados. Porém, como
BAFF é um fator crucial para manter a homeostase dos linfécitos B, a acdo de
bloquear essa interacdo também afetara esse processo e consequentemente a
imunidade do individuo. Animais transgénicos para BAFF exibem uma alta
expressdo de linfécitos B que levam a autoimunidade, assim como animais
deficientes para BAFF revelam um papel ndo redundante de BAFF na maturacéo de

linfécitos B.(Khare, Sarosi et al., 2000; Yu, Boone et al., 2000)



APRIL-R (?) TACI BCMA

Figura 2 — Especificidade de APRIL e BAFF e seus receptores: TACI, BCMA, BAFF-R, Heparan
Sulfate Proteoglycan (HSPG) e o hipotético receptor de APRIL. Figura modificada a partir de (Dillon,
Gross et al., 2006)

Desde sua descricdo inicial, quando sua expressao foi associada a proliferacdo de
tumores, outros estudos sugeriram a participacdo de APRIL na imunidade humoral.
Embora compartilhe os mesmos receptores, a funcdo de APRIL é distinta do papel
de BAFF.(Dillon, Gross et al., 2006; Kimberley, Hahne et al., 2009) Ainda que APRIL
e BAFF sejam capazes de estimular a sobrevivéncia de linfocitos B in vitro, estudos
recentes sugerem papéis distintos dos dois ligantes na proliferacdo celular nos
linfomas. De maneira similar, sugere-se que a interataacdo de APRIL com HSPG e
TACI seja critica para a proliferacdo de células de mieloma multiplo, caracterizado
pela alta expressao de HSPG sindecan-1.(Moreaux, Sprynski et al., 2009)

A clara associagdo de ambos os ligantes, APRIL e BAFF, no desenvolvimento ou
prognostico de doencas com distintas etiologias (Planelles, Carvalho-Pinto et al.,
2004; Planelles, Medema et al., 2008; Kimberley, Medema et al., 2009; Roosnek,
Burjanadze et al., 2009) levou ao estudo detalhado dos mecanismos moleculares de

interacdo dessas proteinas. Varias estratégias foram elaboradas para gerar
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antagonistas que bloqueiem a acédo de ligantes da familia de TNF. Nesse contexto,
0s antagonistas de maior sucesso sao 0s bloqueadores de TNF que impedem o
desenvolvimento da artrite reumatoide.(Steinman, 2004)

O desenvolvimento de antagonistas peptidicos de citocinas foi igualmente
descrito.(Sun, Feng et al., 2006) Atualmente, dois anticorpos monoclonais, assim
como uma proteina de fusédo entre o receptor de TNF p75 e o fragmento FC de IgG1
humana (Etanercept), sdo utilizados para tratar os pacientes acometidos por artrite
(Jarvis e Faulds, 1999). Um farmaco, composto pelo receptor soluvel TACI-fc foi
desenvolvido comercialmente (Atacicept) e se encontra na fase ll/lll de testes
clinicos para o tratamento de algumas doencas autoimunes e desordens de
linfécitos B. Os testes preliminares se mostraram eficazes no tratamento de
autoimunidade, atingindo APRIL e BAFF simultaneamente.(Gatto, 2008) Entretanto,
podem existir casos onde o direcionamento terapéutico a somente um dos ligantes
seja uma estratégia mais adequada. A administracdo de atacicept por um longo
periodo, como demonstrada usando um camundongo transgénico para TACI-fc,
causa deplecdo na populacdo madura de linfécitos B. Portanto, em casos onde
APRIL desempenha um papel predominante, seria interessante o desenvolvimento
de um farmaco que atue especificamente sobre esse ligante.(Schneider, Takatsuka
et al., 2001)

Outro medicamento, desenvolvido com o objetivo de bloquear a progressao de
doencas autoimunes e tumores associados a linfocitos B, chamado Belimumab, atua
diretamente sobre BAFF e também se encontra sob testes clinicos (Navarra,
Guzman et al.,, 2011). Entretanto, a atuacdo de BAFF no desenvolvimento de
linfécitos B pode limitar o uso desse medicamento, ja que potencialmente poderia

levar a deplecao de linfécitos B maduros.(Gross, Dillon et al., 2001) Nesse contexto,



o desenho de farmacos especificos para APRIL serd de grande valia para o
tratamento dessas doencas.

O fato de receptores de TNF atuarem como trimeros torna ainda mais desafiador o
desenho de um inibidor especifico que interaja entre dois dos trés monémeros que
compdem esse trimero. Recentemente foi proposta a construcdo de um peptideo
trimérico tendo por base o CD40L.(Fournel, Wieckowski et al., 2005) Essa
construcdo se mostrou eficiente e capaz de ligar-se entre as fendas formadas entre
os pares de monémeros componentes do trimero, aumentando consideravelmente a

eficacia dos peptideos elaborados como agonistas de CD40.

1.3. Estrutura dos genes que codificam APRIL e BAFF

A estrutura global do gene de APRIL é similar & do gene de BAFF. Entretanto,
APRIL ndo forma “60-meros” encontrado em BAFF, mas apresenta residuos
proximos ao sitio de processamento da furina, no exon 3, que Sao cruciais para a
ligacdo de glicosaminoglicanas (figura 3). APRIL é capaz de se ligar a
glicosaminoglicanas (GAG) sulfatadas em sitios independentes dos sitios utilizados
por outros receptores.(Hendriks, Planelles et al., 2005; Ingold, Zumsteg et al., 2005)
A relevancia do sitio de ligacdo em GAG nédo é clara, mas especula-se que pode
servir para acumular ou multimerizar APRIL na matriz extracelular ou na superficie
de células que expressem a proteoglicana sulfatada sindecan (Kimberley, Van
Bostelen et al., 2009b).

Embora seja expressa como uma proteina transmembranar, APRIL é clivada no
complexo de Golgi por uma furina-convertase e secretada em sua forma soluvel,

como um homotrimero.
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Figura 3 — Organizacdo gendmica de BAFF, APRIL e seus receptores. A)BAFF e APRIL. B)BAFF-
R, BCMA e TACI. Os exons sao representados por caixas e estdo em escala. O tamanho dos introns
e das por¢bes ndo traduzidas dos exons ndo estdo em escala. O produto do splicing alternativo é
mostrado. As isoformas produzidas por splicing alternativo foram encontradas através da varredura
do banco de dados NCBI para sequéncias EST néo redundantes. Furin: sitio de clivagem da furina.
THD: TNF homology domain. TMD: transmembrane domain. Stop: stop codon. CRD: cysteine-rich
domain. UTR:regibes 5" e 3" ndo traduzidas. Adaptado de (Bossen e Schneider, 2006).

Nos genomas humano e murino, o gene de APRIL é localizado imediatamente a 3’
do Indutor de apoptose relacionado a TNF (do inglés TNF-related weak inducer of
apoptosis, TWEAK), outro ligante da familia TNF. Um splicing intergénico entre o
exon 6 de TWEAK e o0 exon 2 de APRIL é capaz de gerar TWE-PRIL
humano.(Kolfschoten, Pradet-Balade et al., 2003) Embora o0 RNAmMm de TWE-PRIL
seja expresso tdo abundantemente quanto o RNAm de APRIL em células T e varias
outras linhagens celulares (Pradet-Balade, Medema et al.,, 2002), ainda ndo ha
“‘expressed sequence tags” (EST) no banco de dados do National Center for
Biotechnology Information (NCBI) referentes a essa jungédo, enquanto EST que
codificam APRIL sdo relativamente abundantes. A abundancia e a relevancia
funcional dessa forma, composta por um dominio extracelular de APRIL e um

dominio transmembranar de TWEAK, ainda néo estdo esclarecidas.(Pradet-Balade,
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Medema et al., 2002) Em todo o caso, EST que codificam TWE-PRIL murino estao
presentes em duas formas: com ou sem Alal120.

A origem de TWE-PRIL murino € muito diferente do seu ortélogo humano, ja que
esse hibrido utiliza sitios de splicing dentro do exon 7 de TWEAK e dentro do exon 1
de APRIL. Apesar dessa diferenca, ambos TWE-PRIL contém o dominio TNF
homology domain (THD) de APRIL inteiro, e apresentam a mesma especificidade
para o receptor como APRIL. Embora TWE-PRIL tenha dois sitios de clivagem para
furina-convertase, TWE-PRIL humano é resistente a esse processo.(Pradet-Balade,

Medema et al., 2002; Gavin, Ait-Azzouzene et al., 2003)

1.4. Semelhancas e diferencas estruturais entre APRIL e BAFF

APRIL e BAFF compartiiham aproximadamente 33% de identidade entre suas
sequéncias, porém sua similaridade estrutural é notavel, com a raiz do desvio
quadratico médio (root mean square deviation, RMSD) de menos de 1A, tendo como
referéncia os Ca do alinhamento estrutural entre ambas as sequéncias.

Todos os dominios ricos em cisteina dos receptores de APRIL e BAFF, incluindo
ambos os dominios de TACI, compartiiham uma sequéncia comum, o chamado
motivo DXL, que consiste em uma sequéncia conservada de seis residuos
(Phe/Tyr/Trp)-Asp-Xaa-Leu-(Val/Thr)-(Arg/Gly). Este motivo é necessario para a
ligagdo de APRIL e BAFF com seus receptores.(Gordon, Pan et al., 2003; Patel,
Wallweber et al., 2004) As estruturas cristalograficas de BAFF ligado a BCMA, BR3
ou a um peptideo apresentando o motivo DXL em um grampo 3, mostram que esse
motivo se liga em uma cavidade hidrofobica e interage com dois residuos de Arg

conservados na superficie de BAFF.(Gordon, Pan et al., 2003; Kim, Yu et al., 2003;
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Liu, Hong et al., 2003) A estrutura isolada de APRIL, estruturalmente similar a BAFF,
como elucidada por difracdo de raios-X, indica que o sitio de ligacdo a DXL é
conservado nos dois ligantes.(Wallweber, Compaan et al., 2004; Zhang, 2004)
Desse modo, um modo de interacdo similar, via DXL é esperado para os complexos
APRIL-receptor. De qualquer forma, a especificidade de BR3 e BCMA parece ser
determinada por interacdes fora desse motivo.(Gordon, Pan et al., 2003; Liu, Hong
et al., 2003; Patel, Wallweber et al., 2004) A presenca de fons Mg®* coordenados por
GInA:234, GInB:234 e AsnA:243 é notavel em BAFF. O sitio de coordenacao de ions
metalicos formado pelos residuos listados provavelmente desempenha um papel na
estabilizacdo do trimero.(Oren, Li et al., 2002) E possivel observar que a ligagéo
entre o residuo GInB:234 presente nos dois mondmeros € intercalada por um ion
Mg**, assim como a interacdo da cadeia lateral de AsnA:243 com o oxigénio da
cadeia principal de AsnB:235. A sobreposicéo estrutural de APRIL com BAFF revela
diferencas significativas entre os lacos D e E (figura 4). As diferencas situadas nessa
regido, em BAFF, sdo observadas também quando comparado com outros

homélogos, como TNFa, TNFB, CD40L, TRAIL e RANKL.
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Figura 4 — Sobreposicéo das estruturas tridimensionais de APRIL (azul) e BAFF (verde). Nota-
se em destaque a diferenga no posicionamento dos loops “DE” localizados entre as folhas beta D e E
em ambas as estruturas. Os fons Mg2+ estdo representados em esferas de van der Waals na cor
verde. Figura criada no Pymol, a partir da sobreposi¢cdo das estruturas cristalograficas de APRIL
(PDB:1XU1) e BAFF (PDB:1KXG).

O mondmero de APRIL adota uma estrutura tipicamente observada na familia TNF,
denominada “jelly roll”. Os residuos que formam a superficie de reconhecimento dos
receptores se encontram em mondmeros adjacentes. Destes residuos, alguns séo
compartilhados também por APRIL, no reconhecimento de seus receptores: Leul33,
Argl37, Thrl83, Leul84, Phel85, Argl86, 11e188, Leu210, Asp214 e Phe235.(Oren,
Li et al., 2002) Em resumo, as estruturas de APRIL e BAFF revelam semelhancas
notaveis em seu sitio de ligacado, localizado na fenda situada entre dois monémeros
contiguos. As diferencas nessa regido permitem que citocinas discriminem
receptores intimamente relacionados, como BCMA, TACI e BR3. A regido
conservada parece reconhecer motivos comuns entre esses receptores, enquanto a

regido variavel, formada pelas alcas, conferiria a especificidade do reconhecimento
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entre essas trés proteinas.(Oren, Li et al.,, 2002) Estes dados mostram que um
receptor modificado por mutamuténese sitio-dirigida capaz de fazer distincdo entre
uma ou outra citocina deve manter a estrutura tridimensional global compartilhada
por TACI, BCMA e BR3, alterando somente os residuos especificos para o

reconhecimento.

1.5. Afinidades experimentais entre TACI/BCMA e
APRIL/BAFF

Informacdes experimentais divergentes sobre afinidades entre os ligantes APRIL
e BAFF e seus respectivos receptores TACI/BCMA e TACI/BAFF-R foram obtidas
por ressonancia plasménica de superficie e ensaios imunoenzimaticos em diversos

trabalhos, conforme ilustrado na tabela 1.

Tabela 1 — Afinidade calculada entre APRIL/BAFF e receptores.

Ligante Receptor Ensaio Afinidade Concentracédo (nM)
APRIL BAFF-R Biacore(Day, Cachero et al., Kb N&o detectado
APRIL BCMA Biacore(Day, Cachero et al., Kb 16
APRIL BCMA ELISA(Patel, Wallweber et al., IC50 6
APRIL TACI Biacore(Hymowitz, Patel et al., IC50 11
APRIL TAClIg Biacore(Hymowitz, Patel et al., IC50 6
APRIL BAFF-R ELISA(Patel, Wallweber et al., IC50 N&o detectado
APRIL BCMA Biacore(Patel, Wallweber et al., | Afinidade aparente 0,2
BAFF BAFF-R ELISA(Gordon, Pan et al., IC50 92
BAFF BAFF-R Biacore(Day, Cachero et al., KD 16

BAFF BCMA ELISA(Patel, Wallweber et al., IC50 8000

BAFF BCMA Biacore(Patel, Wallweber et al., KD N&o detectado

BAFF BCMA Biacore(Day, Cachero et al., KD 1600

BAFF TACI Biacore(Hymowitz, Patel et al., IC50 1

BAFF TACI, Biacore(Hymowitz, Patel et al., IC50 2

BAFF BAFF-R ELISA(Patel, Wallweber et al., IC50 7

BAFF BAFF-R Biacore(Day, Cachero et al., Afinidade aparente <0,03

BAFF BCMA- Biacore(Patel, Wallweber et al., | Afinidade aparente 5

BAFF BCMA- Biacore(Day, Cachero et al., Afinidade aparente 0,6

Adaptada de (Bossen e Schneider, 2006) I1Csy: Medida quantitativa da concentracdo necesséria de
um farmaco ou outra substancia para inibir um processo biol6gico (ou componente dele), pela
metade. KD: Constante de dissociacdo: constante de equilibrio que mede a propensdo de um
complexo molecular em se dissociar reversivelmente em componentes menores. Fornece a dimenséao
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da concentracdo livre de um componente "A", quando metade do total de moléculas "B" esta
complexado com "A".

A determinacdo das afinidades precisas de APRIL e BAFF por seus receptores
ndo € uma tarefa simples devido ao fato de as medidas calculadas com a proteina
dimérica acoplada a lg estarem sujeitas a efeitos significativos e imprevisiveis de
avidez (forcas de mudltiplas interacbes combinadas), capazes de aumentar a
afinidade aparente. A variavel avidez, por sua vez, pode ser removida pelo uso de
receptores monoméricos. No geral, o consenso é de que BAFF liga-se a BAFF-R e
TACI com afinidades de ordem nanomolar e duas ou trés ordens de magnitude mais
fracas quando ligado a BCMA.(Bossen e Schneider, 2006) APRIL, por outro lado se
liga a TACI e BCMA com alta afinidade (11 e 16 nm, respectivamente), mas nao se
liga a BAFF-R. Quando os receptores sdo dimerizados na forma de proteinas de
fusdo, todos se ligam eficientemente a seus ligantes em escala nanomolar. Em
comparacao, a interacdo de APRIL com HSPG é fraca (20-80 uM).(Kimberley, Van
Bostelen et al., 2009b) A capacidade de BAFF enddgeno sinalizar através de BCMA
in vivo é desconhecida, mas certamente depende de efeitos de avidez.(Day,

Cachero et al., 2005)

1.6. Desenho Racional de Farmacos baseado em estrutura

A abordagem denominada “desenho racional de farmacos”(Greer, Erickson et
al., 1994), parte do pressuposto de que o conhecimento da estrutura proteica, assim
como das interacdes entre o receptor e o ligante, pode oferecer indicios de quais
interacbes devem ser mantidas ou bloqueadas, visando a inibicdo da atividade

bioldgica especifica, ou ainda sua ativacdo, dependendo do efeito desejado.

16



Além da conformacdo ativa do complexo receptor-ligante, € interessante
conhecer detalhadamente as interacdes existentes entre ambos, examinando
minuciosamente a estrutura tridimensional do alvo. Essa analise permite que as
interacOes relevantes sejam mantidas, ao mesmo tempo modificando o ligante ou o
receptor, fazendo-o interagir mais especificamente, possivelmente ocupando sitios
secundarios, resultando em maior poténcia e especificidade. A partir da estrutura do
complexo, € possivel avaliar também a relacdo estrutura/atividade de compostos
existentes, sugerir novos analogos e desenvolver novos conceitos e ideias para a
sintese de novos ligantes, antes de sua sintese biologica ou clonagem.(Greer,
Erickson et al., 1994)

As técnicas computacionais utilizadas nesse trabalho (Linear Interaction
Energy (LIE), Alanine Scanning computacional, Dindmica Molecular, ldentificagéo
virtual de hot spots) ja sao estabelecidas e padronizadas.(Aqvist e Marelius, 2001;
Morrison e Weiss, 2001; Kortemme, Kim et al., 2004; Moreira, Fernandes et al.,
2007) Uma vez conhecendo-se a estrutura tridimensional das proteinas em estudo,
podem-se estudar em detalhes as interagBes intra e intermoleculares e também

inferir valores aproximados de energia livre, utilizando-se distintas técnicas.

1.7. Interacfes Proteina-Proteina

O reconhecimento molecular, entre substratos ou ligantes e receptores, por
exemplo, é fundamental em muitos processos bioquimicos e frequentemente é
utilizado para a transferéncia de energia ou informacéo. Esse reconhecimento pode
ser complexo, envolvendo ndo somente as interacbes de van de Waals e

eletrostaticas, como também a contribuicdo do solvente originada da blindagem
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dielétrica ou do efeito hidrofébico. A especificidade da interacdo envolve a liberacao
do solvente do sitio de ligacdo e pode ser seguida de rearranjo conformacional em
uma ou ambas as moléculas, assim como a liberacdo ou captacdo de ions.(Gilson,
Given et al., 1997; Fersht, 1999)

A interacdo entre diferentes interfaces proteinas é sensivel a mutacdes em
aminoacidos individuais. Ja foi discutida a contribuicdo energética efetiva de poucos
aminoacidos em uma interface proteina-proteina.(Clackson e Wells, 1995) Mesmo
em proteinas com uma interface de interacdo contendo superficies grandes e
complexas, poucos residuos participam diretamente do reconhecimento molecular.
Essa regido, chamada de epitopo funcional é delimitada por uma pequena area na
superficie de contato. A esses residuos, com participacao direta, da-se o nome de
“hot-spots”, enquanto os residuos com participacdo indireta sdo chamados de
“‘warm-spots”. Energeticamente, um “hot-spot” € definido como um aminodacido cuja
mutac&o por alanina causa um aumento na energia livre de ligacédo de, pelo menos,
4 kcal/mol, enquanto “warm-spots” sao definidos como aminoacidos cuja diferenca
de energia livre de ligagdo ao serem mutados por alanina, varia de 2 a 4
kcal/mol.(Pons, Rajpal et al.,, 1999) Os aminoacidos que ndo sofrem variacao
significativa de energia, (AG < 2 kcal/mol) ao serem mutados por alanina s&o
denominados nulos ou neutros. Estatisticamente, valores diferentes de AG podem
ser considerados, dependendo principalmente da metodologia empregada para o
calculo de energia livre de ligagdo.(Pons, Rajpal et al., 1999)

Os residuos que constituem os “hot-spots” estdo relacionados a conservacao
estrutural em sitios especificos e normalmente s&o ricos em arginina, triptofano e
tirosina, embora outros aminoacidos também estejam presentes.(Hu, Ma et al.,
2000) Os “hot-spots” ja foram estudados em diversas interfaces proteina-proteina e
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normalmente ndo estdo dispersos na superficie de contato. Pelo contrario, existe a
tendéncia de que esses residuos se agrupem em nichos, formando uma densa rede
de contatos e contribuindo cooperativamente para a estabilidade do complexo.(Hu,
Ma et al., 2000; Keskin, Ma et al., 2005)

Uma das consequéncias biolégicas sobre essa observacdo € a
inacessibilidade do esqueleto peptidico a mutacdo sitio-dirigida. O esqueleto
peptidico representa aproximadamente 1/5 da area da interface de contato e ainda
assim contribui com aproximadamente 2/3 das ligacdes de hidrogénio.(Lo Conte,
Chothia et al., 1999)

Outra justificativa para o tamanho reduzido dos epitopos funcionais é que 0s
atomos que permanecem parcialmente acessiveis ao solvente, constituem 3/4 da
area de interface, e quando removidos, por exemplo ao serem mutados por alanina,
podem ser substituidos por moléculas de agua, com um custo energético muito
menor que atomos totalmente enterrados. Também ja foi mostrado que a
inacessibilidade ao solvente é uma condicdo necessaria para um residuo constituir
um “hot-spot”.(Bogan e Thorn, 1998; Lo Conte, Chothia et al., 1999; Arkin, Randal et
al., 2003) Além disso, a presenca de cavidades ou sulcos proximos a hot spots, faz
dessas regides boas candidatas para o desenho de farmacos. A avaliacdo dessas
regides, juntamente com a analise da identidade sequencial pode auxiliar no controle
da especificidade da interacéo proteina-inibidor.(Hancock, Macias et al., 2006)

Bogan and Thorn notaram que os hot spots tendem ainda a se concentrar no
centro das interfaces.(Bogan e Thorn, 1998) Essa observacdo levou a criacdo de
uma hipotese chamada de “O’ring”, onde a regido que envolve o hot spot seria
formada por residuos hidrofobicos, propiciando a formacao de interagcdes produtivas.

No entanto, levando-se em conta o papel crucial da hidratacdo, esse padrédo poderia

19



indicar que os atomos da cadeia lateral na periferia sdo mais facilmente substituidos
por agua, sem romper a ligacdo do que atomos no centro da interface de

ligacdo.(Delano, 2002)

1.8. Abundancia dos diferentes aminoacidos em proteinas

De acordo com os dados levantados em uma analise de 45.137 proteinas dentre
15 taxons, os amino&cidos nao polares Ala e Leu sdo os mais abundantes, enquanto
0s menos abundantes séo Trp e Cys (figura 5).(Jordan, Kondrashov et al., 2005) Em
uma analise posterior, em um conjunto de dados definido por interfaces proteina-
proteina com dados experimentais de alanine scanning disponiveis em bancos de
dados publicos ou na literatura, a distribuicdo se mostrou diferente, com uma

prevaléncia de residuos carregados e Tyr (figura 6).(Lise, Archambeau et al., 2009)
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Figura 5 — Distribuicdo dos aminoacidos em diferentes proteinas. Analise de prevaléncia dos
aminoacidos mais comuns em um conjunto de 45.137 proteinas de 15 diferentes taxons. Adaptado de
Jordan, Kondrashov et al., 2005.
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Figura 6 - Distribuicdo dos aminoacidos presentes em diversas interfaces proteicas.
Prevaléncia de aminoacidos levantados de um conjunto de interfaces proteicas que apresentam
dados experimentais e computacionais de alanine scanning.

7

Restringindo ainda mais o conjunto de dados, é possivel mostrar a
distribuicdo de aminoacidos que se localizam na interface proteica e mais

comumente fazem parte de um hot-spot (figura 7).(Lise, Archambeau et al., 2009)
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Figura 7 — Frequéncia de aminoéacidos presentes na interface proteica e que compdem hot
spots. Adaptado de Lise, Archambeau et al.,, 2009. Os residuos Tyr, Trp, Lys, Arg, Asp e Glu
aparecem mais frequentemente em hot spots.

Assim, é possivel identificar os residuos com maior abundéancia dentre os “hot-spots”
enumerados, cujos dados experimentais estejam disponiveis publicamente.
Observamos também que, além dos aminoacidos carregados, aparecem ainda Tyr,

Trp e Asn com uma frequéncia relativa similar a estes.

1.9. Bloqueio de interacdes proteina-proteina

O uso de compostos quimicos visando o bloqueio de interacdes proteina-proteina
vem despertando o interesse de diversos grupos e industrias farmacéuticas que tém
investido no desenho de farmacos especificos para complexos proteicos.(Walsh,
2005; Lampson e Kapoor, 2006) A correta identificacdo de proteinas apropriadas
para a inibicao (“drogaveis”) € um dos passos-chave para assegurar 0 sucesso no

desenvolvimento de inibidores que atuem em interface proteina-proteina.
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As superficies dessas interfaces sao raramente regulares. Em sua grande
maioria, os sitios de ligacdo somente sao expostos apos a multimerizacdo.(Bogan e

Thorn, 1998; Toogood, 2002; Archakov, Govorun et al., 2003; Arkin e Wells, 2004)

1.10. Mutagénese experimental por alanina

A mutagénese experimental por alanina € uma metodologia poderosa para a analise
de interagbes em interfaces proteicas. Essa metodologia mede o efeito na afinidade
de um complexo proteico produzido pela delecdo da cadeia lateral do aminoacido,
além do Cp. A substituicdo sistematica de todos os aminoacidos de uma sequéncia
por alanina é capaz de prover um mapa detalhado, informando quais interacdes séao
criticas e quais sdo menos relevantes. Clackson e Wells definiram esses residuos
importantes como “hot spots”, em trabalho pioneiro sobre a ligagdo do horménio do
crescimento ao seu receptor, onde somente uma pequena fracdo dos residuos da
interface contabilizava a maior parte da energia de ligacdo.(Clackson e Wells, 1995)

Experimentalmente, a técnica mais utilizada é o shotgun alanine scanning (figura 8).
O shotgun scanning implementa um formato simplificado de alanine scanning
combinatorial. Bibliotecas de proteinas cujos residuos foram mutados por alanina
sdo expressas na superficie de fagos para a selecdo in vitro. ApOs sucessivas
rodadas de selecdo, sdo detectados residuos que contribuem para a ligacéo,
possivelmente substituidos por alanina. A combinagdo dos cdédons pode ser
tetranomial, onde além do residuo selvagem e alanina, outros dois aminoacidos
podem ser também codificados. Atualmente, a sintese automatizada de DNA é
usada para a geracdo de oligonucleotideos codificantes para as bibliotecas de
proteinas com residuos mutados por alanina.
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Figura 8 - Bibliotecas combinatoriais de substituicdo por alanina. Através de mutagénese sitio-
dirigida, multiplas substituicées por alanina séo introduzidas em uma proteina selvagem. Devido a
degeneracdo do cédigo genético, mais de um aminoacido pode ser introduzido em cada cadeia lateral
mutada. E possivel que até quatro residuos distintos sejam gerados pela combinacdo dos codons.
Adaptado de Morrison e Weiss, 2001.

Embora a mutagénese por alanina possa ser aplicada a complexos grandes, atraves
de phage display, ainda representa um esforco experimental que nao pode ser
aplicado para analise de interacGes proteicas em larga escala.(Weiss, Watanabe et
al., 2000) No sentido de transpor essa limitacdo, foram desenvolvidas técnicas
computacionais capazes de reproduzir os resultados obtidos em um ensaio

experimental, conforme sera discutido no proximo topico.
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1.11. Alanine scanning computacional

Até o momento, os resultados computacionais em nivel atbmico ndo apresentaram a
precisdo necessaria para alcangar a acuracia quimica, que atualmente é de ~1
kcal/mol. Essa acuracia é utilizada tradicionalmente como um padréo de correlacédo
satisfatorio entre resultados teoricos e experimentais.(Moreira, Fernandes et al.,
2007) Assim, a taxa de sucesso no calculo da energia livre do sistema apds mutacao
por alanina tem sido modesta até agora. A mutacdo de aminoacidos carregados
(Asp, Glu, Lys, Arg e His) gera resultados predominantemente em desacordo com 0s
experimentais e o tempo computacional envolvido continua sendo alto.(Massova e
Kollman, 1999; Reyes e Kollman, 2000; Wang e Kollman, 2000; Wang, Morin et al.,
2001; Wang, Donini et al., 2001; Huo, Massova et al., 2002) Dessa maneira, uma
abordagem computacional precisa representaria um avanco significativo quando
comparado diretamente a relacao custo/beneficio apresentada por uma abordagem
experimental, visando o calculo das diferencas de energia livre de ligacao.

A mutacdo de residuos especificos em proteinas ja foi demonstrada como uma
ferramenta de grande importancia para a determinacdo da contribuicdo energética
individual (Hodges e Merrifield, 1974), assim como a forca da rede de ligagOes de
hidrogénio em interfaces proteicas.(Fersht, Shi et al., 1985)

As interacdes proteina-proteina sdo componentes-chave para todos os processos de
transducédo de sinal. O desenvolvimento e aplicacdo de métodos capazes de alterar
racionalmente essas interacdes tém um papel importante na disseccéo da funcéo e
conectividade em redes proteicas complexas. A predi¢cdo energética da contribuicéo
individual de cada residuo € particularmente de grande valia na determinacdo de
residuos cruciais para o reconhecimento e sinalizacdo molecular.(Tong, Drees et al.,

2002)
25



A maioria das metodologias utiliza uma funcdo de energia livre empirica para a
estimativa de energia de ligacdo.(Sharp, 1998; Massova e Kollman, 1999; Guerois,
Nielsen et al.,, 2002; Huo, Massova et al., 2002) Alguns trabalhos pioneiros se
valeram ainda de resultados experimentais para direcionar suas
observacdes.(Guerois, Nielsen et al., 2002; Kortemme, Kim et al., 2004) A
abordagem dessas metodologias utiliza os parametros nao-ligados encontrados em
campos de forca classicos, como o potencial de Lennard-Jones e a energia
eletrostatica, definida pelo potencial de Coulomb. Alguns podem ainda implementar
termos que definem a energia de dessolvatacdo, determinada por um modelo de
solvatacdo implicito(Lazaridis e Karplus, 1999), a compensacdo da entropia do
sistema(Zoete e Michielin, 2007) e ainda um termo orientacional para a descricao da
rede de ligacbes de hidrogénio(Kortemme, Morozov et al., 2003). A forma geral da
funcdo consiste em uma combinacéo linear desses potenciais.

Outros métodos mais sofisticados e custosos computacionalmente, como o
Molecular Mechanic - Poisson-Boltzmann Surface Area (MM-PBSA), podem produzir
resultados mais aproximados aos observados experimentalmente. O MM-PBSA, por
exemplo, oferece uma estimativa mais acurada do efeito eletrostatico em
proteinas.(Massova e Kollman, 1999; Huo, Massova et al., 2002). Como limitacao,
essas abordagens ndo levam em conta a mobilidade existente na interface proteica,
considerando os membros isolados com a mesma estrutura, antes e apos a
formacdo do complexo. Consequentemente, as interagcdes intramoleculares séo as
mesmas antes e apos a formacédo do complexo e sua contribuicdo é cancelada no
calculo da energia livre. Sequer a movimentacdo observada nas cadeias laterais de
aminoacidos € considerada. A energia eletrostatica € uma excecéo, pois a sua

contribuicdo é dependendo do meio.
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Ja é consolidado o conhecimento de que a adaptacao do ligante ao seu receptor
envolve a movimentacao de regides ricas em lacos, considerados mais méveis que
as regides com estruturas secundarias estaveis.(Spyrakis, Bidon-Chanal et al., 2010;
Zhuravlev e Papoian, 2010) Sabe-se também que véarias regibes desordenadas
podem se tornar ordenadas apos a ligacdo, enquanto outras podem ainda se tornar
mais flexiveis.(Forman-Kay, 1999) O ganho ou a perda de entropia associados a
esses dois efeitos pode afetar significativamente a energia livre de ligacdo. Por
altimo, cofatores, ions metalicos, moléculas de agua intermediando ligacGes entre
cadeias laterais na interface ndo sao quantificados. A consideracdo da mobilidade
proteica representaria um avango consideravel na estimativa da energia livre do

sistema assim como na determinacao precisa dos hot spots.

1.12. Métodos baseados no calculo de energia livre

A predicdo da interacdo seletiva de moléculas com seus receptores, aptas a formar
complexos estaveis, € um dos principais desafios em farmacologia e quimica
medicinal.

Embora fatores cinéticos possam influenciar a afinidade em diferentes complexos
moleculares em meio celular, o fator primario a ser considerado inicialmente no
processo de reconhecimento molecular € a termodinamica.(Gilson, Given et al.,
1997) Em particular, a constante de equilibrio para a ligacao entre dois estados A e
B para a formacdo do complexo AB depende exponencialmente da mudanca de

energia livre associada a formacdo do complexo, conforme ilustrado na equacgéao a

seguir, onde GB e GA sédo as energias livres de dois estados B e A,
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respectivamente, R a constante universal dos gases, T a temperatura e Keq a

constante de equilibrio.

AG =G, -G, =-RTInK_

Os métodos para o calculo de energia livre usam uma amostragem
conformacional para a geracdo de médias termodinamicas, em contraste com 0s
métodos de docking, que focam em uma Unica conformacdo. O uso de ensembles
conformacionais é vantajoso ja que remove a “sensibilidade” aos detalhes de uma
Gnica conformacao. Por outro lado, os métodos de energia livre necessitam de maior
poder computacional e maior tempo de célculo, além de precisarem apresentar
variedade conformacional. Basicamente, dois métodos de calculo se destacam:
métodos “endpoint”, que consideram somente o estado inicial (livre) e o final (ligado)
e estimam a energia livre de ligac&o calculando a diferenca entre os dois estados e
métodos “pathway”, que computam a soma de pequenas diferencas ao longo de um
caminho com um numero pré-determinado de passos, conectando os estados inicial

e final.(Zhou e Siegelbaum, 2008)
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1.13. Energia de Interacao Linear (LIE)

O método Linear Interaction Energy (LIE), proposto em 1994 (Aqvist, Medina
et al., 1994), baseia-se na aproximacdo da resposta linear eletrostatica e na
estimativa empirica da contribuicdo apolar (van der waals). Esse método emergiu
como uma alternativa ao método Free Energy Perturbation (FEP) em muitos casos.

Em contraste ao FEP, o método LIE requer somente simulacdes das
extremidades inicial e final do ciclo de perturbagdo termodindmica, sem exigir
transformacdes alquimicas. Essa técnica ja foi aplicada na determinacédo da energia
livre de ligacdo absoluta de varios ligantes. Sua primeira aplicacdo foi a avaliacao de
um conjunto de inibidores de endotiopepsina, cujos valores de energia livre absoluta
foram determinados em concordéancia com os resultados experimentais.

Subsequentemente, o0 método também foi utilizado no estudo da ligacdo de
inibidores a protease do HIV, tripsina, trombina humana, dentre outros.(Brandsdal,
Aqvist et al., 2001; Ljungberg, Marelius et al., 2001; Carlsson, Boukharta et al., 2008)

A energia livre de ligacédo é estimada de acordo com a seguinte equacéo:

2G =alUs)~ (U™ )+ AUL) - (Us™) )+ 7

onde o0s colchetes representam valores médios, LJ e el representam,
respectivamente, as contribuicbes das energias de interacdo de Lennard-Jones e
eletrostaticas do ligante com o seu entorno (I-s), obtidas por simulacfes de dindmica
molecular ou Monte Carlo. O simbolo A indica a mudanga de estado do ligante, do

estado ndo-ligado (em solucao) para o estado ligado (em complexo).
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As mudancas na energia interna do solvente e da proteina sdo multiplicadas pelos
fatores de calibracdo empiricos a e B, (coeficientes de peso para os termos apolar e
eletrostatico, respectivamente) em face de sua energia de reorganizagdo em
resposta ao ligante.(Aqvist, Medina et al., 1994) Possivelmente, pode ainda ser
incorporado um termo adicional, y, que representa a mudanca na entropia do
sistema. As aplicacfes iniciais do método adotaram o valor 0,5 para 3, de acordo
com a aproximacao da resposta linear, juntamente com um coeficiente de 0,16 para
a contribuicdo polar e um valor nulo de gama. Investigacdes posteriores levaram a
mudanca de um coeficiente B refletindo as caracteristicas do ligante, podendo
assumir distintos valores: 0,5 para ligantes carregados, 0,43 para ligantes neutros
com momento dipolar, 0,37 para ligantes neutros com uma hidroxila e 0,33 para
ligantes neutros com duas ou mais hidroxilas. Os diferentes valores do coeficiente
eletrostatico foram obtidos apds calculos por FEP. Esse refinamento, de acordo com
a carga e com o numero de hidroxilas, tem como finalidade levar em conta os
desvios da aproximacdo da resposta linear, que se mostram particularmente
pronunciados para ligantes contendo grupos dipolares. Considerando esses valores
como padrao, o coeficiente apolar ideal foi 0,181, e gama préximo a zero.(Hansson,
Marelius et al., 1998)

Outros estudos apontam a necessidade da aplicagéo de diferentes coeficientes, que
levem ao consenso com os valores experimentais. E provavel que os coeficientes
sejam dependentes do sistema estudado, embora diferencas nos campos de forca e
nos procedimentos computacionais também sejam importantes.

Como publicado em 2006, boas correlacbes entre a energia livre calculada e

resultados experimentais foram obtidas com os coeficientes padrdo: «=0,18 e

B=0,43, além de coeficientes especificos para cada sistema.(Wang, Wang et al.,
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1999) Em geral, um mesmo conjunto de coeficientes de calibragcdo ndo pode ser
aplicado para todos os sistemas.

A qualidade dos resultados gerados por LIE é significativamente alta, desde que
respeitadas as condicbes normalmente utilizadas para a aplicagdo do método:
estudo de ligantes semelhantes dentro de uma série de compostos,
desconsiderando as mudancas na entropia configuracional e omitindo a energia
interna do ligante. A caracteristica mais promissora, no entanto, é a capacidade de
calcular a energia livre de ligacdo absoluta, que normalmente foge do escopo de
FEP.

Para cada estimativa de energia livre de ligacdo utilizando o método linear
interaction energy (LIE)(Agvist, Medina et al., 1994) s&do necessarias duas
simulacdes: uma delas com o ligante em solugdo e a outra com o ligante em
complexo com o receptor. As amostras salvas durante as simulacdes representam
conjuntos de conformacfes e sdo usadas para computar o potencial eletrostatico
meédio e as energias de interacdo de Lennard-Jones do ligante com o0 seu entorno
nos estados livre (em solucéo) e ligado (em complexo com o receptor e solvatado).
Um segundo método endpoint também largamente utilizado é o MM-PBSA. Esse
método utiliza simulacbes de dindmica molecular do ligante livre, do receptor livre e
do complexo, como pontos iniciais para o0 calculo das energias potencial e de
solvatacdo.(Srinivasan, Miller et al., 1998; Gouda, Kuntz et al., 2003) A dindmica
molecular aplicada nesse meétodo tipicamente faz uso de um campo de forca
empirico (assim como LIE) e um modelo de solvente explicito. As médias de energia
potencial e energia de solvatacdo séo calculadas sobre cada trajetoria, permitindo
que sejam conhecidas as mudancas na energia potencial e na energia de

solvatacdo, de acordo com a equacao a seguir:
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AG = (Upl)—(Up) —(Ul) +(Wpl) —(Wp) — (WI) ~TAS®

onde <Upl>, <Up> e <UI> sdo as médias do potencial do Boltzmann do complexo,
do receptor e do ligante, respectivamente, <Wpl>, <Wp> e <WI> sdo as médias da
energia de solvatacdo do complexo, do receptor e do ligante, respectivamente, T € a

temperatura do sistema e AS® a contribuicéo entrépica para a ligacao.

1.14. Racional e motivacéo

Tradicionalmente, os farmacos sdo descobertos através de varreduras
aleatdrias ou direcionadas, seguidas por uma otimizacdo estrutural discreta, de
modo a potencializar sua atividade. Com o aumento dos custos, diminuicdo de
recursos e legislacdo cada vez mais estrita, essa abordagem nao se mostra eficiente
ou econOmica.

A caréncia de dados relativos a afinidade e energia livre dos ligantes APRIL e
BAFF e seus receptores, TACI e BCMA, nos levou a estudar mais detalhadamente
esses complexos, visando a observacédo de padrdes de ligacdo que pudessem ser
utiizados no desenho de novos inibidores peptidicos complementares
especificamente a APRIL. As simula¢des de dindmica molecular e calculo de energia
livre realizadas nesse estudo foram conduzidas de maneira a avaliar e quantificar o
perfil energético do complexo APRIL/TACI e propor racionalmente modificaces
estruturais em TACI, visando o aumento da afinidade entre estas proteinas.

A associagdo ao grupo que inicialmente descreveu a fungédo dessa proteina
da familia TNF favoreceu a realizacdo dos experimentos laboratoriais que

propiciaram a comprovacao parcial dos resultados obtidos.
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2. Objetivos
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2.1. Objetivo geral

O objetivo central deste trabalho é gerar uma plataforma estrutural peptidica
altamente seletiva e especifica para APRIL, no intuito de desenvolver agentes
terapéuticos com aplicagdo potencial em doencas inflamatérias, autoimunes,
particularmente artrite reumatoide, dada a correlacdo direta da expressédo de APRIL
em pacientes acometidos por essa doenca e alguns tipos de cancer como, por

exemplo, adenocarcinomas e linfomas.

Para desenvolver antagonistas especificos combinaremos metodologias
computacionais e experimentais com o objetivo de produzir antagonistas sollveis
para a molécula receptora da APRIL com base na estrutura de uma de suas
moléculas receptoras, TACI. Tais antagonistas poderdo ser usados para corrigir a
sinalizacdo em excesso da proteina APRIL como descrita para varios tipos de
tumores. Além disso, niveis soroldgicos aumentados da APRIL tém sido observados
em pacientes com doencas autoimunes, como artrite reumatoide e lUpus, sugerindo
gue essa proteina poderia ser um alvo terapéutico no tratamento dessas

enfermidades.

34



2.2. Objetivos especificos

- Construir a estrutura tridimensional de APRIL humana por modelagem comparativa
- Caracterizar as interacoes de APRIL e BAFF com seu receptor comum TACI_D2.

- Elaborar uma abordagem computacional para a avaliacdo da relevancia dos

residuos de TACI na interacdo com APRIL e BAFF.

- Propor peptideos mutados, baseados na sequéncia selvagem de TACI, com

modificacdes capazes de inibir seletivamente a interacdo de APRIL.

- Realizar simulacdes de dinamica molecular com os peptideos desenhados e prever
se havera aumento na afinidade com a incorporacdo das mudancas propostas,

levando a interacdo especifica com APRIL e/ou BAFF.

- Sugerir, dentre as sequéncias desenhadas, potenciais candidatos para a clonagem

e ensaios funcionais bioldgicos através de ensaio imunoenzimatico.

- Expressar as sequéncias em vetor eucariotico e testa-las experimentalmente em

sistemas de fase solida.
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3. Metodologia
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O desenvolvimento de novos farmacos permanece ainda hoje como um desafio.
Enquanto o tradicional processo de preparacdo e modificacdo de moléculas mostra-
se como a mais bem sucedida abordagem com esse objetivo, o advento da
simulacdo computacional em sistemas biolégicos conduziu ao processo de desenho
e descoberta de farmacos por uma nova via, potencialmente mais curta. O estudo
tedrico detalhado das interagcdes moleculares vem se tornando cada vez mais eficaz
e condizente com os resultados experimentais.

A partir do conhecimento aprofundado da estrutura e comportamento moleculares, é
possivel determinar as conformacfes mais provaveis dos farmacos no sitio de
ligacdo, assim como fatores energéticos e estruturais responsaveis por interacdes
ligante-receptor.

Discutiremos nesse capitulo as ferramentas utilizadas no estudo das interacdes dos
ligantes APRIL e BAFF com o receptor TACI e as estratégias elaboradas para

alcancar os objetivos propostos.

3.1. Modelagem Comparativa

Proteinas que ndo possuem estruturas tridimensionais determinadas
experimentalmente podem ter sua estrutura predita a partir da sua sequéncia de
aminoacidos utilizando o método de modelagem comparativa, também conhecida
como modelagem por homologia.(Sali e Blundell, 1993) Trata-se de um meétodo
empirico que se baseia no alinhamento construido entre a sequéncia da proteina a
ser modelada e a sequéncia de uma proteina relacionada evolutivamente

(homdéloga) que possua estrutura tridimensional resolvida experimentalmente.
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O processo de predicdo da estrutura tridimensional de uma proteina utilizando
métodos de modelagem comparativa consiste em quatro etapas: ) identificacdo de
referéncias; IlI) alinhamento entre sequéncias; Ill) construcdo do modelo; e V)
validacdo do modelo.(Marti-Renom, Stuart et al., 2000) Na modelagem comparativa
€ necessario construir o melhor alinhamento possivel entre a sequéncia a ser
modelada e a sequéncia escolhida como referéncia para ser utilizada como molde. A
construcdo do modelo € baseada inteiramente na informacdo contida no
alinhamento entre as sequéncias. A validacdo do modelo construido tem o objetivo
de avaliar a qualidade do modelo, que determinard a precisdo da estrutura
tridimensional, indicando a sua possivel utilizacdo, e também identificar possiveis
erros da estrutura tridimensional, resultantes da escolha inadequada das referéncias
ou do alinhamento construido.(Eswar, Webb et al., 2006)

Neste trabalho, a estrutura da proteina APRIL humana foi obtida através de
modelagem comparativa, tendo como molde a estrutura da proteina APRIL isolada
de camundongo, depositada no Protein Data Bank (PDB) (Berman, Westbrook et al.,
2000), sob cédigo 1XU1 (Hymowitz, Patel et al., 2005), usando o programa Modeller
versao 9.4.(Sali e Blundell, 1993) A sequéncia da APRIL humana foi obtida no banco
de dados Protein do NCBI sob o codigo AAL90442.1.(Pradet-Balade, Medema et al.,
2002) O alinhamento foi gerado pelo programa Align (Rice, Longden et al., 2000),
utilizando a matriz de substituicAo Blosum62.(Henikoff e Henikoff, 1992). Foram
construidos 50 modelos, dentre os quais o de menor valor de funcdo objetiva foi
escolhido para posterior validacdo. A funcdo objetiva é calculada a partir das
restricobes geométricas e valores energéticos medidos durante a construcdo do
modelo.(Sali e Blundell, 1993) A estrutura homotrimérica de APRIL complexada a

proteina TACI foi obtida pelo alinhamento estrutural do modelo a estrutura do molde.
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O mesmo procedimento ndo precisou ser realizado para BAFF, cuja estrutura
correspondente a sequéncia humana se encontra depositada no PDB sob o cadigo

1KXG.(Oren, Li et al., 2002)

3.2. Dinamica molecular aplicada ao Célculo de Energia Livre e
andlise da estabilidade dos peptideos mutados

A Dinamica Molecular (DM) é um método de simulagdo computacional que utiliza um
campo de forcas classico para descrever as interacdes moleculares a partir da
resolucdo numérica das equacdes classicas de movimento. (Allinger, 1976; Allen e
Tildesley, 1987; Leach, 2001)

Genericamente atribui-se a denominacdo de campo de forca a descricdo de um
sistema de muitas particulas pela sobreposicdo de termos simples. Para o
tratamento de centenas ou milhares de &tomos, sdo introduzidas fungbes potenciais
empiricas, calibradas por informacdes experimentais e calculos quéanticos sobre
pequenas moléculas.(Brooks, Bruccoleri et al., 1983; Brooks-lii, Karplus et al., 1988)
A funcd@o energia potencial para um sistema molecular constituido de N atomos
calcula-se entre os pares de atomos a partir de somatérios de termos harmdnicos,
torcionais, eletrostaticos e de Lennard-Jones, forma funcional comum a varios
campos de forca (GROMACS, AMBER, CHARMM etc).

A solucdo numeérica das equacfes de movimento a partir de coordenadas e
velocidades iniciais, para 0 movimento de cada atomo submetido ao campo de forca,
€ obtida através de um algoritmo computacional. Todos eles baseiam-se na
resolucao das equacdes de Newton a partir de uma expanséo em serie de potencias
da posicdo das particulas para cada particula e em cada incremento no tempo

ot.(Allinger, 1976; Leach, 2001)
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A simulacdo por dindmica molecular abre a possibilidade de um estudo mais
detalhado dos sistemas de macromoléculas em complexo com outras moléculas
menores, com analise das interagcbes entre estes componentes na escala
microscopica e em tempos da ordem de até microssegundos. Com esta metodologia
simula-se 0 comportamento dinamico dos sistemas, sendo possivel o0
acompanhamento da evolucéo temporal dos mesmos como também a determinacao
de propriedades dinamicas, estruturais e termodinamicas, como a energia
livre.(Leach, 2001) Assim como ocorre para 0s demais potenciais termodinamicos,
nao sdo os valores absolutos da energia livre em si, mas as variacdes na referida
energia que retém importancias mais significativas tanto em questdes praticas como
tedricas. A variacdo da energia livre de Gibbs, determinada via diferenca entre as
energias associadas ao estado final e inicial do sistema, dado ser a energia em
guestdo uma funcéo de estado AG = G; — G;j, sendo Gs a energia livre final e G; a
energia livre inicial.

Os complexos APRIL/TACI e BAFF/TACI foram submetidos a simulagbes de
dindmica molecular onde foi realizada a mutacao por alanina em todos os residuos
de TACI, exceto Ala e Cys, totalizando 28 residuos. A estrutura de APRIL humana
foi mantida sem alteracdes. Dessa maneira, o complexo utilizado para o célculo de
energia livre € composto de dois monémeros de APRIL ou BAFF e uma molécula de
TACI, ja que o terceiro mondémero ndo mantém interacao direta com o receptor. Para
essa fase do trabalho, utilizamos o programa Q.(Marelius, John, Kolmodin, Karin et
al., 1998) Inicialmente, realizamos 500 picossegundos (ps) de simulacdo a
temperatura T=200 K e 500 ps a temperatura T=300 K, totalizando 1 nanossegundo

(ns). Apdés a equilibracéo, realizamos mais 4 ns de simulagdo, completando a fase
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de producao, aproveitando os 4500 ps finais para o calculo da energia livre do

sistema. As trajetdrias foram salvas a cada 0,5 ps.

Uma maneira do programa Q lidar com o custo computacional elevado no célculo do
potencial eletrostatico de longo alcance, devido a inclusdo de condi¢cbes periddicas
de contorno, € confinar o sistema em uma esfera de raio delimitado,
desconsiderando as interacdes nao ligadas fora do raio dessa esfera. Essa

abordagem reduz o numero de particulas simuladas.(Marelius, J., Kolmodin, K. et

al., 1998)

A esfera delimitada para as simulacgdes foi de 20 A com centro no carbono alfa (Ca)
de cada aminoacido de TACI. A biblioteca de fragmentos do campo de forga
Gromos96 (Daura, Mark et al., 1998) utilizada no programa Q contém topologias
para os residuos Lys, Arg, Asp e Glu em sua forma neutra, mas mantém a topologia
correspondente a forma ionizada. Nesse Ultimo caso, os aminoacidos Lys e Arg com
a cadeia lateral com carga +1e se denominam (Ly+, Ar+), e os residuos Asp e Glu
com carga liquida -1e As-, Gl-. Os residuos carregados, localizados até 10 A do
centro da esfera foram considerados na forma ioGnica, sendo 0s restantes neutros.
Todos os residuos situados até uma distancia de 18,5 A do centro da esfera externa
foram mantidos sem restricbes, enquanto os proximos até 1,5 A da borda da esfera
foram submetidos a restrigbes harmoénicas com constante de forga igual a 200

kcal/(mol.A?).

A estabilidade do sistema foi calculada comparando os valores de energia média
das duas metades da fase de produgdo, baseado no conceito de ineficiéncia

estatistica.(Allen e Tildesley, 1987)
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Um exemplo do sistema montado para os calculos de energia livre € mostrado na

figura 9.

A B

Figura 9 — Modelo representativo do complexo construido para os célculos de energia livre. Em
A, o sistema ligante+solvente. O residuo representado por bastdes no centro da esfera representa o
ligante de referéncia. As setas indicam o raio externo da esfera, onde os atomos foram mantidos fixos
por restricdes harmdnicas. Em B, o sistema ligante+receptor+solvente. As cadeias em ciano e verde
representam dois mondémeros de APRIL, enquanto a cadeia em azul representa TACI.

Para realizar os célculos da variagdo da variagdo da energia livre (AAG), séo
necessarias simulacdes de quatro sistemas distintos para cada residuo de TACI:
dois considerando a estrutura nativa: ligante + solvente e ligante + complexo; e dois
para a estrutura mutada por alanina: ligante (mutado) + solvente e ligante (mutado) +
complexo.

Os valores dos coeficientes de calibracdo para a equacao de LIE foram os
seguintes: 0,5 para residuos carregados, 0,43 para residuos neutros com momento
dipolar e 0,37 para residuos com uma hidroxila (Ser, Thr, Tyr). Os hot spots foram
definidos por residuos que exibem um AAG positivo, quando mutados por

alanina.(Moreira, Fernandes et al., 2007)
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O AAG estimado foi calculado pela subtracéo do valor entre AG do ligante mutado e

AG do ligante nativo ou selvagem.

AAG AG AG

mutado selvagem

ligagio —
Para os residuos carregados, foi adicionado um termo de corre¢do ao valor de AAG
igual a 1.35|pH-Pka|, tendo o valor de pH 7.0 como referéncia e Pka 12,5, 10,7, 4,5 e
4,0, para os residuos Arg, Lys, Glu e Asp, respectivamente. Assim, os valores de
correcdo foram 7,43, 5,0, 3,38 e 4,05 para Arg, Lys, Glu e Asp, respectivamente.
Esta correcdo compensa possiveis diferencas surgidas entre os resultados
experimentais e os calculados (Qasim, Ranjbar et al.,, 1995). A soma par a patr,
implementada para a reducdo da demanda computacional, desconsidera a influéncia
exercida por mais de duas particulas simultaneamente, levando a exclusdo de
alguns efeitos de polarizacdo do campo de forca. Esse efeito é induzido pelo campo
eletrostatico de todo o sistema e é particularmente perceptivel na cadeia lateral de
residuos ionizaveis.

O desvio padréo dos valores de AAG foi calculado de acordo com a expressao:

Ototal = \/ﬂz (Gﬁgado(el) + O-I?vre (EI)) + a2 (Gﬁgado( L‘]) + GI?vre(L‘])) ' onde a e B correspondem

aos coeficientes do LIE e o™ representa o desvio padrdo para os termos nos

estados ligado e livre.

3.3. Desenho de peptideos com potencial capacidade inibitéria
para APRIL

Em funcdo dos resultados do célculo de energia livre por dinAmica molecular e de

observacbes feitas na estrututa cristalografica do complexo APRIL/TACI e
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BAFF/TACI, mutamos direcionalmente a estrutura de TACI, dando origem a um
conjunto de peptideos que doravante serdo denominados TO a T13, correspondendo
TO a estrutura de TACI selvagem.

As escolhas de residuos para as mutacdes recairam em aminoacidos com cargas
opostas, no caso de residuos carregados, com AAG positivo. Em outras situagoes,
foi intencionado o aumento no comprimento da cadeia lateral, impelindo interacdes
especificas, ou o aumento do numero de ligacdes hidrogénio e pontes salinas
pontuais. Também foi direcionado o aumento do efeito hidrofébico ou reducdo da
exposicao ao solvente.

O programa utilizado para as simulagdes por Dinamica Molecular dos complexos de
APRIL/BAFF com os peptideos mutados (T0O-T13) foi o GROMACS.(Lindahl, Hess et
al.,, 2001) Inicialmente os complexos foram submetidos a 5000 passos de
minimizacado, utilizando o algoritmo steepest descent, e as coordenadas finais da
minimizagéo foram aproveitadas como coordenadas iniciais da dindmica molecular.
A dinamica foi dividida em duas partes: termalizacéo, de 1 a 3 ns, compreendendo 1
ns a 100 K, 1 ns a 200 K e 1 ns a 300 K, mantendo a proteina com seus atomos
pesados restritos por um potencial harménico de constante 1000 kJ/(mol nm2), e a
fase de producdo, totalizando 30 ns a partir da termalizacdo. O tratamento
eletrostatico utilizado em todas as fases foi Particle Mesh Ewald (PME).(Essmann,
Perera et al.,, 1995). Os raios de corte foram 0,9 e 1,4 nm, para o potencial
eletrostatico e de Lennard-Jones, respectivamente. Condi¢cdes periddicas de
contorno foram aplicadas. Os sistemas foram hidratados com o modelo de agua
SPC.(Berendsen, Postma et al., 1981) O acoplamento térmico de Berendsen foi
utilizado para manter a temperatura em 310K, com um tempo de relaxacéo de 10 fs

e acoplamento de pressdo de Berendsen isotrépico.(Berendsen, Postma et al.,
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1984) O algoritmo LINCS foi utilizado para restringir os comprimentos das ligacdes
covalentes.(Hess, Bekker et al., 1997) As dimensdes da caixa foram 0,9 x 0,9 x 0,9
nm®. O campo de forca utilizado foi 0 Gromos96.(Daura, Mark et al., 1998) Os
parametros da dindmica molecular e do calculo de energia livre com Q, sao

mostrados no Anexo |l.

3.4. Estrutura minima de TACI necesséaria para interagédo do
APRIL

Para as simulagdes de dindmica molecular com TACI sob diferentes condi¢gbes de
clivagem das pontes dissulfeto, o amino&cido cisteina componente de cada ligacao
foi substituido por alanina. Com esse procedimento, foi possivel formar diferentes

combinacdes entre as trés pontes existentes no dominio TACI-d2 (figura 10).
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1: 71-86
2:89-100
3: 93-104

Bridge

Figura 10 — Pontes dissulfidicas presentes no dominio rico em 4 1 Q 3
cisteina de TACI. A: Existem trés pontes S-S, formadas pelos

residuos C71-C86, C89-C100 e C93-C104 no estado nativo. B:
Combinacdes de quebra de pontes dissulfidicas clivadas para o 5 1 2 Q
estudo da estabilidade da estrutura minima de TACI. A combinacao

1, mantendo as trés pontes, € o controle positivo, enquanto a

segunda combinacgéo, eliminando as trés pontes, o controle negativo. 6 Q 2 Q

1 00"

O sistema 1 foi mantido como controle positivo, mantendo todas as pontes,
enquanto o sistema 2 foi determinado como controle negativo, com todas as pontes
clivadas. A mutacdo foi feita com o programa Pymol (The PyMOL Molecular
Graphics System, Version 1.3, Schrédinger, LLC) e a simulacdo obedeceu as
mesmas condigcbes da dindmica molecular dos peptideos TO-T13. O tempo de

simulacédo para a analise da estrutura secundaria foi de 30 ns.

3.5. Mutagénese computacional

Os resultados obtidos no calculo da energia livre e a partir da analise da interface
APRIL/TACI foram empregados como base para a mutagénese sitio-dirigida da
estrutura de TACI. A estrutura inicial de TACI_D2 (TO), foi modificada usando o
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programa Pymol, realizando as mutacdes sugeridas nos peptideos Tl a T13,
utiizando a ferramenta de mutagénese pontual. Os peptideos mutados foram
alinhados estruturalmente ao complexo APRIL-TO e BAFF-TO, sobrepondo-se as
coordenadas do carbono alfa dos residuos dos peptideos com TO, gerando as
coordenadas iniciais para a minimizacdo de energia e da dinamica molecular

partindo da mesma conformacao inicial.

3.6. Superficie Acessivel ao Solvente

A superficie acessivel ao solvente (SAS) descreve a area sobre a qual um contato
entre a molécula e o solvente pode ocorrer, considerando cada 4&tomo como sua
representacdo pelo raio de Van der Waals.(Lee e Richards, 1971) Com essa
medida, é possivel quantificar a area de uma biomolécula que fica exposta ao
solvente.

A SAS foi calculada utilizando o programa NACCESS (Hubbard, Campbell et al.,
1991). Os residuos acessiveis foram considerados como 0s que apresentaram um

valor de SAS relativa de mais de 5%. O tamanho da sonda utilizada foi de 0,14 nm.

3.7. Clonagem e Expresséo dos mutantes de TACI

Foram realizados ensaios de PCR a fim de amplificar a fase aberta de leitura do
gene de TACI. Foi utilizado o vetor pDONR221 de 4762 pares de bases que é um
plasmideo com sitio mdltiplo de clonagem e possui resisténcia ao antibiodtico
Kanamicina. Todos os construtos contém sequéncias sinalizadoras de secrecéo e
recombinacdo que permitem sua inser¢cdao no vetor de expressao. Depois de
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realizada a ligacéo, foi misturada gentilmente metade do seu volume com a cepa de
E. coli DH5a sempre mantidas no gelo. Esta mistura foi transferida para cubetas de
eletroporagéo e submetida a uma descarga elétrica de 2.5 V num eletroporador por
no maximo 4.8 s. Apés este tempo foi adicionado imediatamente 800 uL de meio
SOC condicionado a temperatura ambiente. O meio contendo as células
transformadas foi removido e mantido sob leve agitacdo a 37°C por 1 h. Finalmente
as células transformadas foram plaqueadas em meio LB &gar contendo o antibiotico

adequado para posterior selecdo dos clones positivos.

Todos os peptideos foram baseados no dominio TACI-d2 e foram acoplados ao
fragmento cristalizavel (FC) da Ig. Duas combina¢cBes foram expressas: a primeira
acrescentada do dominio TMD de TACI e a segunda sem esse dominio. Os
iniciadores utilizados para essa fase do trabalho sdo descritos no anexo I. As
sequéncias amplificadas por PCR foram submetidas e eletroforese em gel de
agarose 7,5% em tampéao TBE (Tris/Borato/EDTA) para a purificagdo usando o kit de
extracdo QIAquick (Qiagen, Courtaboeuf, France). Os peptideos foram clonados
usando o Gateway LR Clonase Enzyme Mix (Invitrogen). Os clones foram isolados,
expandidos e os plasmideos foram purificados usando o Qiagen Plasmid Midi Kit
(Qiagen), seguindo as instrucdes do fabricante. Apos a purificacédo dos plasmideos,
células 293T foram transfectadas com CacCl, e o sobrenadante produzido foi entdo
recolhido e mantido a -20°C. A expressédo dos peptideos foi confirmada por Western
Blot, usando anti-lgFC. O protocolo do PCR, assim como as sequéncias dos

inicializadores utilizados, se encontra no anexo |.

3.8. Cultivo Celular
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Células renais embrionarias humanas (HEK)/293T aderentes foram mantidas em
meio de cultura Dulbecco's Modificado (DMEM) contendo 200 mM de GlutaMAX
(Gibco, France), 100 unidades/ml de penicilina, 100 pg/ml estreptomicina e 10% soro
bovino fetal (SFB). As células foram cultivadas a 37°C em atmosfera de 5% CO,. As
células foram mantidas em passagens sucessivas e ao atingirem 70% de

confluéncia, a monocamada foi removida com a adi¢cdo de PBS/EDTA 0.5 mM.

3.9. Transfeccéao

Aproximadamente 24 horas antes da transfeccdo, as células foram plaqueadas de
maneira a estarem com cerca de 60% de confluéncia no momento da transfeccgéo.
As transfecgdes foram feitas em placas de seis poc¢os adicionando 1,0 ng/ml de DNA
em cada poco. As células foram transfectadas pelo método de CaCl,. Em resumo,
os plasmideos foram diluidos em agua e CacCl, 2,5 M foi adicionado. Em sequéncia,
salina tamponada (HBS 2x pH 7.1) foi adicionado lentamente a solu¢do. Foram
entdo adicionadas, gota a gota, as células, mantendo a placa sob vagarosa
agitacdo. Esta técnica se baseia nos precipitados de DNA plasmidial formados pela
interacdo com os ions de calcio. O precipitado insoluvel adere a superficie celular e
€ endocitado pelas células. Apos 8 horas, o meio de transfeccdo foi trocado e a
eficiéncia da transfeccéo foi analisada apos 72 horas através de immunoblotting. O

protocolo da transfeccdo se encontra no anexo I.

3.10. Imunoblotting

Apds 72 horas, o sobrenadante foi recolhido e centrifugado a 2000 RPM, seguido de

filtragem em filtro de 0,22 uM. Volumes iguais dos sobrenadantes foram adicionados
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em gel desnaturante de poliacrilamida a 10%. Apos a finalizacao da eletroforese, foi
feita a transferéncia para membrana de nitrocelulose, conforme protocolo descrito.
(Morel et al. 2002). As membranas foram incubadas com anticorpo anti-Flag
produzido em coelho, seguido de anticorpo secundario produzido em cabra, anti-
coelho acoplado a peroxidase (horseradish peroxidase) (Dako, Trappes, France). As
membranas foram reveladas usando Lumi-Light Western Blotting Substrate (Sigma-

Aldrich), de acordo com as instrucfes do fabricante.

3.11. ELISA

Para os ensaios imunoenzimaticos, (ELISA), padronizado previamente pelo grupo do
Dr. Michael Hahne, placas de 96 pocos Nunc Maxisorp (eBioscience, France) foram
incubadas a 4°C overnight, com 100 ulL/poco (20 ng/ml) de BCMA (Peprotech,
France) ou TACI-FC (cedido pelo Dr.Michael Hahne), diluido no tampéo de
sensibilizacdo e posterior incubacdo overnight a 4°C. Antes de ser adicionado a
placa, 100 ul do sobrenadante recolhido das células expressando cada um dos
peptideos foram incubados em banho de gelo por 15 minutos, juntamente com 0,75
ul de APRIL-flag ou BAFF-flag. Apds 2 horas de incubacédo 100 pl de anti-flag foram
adicionados a cada poco e a placa foi incubada por mais 1 hora, seguida de
lavagem com PBS-Tween (6x) e foi entdo adicionado anti-flag, seguida de mais 30
minutos de incubacéo a 4°C. Finalmente, o complexo imune foi revelado com adicéo
de 100 pl da solucéo de revelacdo (O-Fenilenodiamina em tampé&o de lavagem), a
reacdo foi interrompida com acido sulfurico 1N e a leitura realizada em leitor de

ELISA a 490 nm. O protocolo do ELISA se encontra no anexo |.
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4. Resultados e discussao
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Neste capitulo serdo descritos:

a)

b)

f)

4.1.

Resultados da simulacdo computacional através da analise da modelagem

por homologia das proteinas envolvidas;

Célculos de energia livre por dinamica molecular pelo método de Energia

de Interacdo Linear (LIE), apds a mutagénese de TACI;

Dinamica molecular com os peptideos mutados e com TACI em diferentes

condi¢Bes de clivagens das pontes dissulfeto;
Analise filogenética das sequéncias de APRIL de diferentes espécies
Dinamica molecular dos peptideos TO-T13 durante 30 ns de simulacao.

Resultados do ensaio imunoenziméatico em placas sensibilizadas com TACI

e BCMA.

Alinhamento sequencial

Para caracterizar as sequéncias de APRIL, e avaliar possiveis regides variaveis

gue sirvam como indicio da especificidade, foi feito um alinhamento das sequéncias

expressas em Homo sapiens, Mus musculus, Rattus norvegicus, Oryctolagus

cuniculus, Bos taurus, Sus scrofa, Canis familiaris e Felis catus.

A conservacao sequencial de algumas regides € indicativo de baixa seletividade

e possivel reacdo cruzada com o0s receptores. A partir do alinhamento das

sequéncias de APRIL provenientes das espécies citadas, observamos a

conservacao interespecifica dessa proteina (figura 11).
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Canis lupus familiaris
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Homo: 0.06678

Bos: 0.04475
Sus: 0.04325
Canis: 0.02387
Felis: 0.05212

—Mus: 0.01875
L Rattus:0.03958

Oryctolagus: 0.05128

Figura 11 — Alinhamento interespecifico da sequéncia linear e filogenia de APRIL. A)
Alinhamento entre as sequéncias de APRIL provenientes de diferentes espécies. Sao encontradas
algumas substituicfes, embora as sequéncias sejam conservadas entre as espécies comparadas. B)
Dendrograma da relagéo entre as sequéncias das cinco espécies comparadas. Os valores mostrados
referem-se a distancia em relagdo a um ancestral comum.

As substituicbes existentes em APRIL ocorrem principalmente em regides néo

relacionadas ao reconhecimento do receptor TACI: 179-187 (TMGQVVSRE), 191-

197 (RQETLFR), 204-210 (SHPDRAY), 230-232 (IIP) e 241-243 (SPH),

correspondendo & numeracdo da sequéncia da proteina humana, depositada no

banco de dados Uniprot (Leinonen, Diez et al., 2004) sob o codigo O75888.

A presenca de tais substituices justificou a construgdo do modelo por homologia da

proteina humana, em detrimento da utilizacdo da estrutura cristalografica murina. O

alinhamento sequencial apontou uma alta conservacdo de APRIL entre diferentes
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espécies. Com excecdo do segmento RRETLFR, as variacdes se localizam em
regides de alca (loop), em sua maioria fora do sitio de reconhecimento caracterizado
no cristal de APRIL ligado a TACI, depositado no PDB (tabela 2). A analise da
estrutura secundaria de APRIL murino mostrou que as regifes que sofrem variacao
encontram-se principalmente em segmentos de loop, com exce¢do da sequéncia

RRETLFR (figura 12).

Tabela 2 - Substituicbes observadas entre APRIL humana e murina na regido de
reconhecimento.

Humano | 191 RQETLFR 197 | 204 SHPDRAY 210 | 230 ITIP 232
Murino | 180 RRETLFR 186 | 193 SDPDRAY 199 | 219 KIP 221

As distancias filogenéticas entre APRIL humana (0,066) e murina (0,018) apontam
uma origem comum, indicando que a estrutura de APRIL murina pode ser usada

como molde para a determinagéo da estrutura de APRIL humana (figura 11).

SCOP Alproliferationzinducingjligand FAPRIS d1xulam

POEKKHS VLHLVPVMN I TSKADSDVTEVMWOPVLRRGRGLEAQGD IVRVWDTGIYLLYSQVLFH
FDE 195 110 120 130 140 150 160 163

SCOP ANproliferation=inducingligand;APRIS @1xu1’

DsSP N —_ N .

PREDVTFTMGQVVS REGOGRRETLFRCIRSMPSDPDRAYNSCYSAGVFHLHQGDI ITVKIPRA
FDEqjcq 170 150 190 200 210 220 223

POENAKLSLSPHGTFLGFVEL
PDE34 230 240

Figura 12 - Estrutura secundaria de APRIL humana encontrada no mondémero (1XU1),
calculada pelo DSSP. Com excecdo da sequéncia RRETLFR, as regides que sofrem variacdo se
encontram principalmente em segmentos de alca.

A sequéncia do dominio secretado de APRIL humana alinhada ao dominio

correspondente, proveniente de camundongo, € mostrada na figura 13A, onde é
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possivel observar uma discordancia de 20 aminoacidos entre as sequéncias. Para
fim de comparacdo com a sequéncia de BAFF equivalente ao dominio solavel de
APRIL, foi feito o alinhamento entre as sequéncias de BAFF humana e murina. Cabe
notar, novamente, a presenca de 20 aminoacidos diferentes, porém em regides nao

equivalentes as de APRIL (figura 13B).

A
110 1z0 130 140 150
el e e T I el I b e
april homo 104 K!HSVLHL?P"NETSKIDSDVTEVMWQP" y
april mus 104 K!HSVLHLVP!NHTSKHDSDVTEVMWQP*

160 170 150 1a0 zZ0oo
april_homo 154 YLLYSQVLFEDVTFTMGQVFSREGQGRQETLFRCIRSMPS‘EDRRYNSCY
april mus 154 ID?TFTMGQ??SREGQGR!ETLFRCIRSMPSIDDRBYNSCY
april homo 204
april mus 204

B

150 160 170 180 150

baff homo 14z
baff mus 142

Z40
- . | | | | | | ...

baff homo IR YFETIY EOVLYTD Sl AMGHETORKKVHYFGDELSLYTLERCTIQNMP TLP
baff mus IR YFETYS0VLYTD S AMGHY TORKKVHYFGDELSLYTLERCIONME ATLP
z50 zZE0 z70 Za0

baff homo 242
baff mus 242

Figura 13 - Alinhamento entre as sequéncias dos monémeros secretados de APRIL e
BAFF isoladas de Homo sapiens e Mus musculus. Em A, a sequéncia de APRIL murina,
extraida do cristal 1XU1 e a sequéncia de APRIL humana, obtida no banco de dados Entrez
Protein sob o cédigo BAE16556. Em B, a sequéncia de BAFF humana, extraida do cristal
1KXG e a sequéncia de BAFF murina, obtida no banco de dados Entrez Protein, sob o codigo
AAD22475.

A andlise do alinhamento de APRIL mostra que o molde murino € adequado a
construcdo do modelo humano dado que a identidade entre as sequéncias € de

85,4%, enquanto a similaridade é de 92%.
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Embora algumas regras utilizando o alinhamento sequencial ja tenham sido
sugeridas para a identificacdo de hot spots em interfaces proteicas, quando
aplicadas em interfaces maiores, essas regras Se tornam pouco
confidveis.(Tuncbag, N., Gursoy, A. et al., 2009) Os motivos provaveis seriam a alta
complexidade estrutural, a variacdo da exposicdo ao solvente e a extrema
diversidade de formas da interface. Essas observacdes levaram a conclusdes
conflitantes quando comparadas com a energia de interagcao identificada por alanine

scanning.(Lo Conte, Chothia et al., 1999)

A correta identificacdo dos hot spots ndo é 6bvia quantificando-se somente 0s
contatos visiveis na interface proteica. Em muitos casos, interacées encontradas no
centro da interface foram apontadas como mais importantes que as existentes na
periferia, mas ndo ha relacdo direta entre a acessibilidade ao solvente e a
contribuicdo de um residuo para a energia de ligacdo.(Clackson e Wells, 1995;
Bogan e Thorn, 1998) Outra observacao remete a presenca de residuos polares e
carregados (Arg, GIn, His, Asp, Asn) conservados na interface e sua importancia na

formacao de hot spots.(Hu, Ma et al., 2000)

De qualquer forma, muitos hot spots envolvem residuos hidrofébicos ou arométicos
e ainda ndo € claro se interagcbes polares enterradas na superficie sdo
energeticamente estabilizadoras ou somente facilitadoras da
especificidade.(Hendsch e Tidor, 1994) E relevante também o papel de residuos que
nao apresentam contatos significativos na interface, mas contribuem
significativamente para a energia de ligacdo quando testados por alanine scanning,
provavelmente devido a desestabilizacdo das proteinas quando separadas.(Delano,

2002)
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4.2. Construcdo do modelo tridimensional do trimero da APRIL
humana

A estrutura tridimensional do trimero da APRIL murina complexada com o ligante
TACI_D2 esta depositada no Banco de Dados de Proteinas (Protein Data Bank -
PDB), sob o codigo 1XU1.(Hymowitz, Patel et al., 2005). O programa Procheck,
utiizado para determinar as caracteristicas estereoquimicas do homotrimero
humano construido, apontou 93,8% dos residuos em regides favoraveis, 5,6% em
regides adicionalmente permitidas e 0,6 em regides generosamente permitidas,

indicando, portanto uma estrutura de alta qualidade (figura 14).

Embora existam somente 20 aminodacidos diferentes entre as estruturas murina e
humana de APRIL, algumas dessas alteracGes se encontram em regiées de contato
com 0s receptores, como descrito na tabela 2. O dominio extracelular tipico dos
receptores da familia TNF contém regides ricas em cisteinas. TACI € um membro
dessa familia, possuindo dois CRDs (TACI_D1 e TACI_D2). Nota-se que ambos 0s
dominios sédo similares entre si (~50% de identidade), ao contrario de outros
receptores da mesma familia.(Hymowitz, Patel et al., 2005) Ambos os CRDs contém
o motivo DXL e sdo capazes de interagir com APRIL. No entanto, o dominio
TACI_D2 isoladamente é capaz de se ligar com alta afinidade a essa mesma
proteina, sem que essa afinidade seja potencializada quando associados os dois

dominios CRD.(Hymowitz, Patel et al., 2005).
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PROCHECK

Ramachandran Plot
humano.B99990003

Psi (degrees)

Phi (degrees)
Plot statistics

Residues in most favoured regions [AB.L] 333
Residues in additional allowed regions [a.b.Lp] 2

Residues in generously allowed regions [~a.~b.~L~p]
Residues in disallowed regions 0

Numiber of non-glycine and non-proline residues 355 1000%
Numiber of end-residues (excl. Gly and Pro)

Numiber of glycine residues (shown s triangles) 36

Number of proline residues 18

Total number of residues :11

Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms.
and R-factor no greater than 0%, a good quality would be expected
o have over 90% in the most favoured regions.

bumano. B99950003_01ps

Figura 14 — Gréfico de Ramachandran do modelo do trimero da APRIL humana. A presenca de
93,8% dos residuos em regiBes estericamente permitidas, 5,6% em regifes adicionalmente
permitidas e 0,6% em regides generosamente permitidas indica que o modelo é estereoquimicamente
adequado.

O detalhamento da rede de contatos entre o motivo DXL e APRIL € mostrado na
figura 15A. E possivel encontrar um motivo semelhante em BCMA (DSL), com uma
rede de contatos formada na regido equivalente em APRIL (figura 15B). Na figura
15C, sao detalhadas as ligacdes hidrogénio encontradas entre DXL e APRIL. Nota-
se a interacdo simultanea entre TACI D80 com F63 e R118 de APRIL. H81 nao
forma interagcdes com APRIL, enquanto L82 forma duas ligagdes com APRIL R82.

Apesar da identidade sequencial de 30%, a similaridade estrutural é grande (1.1A de

Desvio Quadratico Médio (RMSD) para os Ca dos aminoacidos alinhados). As
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estruturas secundarias sdo conservadas em regides equivalentes, com excecao do

loop DE, com maior extensdo em BAFF, constituindo uma espécie de flap.

25

oo
Y
R ARG-118
PHE-63

Figura 15 — Detalhe das ligacdes de Hidrogénio formadas entre a triade DHL de TACI e APRIL.
Nota-se a interacdo simultdnea entre TACI D80 com F63 e R118 de APRIL. H81 ndo forma
interacdes com APRIL, enquanto L82 forma duas pontes com APRIL R82.

59



A estrutura cristalografica de APRIL mostra que a regido que comporta o
motivo DXL, localizada na extremidade de um dominio do tipo grampo beta, se liga
em uma cavidade de potencial eletrostatico predominantemente positivo, como

mostrado pelo perfil eletrostatico na figura 16.

Figura 16 — Perfil eletrostatico de APRIL dimérico complexado com TACI. APRIL esta
representado pela superficie eletrostatica e TACI em estrutura secundaria amarela. A regido de
reconhecimento beta hairpin se posiciona em uma regido predominantemente positiva, representada
em azul. As regifes representadas em vermelho séo regides predominantemente negativas. O perfil
eletrostatico foi calculado com o programa APBS.

4.3. Estrutura minima de TACI necesséaria para interacéao do
APRIL

Para determinar qual seria o menor fragmento de TACI capaz de interagir com
APRIL sem perder a estrutura secundéria da triade de reconhecimento DXL, foi feita
uma série de simulacdes em solvente explicito, tendo como alvo TACI_D2, mutando
sistematicamente por glicina as cisteinas que participam da formacdo das pontes
dissulfeto presentes nesse dominio (figura 17). Essa série foi planejada de maneira
a estabelecer diferentes combinacdes das trés pontes dissulfeto presentes em
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TACI_D2, ap6s impedimento de sua formacéo. O objetivo desse ensaio foi verificar a
possibilidade de uma reducdo na sequéncia de TO, facilitando a manipulacéo

durante a clonagem dos peptideos para testes bioldgicos subsequentes.

A primeira combinacéo foi a estrutura de TACI nativa, como presente no cristal 1XU1
(controle positivo). Na segunda combinagao eliminamos as trés pontes dissulfeto
(controle negativo) e nas cinco conformacgdes seguintes, as pontes foram clivadas

em diferentes pontos.

80 90 100
siwelmewelwevelwsweloswelmeine|lmewe
TACI YARCRKEQGKFYDHLLRDCISCASICGQHPKQCAYFClmer:

Figura 17 — Sequencia de TACI _D2. Sado destacadas as cisteinas (em amarelo) e as pontes
dissulfeto formadas nesse dominio (linhas pretas interligando as cisteinas).

A analise da estrutura secundaria durante a evolucdo temporal indicou que as
ligacdes formadas entre Cys71-Cys86 e Cys89-Cys100 foram capazes de manter as
duas folhas beta que flanqueiam a triade DXL, conservando a estrutura dessa
regido, indispensavel para o reconhecimento dos receptores (figura 18). A terceira
ponte, formada entre Cys93-Cys104, situada na extremidade N-terminal, poderia ser
eliminada e ainda assim a estrutura global originaria seria mantida.

A eliminagcdo de C86 claramente apresenta um efeito deletério na estrutura
secundéria de TACI, amparado pela reducdo do comprimento das folhas beta na

regido compreendida entre os residuos C71-C86.
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Em todos os graficos (exceto na figura 18E) nota-se claramente a mudanca da alca
entre K77 e R84 para uma estrutura com uma curvatura acima de 70° (Bend), o que
poderia levar a impossibilidade no reconhecimento por parte de APRIL.

Na figura 18E € possivel notar a manutencdo da alca nessa regido. Essa figura
corresponde a eliminacdo da ponte C93-C104, fora da regido correspondente ao
motivo de reconhecimento DXL. Esse resultado € encorajador, sugerindo a
possibilidade da reducdo do numero de aminoacidos envolvidos nesse dominio,

facilitando a clonagem e a manipulagéo dos peptideos mutados.

Pela natureza intrincada desse dominio, devido a complexidade das ligacdes
dissulfeto, outros ensaios seriam necessarios para afirmar que a estrutura minima de
TACI capaz de reconhecer e se ligar com estabilidade em APRIL esta relacionada a
manutencdo das pontes formadas entre Cys71-Cys86 e Cys93-Cysl100. Ainda
assim, a partir das simulagdes realizadas, podemos afirmar que essas duas pontes

sao cruciais para a manutencéao do sitio de ligacdo de TACI.
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Figura 18 - Estrutura secundéaria de TACI em diferentes condi¢c@es de clivagem das pontes dissulfeto. A: Manutencdo das trés ligaces dissulfeto; B
eliminacdo das trés ligacdes; C: eliminacdo da ponte C71-C86; D: eliminacdo da ponte C89-C100; E: eliminacdo da ponte C93-C104; F: eliminacdo das

pontes C71-C86 e C93-C104; G: eliminacao das ligagcdes C71-C86 e C89-C100.
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4.4. Calculo de energia livre de ligacdo de TACI no
reconhecimento de APRIL e BAFF

A analise dos valores de energia livre de ligacdo revelou uma série de residuos
importantes em TACI para o reconhecimento de APRIL e BAFF. Os valores de AAG
positivos apontam residuos, na estrutura de TACI, cuja mutacdo por alanina é
prejudicial ao reconhecimento do ligante, tornando o aminoacido mutado um residuo
chave para a ligacao, enquanto valores negativos indicam uma mutacao favoravel. O

AAG foi calculado aplicando-se a seguinte equacao:

AAG AG AG

ligagdo = mutado selvagem

Nesse trabalho, os residuos sé@o considerados hot spots quando AAG > +2 kcal/mol.
De acordo com (Kortemme e Baker, 2002), sdo definidos como pontos “mornos” os
residuos que causam uma mudanca positiva na energia livre entre 2 e 1 kcal/mol, e
pontos neutros 0s que causam uma mudanca de menos de 1 kcal/mol. Valores de
AAG negativos sugerem residuos desfavoraveis para a interacdo entre o ligante e o
receptor. Os valores de AAG, AG, potencial eletrostatico e potencial de Lennard-
Jones obtidos mediante a aplicacdo da técnica LIE para as mutacdes por Ala sdo

mostrados na tabela 3, para APRIL e tabela 4, para BAFF.
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Tabela 3 — Valores de energia potencial eletrostéatica, Lennard-Jones e energia livre de ligacao calculados para todos os residuos de TACI_D2 em
complexo com APRIL.

Residuo| AGWT AG mutado AUPWT AU®Mut AUY™WT AU MUT AAG

R72 7,84 +1,55 0,34 0,93 -4590 +2,70 -31,29 +1,15 -22,12 +1,06 -12,67 0,46 -7,51 #1,81
K73 3,83 0,88 -0,41 0,75 -33,09 +1,59 -32,69 0,87 -20,69 +1,61 -13,14 +0,62 -4,24 +1,15
E74 4,36 0,53 -0,20 0,94 -31,97 +0,92 -33,17 0,95 -24,32 +0,97 -11,10 0,41 -455 1,08
Q75 0,08 +1,04 0,29 #1,25 -47,85 2,01 -32,97 +2,33 -17,20 2,09 -10,39 +1,03 0,22 +1,63
G76 0,58 +0,67 0,25 0,68 -31,08 +1,27 -32,28 +1,09 -11,58 +0,44 -13,51 1,41 -0,33 +0,96
K77 5,97 +1,08 0,65 0,74 -30,64 2,22 -29,58 +0,85 -25,83 0,95 -14,86 0,27 -5,31 #1,31
F78 -0,01 +0,36 -0,42 0,61 -32,62 0,42 -30,98 +1,29 -29,02 0,36 -14,85 0,56 -0,42 +0,71
Y79 0,47 0,76 -0,16 #0,73 -48,75 1,57 -32,88 +1,06 22,41 %141 -13,00 +0,38 -0,63 1,06
D80 0,60 +1,15 0,07 0,87 -55,26 +2,93 -29,96 1,84 -18,05 0,76 -14,61 +0,43 -0,53 #1,44
H81 1,35 +1,28 -0,34 +0,39 -49,03 2,55 -34,24 +0,59 -17,17 +0,86 -11,25 0,86 -1,70 +#1,34
L82 -0,55 +0,66 0,36 +0,38 -33,66 +1,44 -33,18 0,70 -22,07 0,38 -11,66 +0,46 0,91 0,76
L83 1,81 0,29 -0,66 +1,08 -28,08 +0,46 -30,80 +2,28 -24,51 0,78 -13,33 +1,65 2,47 #1,11
R84 6,30 0,77 -0,09 0,40 -46,73 +1,49 -32,85 0,61 -22,61 0,86 -10,57 0,21 -6,38 0,86
D85 4,33 0,90 -0,37 #0,43 -41,50 +2,16 -29,70 0,60 -17,18 0,79 -13,40 +0,50 -4,70 1,00
187 0,71 +0,30 0,24 +0,31 -30,66 +0,57 -31,54 +0,51 -23,57 0,46 -14,77 +0,43 -0,48 0,43
S88 0,66 +0,87 -0,07 #0,55 4751 +2,04 -32,69 +0,66 -13,19 0,63 -13,42 +0,29 -0,74 +1,03
S91 0,97 +0,98 -0,563 #0,41 -44,48 +1,86 -33,08 +0,84 -9,92 0,47 -11,23 0,44 -1,50 #1,07
192 0,64 +0,68 0,19 0,80 -29,22 +1,15 -30,64 +1,62 -22,52 0,64 -13,51 +0,79 -0,45 #1,05
G994 0,36 0,50 -0,06 0,22 -32,91 +0,76 -33,69 +0,32 -8,14 0,46 -9,16 0,22 -0,42 0,55
Q95 1,43 0,99 0,39 #0,44 -44,84 +1,88 -31,00 +0,72 -19,42 +1,13 -12,39 +0,57 -1,04 +1,09
H96 -0,61 +1,39 0,31 #0,53 -35,42 2,19 -18,59 +0,87 -22,68 0,62 -10,85 +0,57 0,92 +1,49
P97 0,98 +0,55 1,11 +0,73 -16,96 +1,03 -31,23 1,17 -18,75 0,75 -12,34 1,27 0,14 +0,91
K98 4,73 0,54 0,26 0,45 -35,84 +0,91 -34,17 +0,93 -18,31 1,27 -10,26 +0,46 -4.47 +0,71
Q99 -2,01 #1,71 -0,03 +0,54 -48,50 +0,94 -33,36 +1,03 -19,94 +0,73 -11,74 +0,55 1,97 1,79
Y102 0,52 +0,51 -0,03 #0,32 -49,83 +0,89 -32,65 +0,31 -19,45 1,00 -10,86 +0,64 -0,55 0,60
F103 0,57 +0,89 -0,19 0,63 -34,06 +1,18 -33,20 +1,28 -23,42 0,58 -11,59 +1,13 -0,77 #1,09

*AG: Energia livre de ligagdo, WT: selvagem, Mut: Mutado por alanina, AUel: Potencial eletrostatico, AUvdw: Potencial de Lennard-Jones, AAG: Variagao da
energia livre de ligacdo. Os residuos com um (*) foram corrigidos de acordo com a férmula 1.35|pH-Pkal].
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Tabela 4 - Valores de energia potencial eletrostatica, Lennard-Jones e energia livre de ligacdo calculados para todos os residuos de TACI_D2 em
complexo com BAFF.

Residuo| AGWT AG mutado AUPWT AU®Mut AUY™WT AU MUT AAG

R72 -0,55 3,17 -1,93 +0,87 -49,98 +2,12 -32,88 +1,55 -21,33 +0,82 -12,77 0,61 -6,12 +1,52
K73 0,91 +1,20 0,01 0,87 -31,57 +2,40 -32,10 +1,07 -22,79 0,61 -13,99 +0,55 -5,76 +1,37
E74 -1,65 +2,41 -0,16 #0,63 -35,80 +1,50 -33,12 +1,06 -22,72 0,96 -10,55 0,71 -2,57 +1,28
Q75 0,48 +1,35 -0,06 #0,78 -46,63 +2,49 -31,62 1,14 -15,93 1,00 -10,20 +0,55 -0,55 #1,56
G76 0,08 +0,36 0,06 +0,56 -33,74 +0,57 -33,44 0,77 -9,01 0,44 -11,86 +0,56 -0,02 0,67
K77 1,61 +1,33 -0,15 0,88 -33,83 1,48 -30,11 +1,39 -21,73 0,60 -14,31 +0,79 -4,67 #1,10
F78 0,32 0,49 0,30 0,40 -32,62 +0,68 -31,08 +0,70 -29,58 +0,99 -14,68 +0,44 -0,02 +0,63
Y79 -0,17 +0,80 0,03 +0,67 -47,60 +0,92 -31,95 +1,00 -25,81 +1,09 -13,39 0,65 0,23 0,97
D80 -0,61 +1,53 1,52 +0,59 -50,82 +2,50 -28,68 +1,02 -18,39 +0,98 -15,60 0,44 -2,03 #1,21
H81 -0,25 1,17 -0,10 0,56 -53,24 +1,73 -33,94 1,14 -20,70 0,98 -10,78 +0,65 0,15 +1,30
L82 -1,45 +0,61 -0,70 #0,57 -37,14 +1,19 -35,60 1,21 -20,32 0,64 -11,21 0,43 0,75 0,83
L83 -0,63 0,34 -0,08 0,25 -36,15 +0,53 -35,97 0,41 -17,03 0,42 -9,17 0,50 0,54 0,42
R84 -2,66 +1,84 0,00 0,37 -47,80 +1,64 -33,46 0,31 -21,45 +0,78 -10,52 +0,58 -4,07 +0,56
D85 0,06 +3,37 -0,06 +0,35 -43,21 +0,75 -29,14 +0,18 -16,31 0,48 -12,98 +0,19 -3,96 +0,49
187 -0,38 0,58 -0,09 0,46 -32,37 +0,58 -32,35 0,97 -23,02 0,48 -13,62 0,42 0,29 0,74
S88 0,21 0,82 -0,22 0,65 -48,02 +1,42 -32,78 +0,93 -11,84 +0,95 -12,93 +0,29 -0,51 #1,12
S91 0,23 1,44 0,11 0,28 -43,21 +3,29 -32,35 0,54 -10,28 0,99 -10,40 +0,42 -0,10 #1,47
192 -0,30 0,61 -0,58 0,77 -30,39 +0,88 -31,18 0,91 -22,55 0,49 -10,86 +0,95 -0,27 0,99
G94 -0,23 0,45 0,43 #0,50 -33,77 0,61 -32,30 0,91 -8,11 0,24 -10,24 +0,78 0,67 0,67
Q95 0,15 +0,69 0,99 0,61 -46,68 +0,89 -29,16 +0,36 -17,85 1,19 -13,45 +0,45 0,84 +0,92
H96 1,39 1,11 0,30 #0,53 -31,45 +1,39 -18,19 +0,86 -24,69 1,53 -11,11 0,37 -1,09 #1,23
P97 -0,19 +0,46 0,72 #1,10 -19,31 +0,86 -30,07 2,25 -18,28 1,19 -14,17 +0,62 0,91 +1,19
K98 3,86 +1,52 0,92 0,81 -33,62 +1,92 -32,38 +1,42 -20,47 1,04 -10,68 +1,17 -4,42 +1,18
Q99 1,34 1,21 0,22 0,70 -4250 +1,78 -34,04 +1,10 -20,89 1,49 -11,10 +0,47 -1,12 #1,40
Y102 0,38 0,60 0,04 +0,30 -52,08 +1,19 -32,71 +0,49 -14,84 +0,61 -10,82 +0,33 -0,36 +0,69
F103 -0,62 +1,34 0,04 0,75 -33,78 1,22 -33,51 +1,02 -20,57 1,82 -10,12 +0,93 0,65 #1553

*AG: Energia livre de ligacdo, WT: selvagem, Mut: Mutado por alanina, AUel: Potencial eletrostatico, AUvdw: Potencial de Lennard-Jones, AAG: Variagéo da
energia livre de ligacdo. Os residuos com um (*) foram corrigidos de acordo com a férmula 1.35|pH-Pkal.
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Figura 19 — Andlise da variacdo de energia livre utilizando LIE, apds mutacdo por alanina. Para
fins préaticos, ndo realizamos a mutacdo em cisteinas e alaninas. E possivel detectar os residuos
componentes de hot spots a partir da variacdo de energia livre, para APRIL ou BAFF. Para ser
considerado um hot spot, a energia livre do residuo mutado por alanina deve ter uma variagao
positiva. Residuos com essa variacdo para APRIL e com variacdo negativa para BAFF, séo
considerados residuos especificos para a interacdo com APRIL.

O perfil dos hot spots avaliado por LIE se mostrou bastante distinto dos demais
métodos. De acordo com a classificacdo adotada (residuos com AAG=0kcal/mol
apos mutacdo por alanina) e a metodologia empregada, os residuos importantes
para o reconhecimento APRIL/TACI sdo GIn75, Leu82, His96, Pro97 e GIn99,

enquanto os residuos Tyr79, His81, Leu82, Leu83, lle87, Gly94, GIn95, Pro97 e
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Phe103 sdo essenciais para a interacdo BAFF/TACI (figura 19). E importante notar
que os residuos com valores discrepantes de AAG para APRIL e BAFF sao
melhores alvos para a mutacgdo dirigida. A variacdo positiva do AAG de um residuo
de TACI, quando mutado por alanina, indica que a troca por outro aminoacido, que
nao o nativo, pode contribuir para o aumento na afinidade da interacdo, na interface
entre 0 APRIL e esse receptor. Simultaneamente, os residuos que apresentam AAG
negativo para BAFF, se apresentam ideais para o desenho de peptideos especificos

para APRIL.

Embora, de acordo com o servidor PISA (Krissinel e Henrick, 2007), a regido de
contato entre APRIL e TACI seja formada pelos residuos Lys73, Phe78, Asp80,
His81, Leu82, Leu83, Arg84, 1le87, Ser9l, 1le92, Gly94, GIn95, His96, Pro97, Lys98
e GIn99, em TACI, somente os residuos Leu82, His96, Pro97 e GIn99, exercem
contribuicdo energética relevante, a ponto de influenciar negativamente a interacao
com o ligante quando mutados por alanina (figura 20). Esses quatro residuos
compdem entdo uma regido quente (hot region).(Tuncbag, N., Gursoy, A. et al.,

2009)

A diferenca obtida na deteccdo dos hot spots por LIE, em relacdo aos outros
meétodos, pode ser devida a utilizacdo de coeficientes inadequados para esse
sistema, ou por falha do método. E possivel ainda que simulagdes mais longas,
visando a estabilidade do sistema e uma maior amostragem sejam necessarias,

permitindo a medi¢cado mais precisa dos valores de energia livre.
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Figura 20 — Superficie de contato entre APRIL e TACI e hot spot calculado por LIE. A: complexo
APRIL-TACI. Em verde a superficie de APRIL, em ciano, a superficie de TACI e em vermelho a
interface de contato entre ambas. B: superficie de contato de APRIL. Os residuos marcados em
vermelho mantém contato direto com TACI. Essa regido é composta pelos residuos D130, V174,
T175, F176, T177, V181, T192, R195, M200, P201, P230, R231 de um dos mondmeros e D205,
R206 e H241 no segundo mondmero. C: superficie de contato de TACI. A regido ressaltada em
amarelo se encontra em contato direto com APRIL. Os residuos que compdem essa regido séo K73,
F78, D80, H81, L82, L83, R84, 187, S91, 192, G94, Q95, H96, P97, K98 e Q99. D: superficie de TACI
mostrando os residuos responsaveis pelo hot spot desse receptor em vermelho. Os aminoacidos
Q75, L82, H96, P97 e Q99 formam a regido quente (hot region) de TACI.

Comparando com o perfil eletrostatico mostrado na figura 16, verificamos que esses
hot spots interagem com uma regido de potencial eletrostatico predominantemente

positivo em APRIL.

4.5. Comparacdo do meétodo LIE com alanine scanning
experimental e outros métodos computacionais

Para fins de verificagdo dos nossos calculos de energia livre, realizamos a
comparacao com o shotgun alanine scanning realizado por Hymowitz et al, 2005,
utilizando o complexo APRIL/TACI_D2 murino e submetemos 0os mesmos complexos

avaliados em nosso trabalho para o servidores Robetta (Kim, Chivian et al., 2004),
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FoldX (Schymkowitz, Borg et al., 2005) e Hotpoint (Tuncbag, Keskin et al., 2010)
(figura 21). A andlise dos dados apresentados pelo trabalho de Hymowitz et al
envolve a avaliacdo da frequéncia de aparecimento dos residuos nativos ou da

expressado do codon que codifica a alanina apos cada rodada de shotgun.

A frequéncia de aparecimento do residuo nativo ou da alanina determina a
importancia relativa do residuo. Uma maior frequéncia de aparecimento do residuo
nativo indica que esse aminoacido € importante para a interagdo, enquanto uma
maior frequéncia de aparecimento de alanina aponta uma menor relevancia. S&o

necessarias entao, varias repeticées para atingir um namero confiavel.

A varredura por alanina experimental revelou residuos determinantes Unicos para
TACI. Parte dos dados obtidos através de nossos calculos reproduziu os resultados
obtidos desse estudo, embora a proteina murina tenha sido usada para o shotgun.

Nossas simulacdes foram conduzidas utilizando APRIL, BAFF e TACI humanos.

Os residuos Phe78, Tyr79, Asp80, Leu82, Leu83, 11e87, 11e92, Gly94, His96 e Pro97
foram observados em sua forma nativa com maior frequéncia que os residuos de
alanina (figura 22). J4 os residuos Asp80, Leu82, 1le87 e Pro97 nao foram
substituidos por alanina em nenhum momento, sugerindo que esses residuos tém
uma importancia maior em TACI que os demais, para interacdo com APRIL. Dados
do mesmo experimento mostraram que, dentre esses quatro residuos apontados,
Asp80, Leu82 e 1le87 sdo também hot spots para BAFF. E notavel a observacéo de
que o residuo Leu83, mesmo sendo intolerante a mutacdo por alanina, sofreu

substituicbes por valina nessa posicdo, embora com menor frequéncia.

Comportamento similar foi notado para 1le87, onde somente foram detectadas
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mutacdes por valina ou pelo proprio residuo selvagem, indicando a importancia de

um amino&cido hidrofébico nessa posicéo.

f 1
(LIE) APRIL 71- E.'SRKEQGKFYDHLLRDEII SCASICGQHPKQCAYFCENKLR-109
(LIE) BAFF 71-CRKEQGKFYDHLLRDCI SCASI(;JGQHPKQCAYF?ENIGZ.R— 109

(Shotgun) APRIL. 71-CRKEQGKFYDHLLRDCISCASICGQHPKQCAYFCENKLR-109
(Shotgun) BAFF 71-CRKEQGKFYDHLLRDCISCASICGQHPKQCAYFCENKLR-109

(FoldX) APRIL 71-CREQGK! YDHL ' "DCISCAS ' CG H CAYFCENKLR-109
(FoldX) BAFF 71-CRKEQGK!"Y RDCISCASICG QCAYFCENKLR-109

(Robetta) APRIL 71-CRKEQGKFYDHLLRDCISCASICGOHPKQCAYFCENKLR-109
(Robetta) BAFF 71-CRKEQGKFYDHLLRDCISCASICGQHPKQCAYFCENKLR-109

(HotPOINT)APRIL 71-CRKEQGKFYDHLLRDCISCASICGQHPKOCAYFCENKLR-109
(HotPOINT)BAFF 71-CRKEQGKFYDHLLRDCISCASICGQHPKQCAYFCENKLR-109

Figura 21 — Comparacéo dos hot spots encontrados por diferentes métodos computacionais e
shotgun alanine scanning experimental. Os residuos marcados em vermelho comp&em hot spots
para APRIL; em azul, hot spots para BAFF. Os residuos marcados em amarelo no FoldX representam
residuos desestabilizadores (AAG < 2 kcal/mol), enquanto os marcados em vermelho (APRIL)
ressaltam os altamente desestabilizadores (AAG = 2 kcal/mol). No método FoldX, ndo foram
encontrados hot spots para BAFF. O servidor Robetta foi capaz de detectar parcialmente os hot spots
de APRIL, embora néo tenha apresentado os hot spots para BAFF, como detectados pelo shotgun
scanning.

O campo de forca utilizado pelo FoldX atribui empiricamente um peso para cada
termo energético: contribuicdo de van der Waals, energia livre das moléculas do
solvente que formam mais do que uma ponte de hidrogénio com a proteina, energia

de solvatacéo, contribuicao eletrostatica dos grupos carregados, dentre outros.

Os residuos marcados em amarelo no FoldX representam residuos
desestabilizadores (AAG < 2 kcal/mol), enquanto os marcados em vermelho (APRIL)
ressaltam os altamente desestabilizadores (AAG = 2 kcal/mol). De acordo com esse

meétodo, ndo foram encontrados hot spots para BAFF, enquanto, para APRIL, 0s
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residuos Asp80 e Leu82 foram considerados hot spots (altamente

desestabilizadores, caso mutados por alanina).

O método utilizado pelo servidor Robetta oferece a estimativa da energia livre de
ligacdo de cada residuo na interface de contato, apds substituicdo por alanina. O
campo de forca do Robetta utiliza praticamente os mesmos termos energéticos
adotados pelo FoldX, exceto pelo fato das andalises ocorrerem em solvente implicito.
O resultado produzido fornece uma lista de residuos capazes de desestabilizar a
interacdo entre duas proteinas, porém somente sdo considerados os residuos que
tem contato direto, na interface. Nessa metodologia, a mobilidade dos residuos é

ignorada.

Os hot spots detectados pelo Robetta, para APRIL, foram parcialmente semelhantes
ao shotgun alanine scanning. Asp80, Leu82, Leu83, Arg84 e GIn95, segundo esse
método, sdo capazes de desestabilizar a interacdo com TACI. Dentre esses
residuos, Asp80, Leu82 e Leu83 também foram detectados pelo shotgun. No
entanto, o método falhou na deteccdo dos hot spots para BAFF, localizando

somente Leu82 e GIn95.

O método adotado pelo servidor Hotpoint (Tuncbag, Keskin et al., 2010) considera
as seguintes caracteristicas para classificar um residuo como hot spot:
acessibilidade ao solvente, conservacao da sequéncia, empacotamento e carater
fisico quimico do residuo (aromaticidade da cadeia lateral, por exemplo). Esse
método aplica um algoritmo de aprendizado de maquina (virtual learning machine),
calibrado por um conjunto de treinamento selecionado no AseDB (alanine scanning

experimental database). (Thorn e Bogan, 2001) Esse método ndo se mostrou eficaz,
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tanto para APRIL quanto para BAFF, mostrando como importantes somente dois

residuos em cada complexo.

Andlises similares ja foram reportadas tendo como objeto de estudo a ligagdo de
BR3 e/ou BCMA com APRIL ou BAFF.(Gordon, Pan et al., 2003; Patel, Wallweber et

al., 2004)

100

F value

Figura 22 — Shotgun alanine scanning realizado com a estrutura de TACI_D2 ligada com APRIL
ou BAFF. Os residuos com uma frequéncia de aparecimento maior que 10 sdo considerados
essenciais para o reconhecimento com os respectivos ligantes. Na posi¢do equivalente aos residuos
marcados com (*) ndo foi detectada a presenca de Ala.(Hymowitz, Patel et al., 2005)

4.6. Elaboracéao de peptideos mutados

As sequéncias dos peptideos com potencial capacidade antagonista de
APRIL foram planejadas a partir da analise dos comportamentos estrutural e/ou
energético com base nas trajetérias da dindmica molecular. As mutacfes na
estrutura nativa de TACI (TO) foram realizadas tendo como objetivo 0 aumento no
namero de ligacdes de hidrogénio com a cadeia lateral ou com o esqueleto
peptidico, entre APRIL e TO. Também foi levada em consideracdo a substituicdo por

aminoacidos de cadeia lateral maior, plausiveis de conduzir a formacdo de novos
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contatos, o aumento da hidrofobicidade em relacéo ao residuo nativo, a mudanca na
polaridade e o favorecimento da formacao de pontes salinas.
A relacdo das mutacOes propostas se encontra na tabela 5. A sequéncia

correspondente a estrutura de TO sera utilizada como controle positivo para as

simulacdes e para 0s ensaios bioldgicos.

Tabela 5 — Relacdo das mutagOes sugeridas em TACI, em funcdo das analises
energética e estrutural.

80 90 100
B I I I [ I I
TO - 71 CRKEQGKFYDHLLRDCISCASICGQHPKQCAYFC 104
Tl - 71 CRKELLKFYDELLEDGISCANICGQHPRQCAYFC 104
T2 - 71 CRKEQIKFYDHLLRDGISCASICGQHPKQCAYFC 104
T3 - 71 CRKEQFKFYDHLLDDGISCAQICGQHPHQCAYFC 104
T4 - 71 CRKEQFKFYDHLLDDGISCAQTCGQHPHQCAYFC 104
T5 - 71 CRKEQFKFYDELLDDGISCAQICGQHPHQCAYFC 104
T6 — 71 CRKELFKFYDHLEDDGISCAQTCGQHPHQCAYFC 104
T7 — 71 CRKELFKFYDHLEDDGISCAQSCYQHQHQCAYFC 104
T8 - 71 CRKELLKFYDHLLEDCISCANICGQHPRQCAYFC 104
T9 - 71 CRKEQFKFYDHLLDDCISCAQICGQHPHQCAYFC 104
T10- 71 CRKEQFKFYDHLLDDCISCAQTCGQHPHQCAYFC 104
T1ll- 71 CRKEQFKFYDELLDDCISCAQICGQHPHQCAYFC 104
T12- 71 CRKELFKFYDHLEDDCISCAQTCGQHPHQCAYFC 104
T13- 71 CRKELFKFYDHLEDDCISCAQSCYQHQHQCAYFC 104

* Os residuos destacados em vermelho sofreram alteracdo em relacdo a estrutura nativa de TACI
(TO).

No total foram construidos 13 peptideos mutados. As mutacdes R84E e R84D foram
sugeridas devido a sua cadeia lateral nativa ser carregada positivamente, ja que a
mutac&o por um residuo com carga negativa favoreceria a formacdo de uma ponte
salina com o residuo R195 de APRIL. As escolhas para tais substituicbes recairam
sobre Asp e Glu, com carga oposta a Arg.

As mutac¢des S91N e S91Q foram introduzidas em todos os peptideos, considerando
o efeito da extensdo dos grupamentos hidroxila e carbonila em suas cadeias laterais,
possivelmente interagindo com Arg206 de APRIL. As mutacbes G76L, G76F e Q73L

foram consideradas visando o aumento da hidrofobicidade, embora sua cadeia
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lateral ndo interaja diretamente com nenhum aminoacido de APRIL. A mutacdo
H81E em T11 foi planejada tendo em vista 0 aumento da interacdo eletrostatica da
triade DHL, considerando-se a cavidade de potencial positivo no qual esse
segmento esta inserido. As mutacdes K98R e K98H foram realizadas de modo a
elevar o numero de ligacdes hidrogénio com Aspl129 e Aspl130 de APRIL, mantendo
ainda a ponte salina. Dado que os aminoacidos que formam essa ponte salina estao
relativamente expostos ao solvente, com essa mutagdo, avaliamos se o aumento no
namero de ligacBes hidrogénio poderia reforcar a estabilidade da ponte, em
detrimento a interacdo com o solvente. Finalmente, a mutacdo 192T também foi
planejada esperando-se a formacdo de mais ligacbes hidrogénio com Arg206 de
APRIL.

A localizac&o de cada substituicdo na estrutura de TACI é mostrada na figura 23.
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Figura 23 — Representacao estrutural de TACI e dos peptideos mutados, tendo por base a
estrutura nativa de TACI. Os aminoacidos representados por bastdes e identificados sédo os que
sofreram mutacéo apds as analises da dinamica molecular. A) TO, B)T8, C)T9, D)T10, E)T11, F)T12,
G)T13. Os peptideos T1, T3, T4, T5, T6 e T7 sdo 0s mesmos peptideos, com a auséncia da ponte
dissulfeto formada entre Cys71-Cys86.
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4.7. Analise da estrutura secundaria dos peptideos mutados

Para a andlise da estabilidade da estrutura secundaria de TO a T13 em complexo
com APRIL, utilizamos o programa DSSP (Kabsch e Sander, 1983), aplicado ao

longo da trajetoria de 30ns.

Notamos que, inicialmente, a estrutura secundaria de todos os aminoacidos se
manteve, persistindo até 6 ns em T4 e T6 (figura 24). TO se manteve ao longo de
toda a simulacdo. Em T1 observamos a permanéncia até ~10 ns e em T3 até ~18
ns. T4, apds 6 ns perde a estrutura estavel do grampo beta entre os residuos 6 a 18.
Embora T5 apresente uma estabilidade maior que os outros mutantes, € claramente
observado que a ponte dissulfeto entre Cys71l e Cys86 € necessaria para a
manutencdo da estrutura secundaria, ja@ que sua auséncia levou a uma
desestabilizacédo ao final de 30 ns. T6 manteve a estrutura do grampo beta até 6 ns
a a partir desse momento os residuos 8 a 16 perderam a conformacdo secundaria.
Em T7 a regido de beta hairpin persistiu até 9 ns. A regido compreendida entre os

residuos 6 e 18 engloba o grampo beta que contém o motivo DXL.
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Figura 24 — Estrutura secundaria de TACI e dos peptideos mutados, em auséncia da ponte
dissulfeto Cys71-Cys86, calculada com DSSP. Nota-se claramente na regido dos aminoacidos 7-
18 o padrdo beta hairpin englobando a regido DHL. Em todas as proteinas observamos uma
desestruturacdo dessa regido, importante para o reconhecimento.
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A partir desses resultados, optamos por realizar novas simulacdes, mantendo a
ponte dissulfeto existente entre Cys71 e Cys86. As sequéncias dos peptideos
denominados T1, T3, T4, T5, T6 e T7, a partir desse momento foram renomeadas

para T8, T9, T10, T11, T12 e T13 respectivamente, com a restauracao dessa ponte.
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Figura 25 — Analise da estrutura secundaria realizada com o programa DSSP durante a
dindmica molecular dos peptideos T8 a T13 em complexo com APRIL. A regido compreendida
entre os residuos 6 e 19 engloba a estrutura em beta hairpin onde se encontra o principal sitio de
interacdo com APRIL. A manutencéo da ponte dissulfeto existente entre Cys71 e Cys86 conservou a
estrutura nativa dessa regido, além de confirmar a possibilidade da expressédo do peptideo sem perda
da estrutura terciaria.
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Os resultados da andlise da estrutura secundaria realizados durante a dindmica com

esses peptideos se encontram na figura 25.

E notavel o papel relevante da ponte dissulfeto removida nas sequéncias T1-T7. Ao
realizar a andlise da estrutura secundaria nos peptideos com a ponte dissulfeto
presente, somente T12 e T13 perderam a estrutura inicial, provavelmente devido a

outras alteracdes sofridas em sua estrutura.

4.8. Potenciais eletrostatico e de Lennard-Jones

O potencial de Lennard-Jones, também conhecido como potencial 6-12, € uma
aproximacdo matematica para a descricdo dos efeitos atrativos produzidos pelas
forcas de Van der Waals e a repulsdo entre os elétrons dos orbitais atdmicos e
moleculares. Esse potencial, formado entre pares de atomos ou moléculas, é
composto por dois termos: o termo repulsivo (r?), que descreve a repulséo de Pauli
entre nuvens eletrénicas de atomos proximos, e o termo atrativo de longo alcance
(r®), que descreve a atracdo entre atomos afastados. O potencial de Lennard-Jones
€ um bom modelo devido a sua simplicidade e é particularmente preciso para
atomos e moléculas neutros, sendo por essa razdo, extensamente aplicado em

programas de dinamica molecular.(Schlick, 2010)

O potencial eletrostatico é descrito pelo potencial de Coulomb, que representa a
interacdo entre atomos carregados. O potencial de Coulomb assume um valor
positivo se 0s atomos tém a mesma carga e negativo caso apresentem cargas

opostas.(Schlick, 2010)

O calculo do potencial de Coulomb da interacdo entre os peptideos e APRIL mostrou
energias menores para os peptideos quando ligados a APRIL do que a BAFF,
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embora tenha sido observada também uma diminui¢cdo do potencial eletrostatico dos
peptideos no Ultimo caso. E importante notar que TACI em sua forma nativa (T0)
apresentou energias comparaveis para APRIL e BAFF no inicio das dindmicas,
porém, durante a simulacado, a energia reduziu de forma marcante, situando-se em
torno de -100 a -60 kcal/mol em APRIL, enquanto que em BAFF a energia se

estabilizou em ~-30 kcal/mol (figura 26).

Todos os peptideos mostraram energias de interacao eletrostatica negativas. Porém,
foi possivel notar um aumento nos valores dessa interacdo nos peptideos T8 a T12,

tendo somente T13 uma energia de interacao similar a TO.

E notavel a diferenca do potencial de TO para APRIL (-98,5+17 kcal/mol) e para
BAFF (-45,6+11 kcal/mol), sendo talvez a interacdo eletrostatica um dos fatores

principais que influenciam a afinidade de TACI por ambos os ligantes.

T0 T8 T9 T10 T T12 T13

3
=

-40 -

-60 -

-80 -

-100

-120

Potencial eletrostatico(kcal/mol)

-140

= APRIL = BAFF

Figura 26 - Potencial eletrostatico dos peptideos complexados a APRIL e BAFF.

E importante notar que a raz&o entre os valores de energia potencial eletrostéatica é

pelo menos duas vezes menor para APRIL do que para BAFF, para todos os
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peptideos. Ja as diferencas das energias eletrostaticas com o controle TO, para
APRIL foram maiores que para BAFF, o que sugere que esse termo seja de maior

preponderancia no primeiro caso.

No caso da energia potencial de Lennard-Jones (figura 27), todos os peptideos
mostraram energias de interacdo negativas, porém foi possivel notar uma diminui¢éo
nos valores dessa interacdo nos peptideos T8 a T13 para APRIL e bem menos

expressiva em T8 a T11 para BAFF.

TO T8 T9 T10 T11 T12 T13

0 T T T . . : \
20 - —
40 —
s | T ; T -

| !

-80 I
-100

-120

Potencial de Lennard-Jones (kcalimol)

= APRIL = BAFF

Figura 27 - Potencial de Lennard-Jones dos peptideos complexado a APRIL e BAFF.

Dado que os peptideos sofreram uma diminuicdo da energia de Lennard-Jones e
simultaneamente um aumento da energia eletrostatica, podemos sugerir que o termo

apolar parece ter uma relevancia maior para a interacdo dos peptideos com APRIL.

Para a interacdo APRIL-peptideos, esse potencial variou de -93,2 kcal/mol (T9) a

-105,2 kcal/mol (T13). O receptor TACI (TO) apresentou uma energia potencial de
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-62,5 kcal/mol. Todos os peptideos apresentaram valores menores que 0 receptor
nativo, mostrando que as mutacdes propostas em T8 a T13 foram favoraveis,

melhorando a interagdo com APRIL.

4.9. Andlise das ligacdes hidrogénio

As ligacdes hidrogénio sdo consideradas fracas isoladamente. Porém a associagéo
de um grande numero dessas ligacbes é responsavel por grande parte do
reconhecimento molecular entre ligantes e receptores proteicos, além da
manutencdo da estrutura secundaria das proteinas.(Brandén e Tooze, 1991) A
formacéo dessa ligagdo se da entre atomos de hidrogénio ligados covalentemente a
atomos eletronegativos que fazem parte da estrutura proteica com outros atomos

eletronegativos como, por exemplo O, N, F.

A energia relacionada a uma Unica ligacdo, separadamente, é estimada em cerca de
5 kcal/mol (Sheu, Yang et al., 2003). No entanto, a combinacéo de até dezenas de
ligacBes na interface de contato entre duas ou mais proteinas é capaz de multiplicar
a energia de ligacdo, tornando as ligacbes de hidrogénio determinantes para o

aumento da afinidade.(Bohm e Schneider, 2003)

As mudancas propostas nos peptideos T1 a T13 foram sugeridas em funcdo da
melhora da complementaridade e da interacdo entre esses peptideos mutados e
APRIL. Parte das mutacbes foi realizada visando o aumento na formagédo das

ligagGes hidrogénio (figura 28).
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N° TACI | N° APRIL

T0
R84 T79
L83 R82
591 R230
192 R230

T8
R474 D153, S155, D156
E460 R219, H402
N467 D366, R367

T9
Asp496 His128, Arg356
GIn503 H90, D92, R93
His510 Asp293

T10
Asp460 Arg219, Ser400, His402
GIn467 Asp366
His474 Asp156, Ala256

T11
Glu491 Pro391
Asp494 His128, Arg356,
GIn501 His80, Arg93
His508 Asp293, Ala393

T12
Glu458 Arg356
GIn466 Asp92, Arg93
His473 Ala393

T13
Asp493 Arg82, His265
GIn500 Asp229, Arg230
His507 Ala119

Figura 28 — Relacao de ligagdes hidrogénio entre os peptideos e APRIL. A numeragédo de APRIL
corresponde a sequéncia do trimero.

Para confirmar a permanéncia das ligacdes de hidrogénio, analisamos o nimero de
ligacbes formadas e mantidas ao longo de 30ns de simulagdo. Em todos os
peptideos houve um aumento consideravel do numero de ligagbes, quando

comparados a TO. O numero de interagbes formadas em TO é de 6,5+2,5. O niUmero
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de ligacbes hidrogénio para os peptideos mutados foram: T8=11,7+3,4, T9=11,8%3,

T10=10,6+2,9, T11=8,8+2,7, T12=9,4+3,2 e T13=15,2+3,9.

Os peptideos T8 a T12 exibiram aumento significativo do nimero de ligagbes para
APRIL, concomitantemente a uma diminuicdo para BAFF (figura 29 e figura 30). A
andlise da evolucdo temporal, comparando o nimero de ligagbes de hidrogénio em
ambos os complexos, indicou claramente o aumento intencionado nas ligacoes
relacionadas. As médias de ligacbes de hidrogénio analisadas para ambos o0s
ligantes sdo apresentadas na tabela 6. O aumento expressivo encontrado em T13
pode ser atribuido a perda da estrutura secundaria, como observado na figura 24.
Por essa razao, esse peptideo foi considerado ineficaz, por ser incapaz de interagir

especificamente com APRIL.

Tabela 6 — NUmero médio de ligacdes de hidrogénio formadas entre os peptideos e os ligantes.

Peptideo APRIL BAFF
TO 6,5£2,5 | 2,8%1,7
T8 11,7+3,4 | 3,5¢1,8
T9 11,843 | 5,3+2,2
T10 10,6+2,9 | 4,9+2
T11 8,8£2,7 | 4,612,1
T12 9,4+£3,2 | 2,9+1,8
T13 15,2+3,9 | 7,5+2,8
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Figura 29 — Namero de ligagdes de hidrogénio formadas entre os peptideos e APRIL ao longo
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do tempo. Na caixa de texto sdo apresentadas também as médias de ligacdes formadas.
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Figura 30 — Namero de ligagdes de hidrogénio formadas entre os peptideos e BAFF durante a
dinamica. S&o apresentadas também as médias de ligacdes formadas.

87



4.10. Raiz do desvio quadratico médio (RMSD)

O gréfico do RMSD em funcéo do tempo esté representado na figura 31. A analise
do RMSD calculado para os Ca tomando como referéncia a conformacdo do
peptideo apos a termalizacdo (t=3 ns) mostrou a estabilidade dos peptideos durante

as simulag@es de dinamica molecular. Os valores médios se encontram na tabela 7.

RMSD (nm)

T T T T T T T J
9 12 15 18 21 24 27 30

Tempo (ns)

Figura 31 — Raiz do desvio quadratico médio calculado para os Ca de T8 a T13 em complexo
com APRIL (linha preta) e BAFF (linha vermelha), considerando como referencial a estrutura
inicial. Nao sdo mostrados os primeiros 3 ns, referentes a minimizagéo de energia.

Os peptideos T8, T9 e T10 mostraram uma flexibilidade menor que T11, T12 e T13
quando complexados a APRIL, provavelmente devido a permanéncia da estrutura
secundaria por um tempo maior, como descrito atraves do DSSP. Em T12

observamos uma variagdo de RMSD de até 0,47 nm em relagdo a estrutura inicial.
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A menor variacao foi observada em T8, ndo ultrapassando 0,30 nm durante os 30 ns
de simulacdo. T8, T9 e T10 atingiram a estabilidade mais rapidamente, apés o

aumento inicial devido ao relaxamento do sistema.

Os peptideos T10, T12 e T13 complexados a BAFF mostraram uma flexibilidade
estrutural menor do que a observada em APRIL, enquanto T13 manteve a mesma
amplitude de variacdo (até 0,40 nm), quando comparados ambos os ligantes. Em T9
e T11 observamos uma flutuacdo similar para APRIL e BAFF, com variacdo de

aproximadamente 0,03 nm.

Tabela 7 — Valores médios de RMSD encontrados durante a dindmica molecular com os
peptideos, acompanhados do desvio padréo.

APRIL BAFF
T8 0,24%0,02 0,30%0,04
T9 0,2520,03 0,27%0,03
T10 | 0,24%0,04 0,2620,03
T11 | 0,39:0,06 0,28+0,02
T12 | 0,31%0,04 0,27%0,04
T13 | 0,34%0,04 0,3510,04

4.11. Analise de pontes salinas entre complexos peptideo/APRIL e
peptideo/BAFF

Observamos uma recorréncia de varios residuos envolvidos na formacao de pontes
salinas estaveis em APRIL (figura 32) e BAFF (figura 33). Consideramos para essa
analise somente as pontes salinas intermoleculares formadas por residuos de

cargas opostas mantidas entre 0,35 e 0,45 nm.

Os residuos nas posicoes 80 e 84 de TACI apareceram com maior frequéncia que
0s outros residuos encontrados nas posi¢des correspondentes aos aminoacidos
Lys98, Asp85, Lys73, Glu83 e Arg72. A existéncia de quatro pontes salinas entre
T13 e APRIL pode ser resultado da perda de estrutura secundaria, para esse

sistema.
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Figura 32 — Estabilidade das pontes salinas encontradas entre os peptideos mutados e APRIL.
Distancia entre os residuos formadores de pontes salinas encontradas entre os peptideos e APRIL.
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Figura 33 - Estabilidade das pontes salinas encontradas entre os peptideos mutados e BAFF.
Distancia entre os residuos formadores de pontes salinas encontradas entre os peptideos e BAFF.
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E de especial importancia a existéncia de seis possiveis pontes salinas em APRIL
(Asp129, Asp 130, Asp 132, Argl95, Arg206 e Arg231), enquanto para BAFF
somente quatro sdo detectadas na dinamica (Arg231, Arg265, Glu266 e Arg273).
Essa diferenca pode ser explorada de maneira direta no desenho de proximas
sequéncias antagonistas de APRIL.

4.12. Analise da superficie acessivel ao solvente dos peptideos
associados a APRIL e BAFF

Para avaliar o grau de entrosamento dos peptideos com APRIL e BAFF, analisamos
a superficie acessivel ao solvente apos a dindmica molecular. Calculamos a
variacdo da area da superficie acessivel (ASAS), subtraindo a area ocupada pelo
complexo peptideo-ligante da soma das éareas do peptideo e do ligante
separadamente. Em trabalhos anteriores sobre interacdo proteina-proteina, sugeriu-
se gue um menor valor da area acessivel ao solvente menor seria indicativo de uma
maior afinidade entre os ligantes interatuantes.(Tuncbag, Nurcan, Gursoy, Attila et

al., 2009)

Nossa observacao inicial foi a diferenca entre as areas de TO em complexo com
APRIL e BAFF (figura 34). A ASAS calculada em APRIL foi, em geral, menor que a
ASAS de BAFF. A ASAS de todos os peptideos mutados se mostrou menor que a
proteina selvagem, indicando que esses peptideos interagiriam mais estreitamente
com APRIL do que o controle. Comportamento oposto foi observado em BAFF.
Exceto por T9 e T11, que mostraram uma ASAS similar a proteina selvagem, todos
0s peptideos mostraram uma area acessivel maior que a calculada no controle.
Esses indicios em conjunto nos levaram a crer que a interacao entre os peptideos e

APRIL ocorreria de forma mais favoravel quando comparada a BAFF.
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Figura 34 — Superficie acessivel ao solvente calculada apés a dinamica com o GROMACS.
Gréficos A e B: Complexo peptideos/APRIL; C e D: Complexo peptideos/BAFF. Em todos os gréaficos

foi mantido o controle TO.

4.13. Resultados do ELISA competitivo

Para validar a eficiéncia dos peptideos desenhados, realizamos, em parceria com

nosso grupo colaborador no Instituto de Genética Molecular de Montpellier, uma

série de ensaios imunoenzimaticos apds a clonagem desses peptideos mutados.

Foram selecionados os quatro peptideos mais favoraveis ao bloqueio de APRIL, de

acordo com o conjunto de andlises feitas computacionalmente. Os peptideos T8, T9,



T10 e T11 foram propostos para a clonagem e expressao, para prosseguimento dos

testes bioldgicos.

O sucesso da transfeccdo foi testado através de immunoblotting com o
sobrenadante das células transfectadas com os plasmideos isolados das bactérias
competentes. O peso molecular estimado de TACI e dos peptideos mutados é de 55
KD. Logo, a banda observada na fragdo equivalente a esse peso corresponde aos

peptideos, enquanto a banda mais espessa, em 70 KD corresponde a Ig (figura 35).
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Figura 35 — Immunoblotting para deteccdo de TACI e peptideos mutados. Os ndmeros a
esquerda mostram o peso conforme o padrdo molecular. A banda larga em 70 kDa corresponde a Ig
acoplada aos receptores. A banda em 55 kDa corresponde a TACI e aos peptideos mutados. T8 e
T10 nas duas Ultimas colunas a direita correspondem ao sobrenadante de células transfectadas com
0 DNA obtido em uma segunda midi prep. A revelacgéo foi feita com anti-IG FC.

As sequéncias foram acopladas a Ig para viabilizar a detec¢ao por anti-lg, enquanto
a expressdo desses clones se deu em células HEK-293T, originarias de rim
embrionario humano. A eficicia foi estimada de acordo com a densidade otica

medida em 490 nm.
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Foram realizados ensaios imunoenzimaticos com diferentes combinacdes de
peptideos mutados, coating e APRIL de duas diferentes origens (Alexis e home
made). Como coating foi utilizado TACI ou BCMA, dois receptores de APRIL e
BAFF. TACI e as proteinas mutantes derivadas foram produzidas de acordo com o
protocolo descrito na metodologia. TACI comercial (Alexis, Enzo Life Sciences,
France) foi utilizado em alguns experimentos, assim como TACI produzido e

purificado no laboratério.

1.6

=
i

=
N

[N

m April
i Baff

o
o)

o
FS

Densidade 6tica (490 nm)
o
o]

o
N
|

10

TACI NS T8 T9 T10 T11

o
|

Figura 36 — ELISA competitivo com BCMA como coating e efeito inibitorio em APRIL e BAFF.
NS: sobrenadante de cultura celular ndo transfectada. O grafico mostra o resultado de um
experimento. TACI, o controle positivo, se liga aos dois ligantes de maneira similar, impedindo o efeito
colorimétrico. O sobrenadante ndo produz nenhum efeito, enquanto o sobrenadante dos peptideos
T8, T9, T10 e T11 impede a interagdo de BAFF com BCMA.

Os valores de densidade 6tica (DO) indicam o efeito inibitério dos peptideos,
que competem pelo sitio de ligacdo entre BCMA e APRIL/BAFF. Valores menores
gue os encontrados no controle TO s&o indicativos de que o efeito de inibicdo foi

mais eficaz, enquanto valores maiores apontam uma tendéncia contraria.

Nos ensaios preliminares realizados com TACI e com os peptideos mutados,

mantivemos também o dominio TMD (figura 37) presente em TACI, proximo ao CRD
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TACI_D2). Os resultados desse experimento se encontram na figura 36. O dominio
TMD presente em TACI ja foi descrito como um dominio importante para o0 aumento

da afinidade desse receptor com seus ligantes.(Ingold, Zumsteg et al., 2005)

TACI
1.2 3 4

—-{@___}El:}

Figura 37 — Estrutura do gene que codifica TACI. As regies marcadas em cinza sdo os dominios
ricos em cisteina. A regido ressaltada em preto comp8e o dominio transmembranar. Os nimeros
representam os éxons. O dominio CRD1 (TACI_D1) esta situado no segundo éxon, enquanto o CRD2
se situa no terceiro.

A DO desses experimentos apontou que os mutantes inibiam BAFF com maior
intensidade que APRIL. T8, T9, T10 e T11 pareceram ter um efeito especifico em
BAFF. Posteriormente a concentracado de BAFF foi ajustada para comparacgao direta
com APRIL. O volume aplicado ndo continha a mesma concentracdo das duas

proteinas, obrigando a realizacédo de ELISA para medi¢ao da curva de concentracao.

Apods o ajuste da concentracdo de APRIL e BAFF, o experimento foi repetido sob as
mesmas condi¢cdes. A mesma concentracdo de TO (TACI) impediu a interacdo de
APRIL e BAFF com BCMA adsorvido a placa (figura 38). O sobrenadante de células
nao transfectadas ndo mostrou a inibicdo observada no controle positivo. Os
peptideos T8, T9 e T10 pareceram inibir de maneira similar APRIL e BAFF. T11
apontou uma inibicdo mais eficaz de APRIL, porém claramente com baixa

especificidade.
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Figura 38 — Elisa competitivo tendo como receptores TACI, e os peptideos T8, T9, T10 e T11,
usando BCMA como coating. Médias de trés experimentos realizados sob as mesmas condi¢ées. O
coating utilizado foi 0 BCMA. As barras de erro mostram o desvio padrdo. NS: sobrenadante do meio
de cultura néo transfectado.

0.900

0.800 T

o©
~
o
o

I

1

-

0.600

0.500
H April

0.400 = Baff

Densidade 6tica (492 nm)

o o
N w
o o
o o

TACI NS  Medium T8 T9 T10 T11

Figura 39 - Elisa competitivo tendo como receptores TACI, e os peptideos T8, T9, T10 e T11,
usando TACI como coating. O grafico mostra as médias de trés experimentos realizados sob as
mesmas condigBes. TACI foi utilizado como coating. As barras de erro mostram o desvio padréo. NS:
sobrenadante do meio de cultura ndo transfectado; Medium: Meio de cultura.

Utilizando TACI como coating, o efeito inibitério foi similar. T9 e T11 mostraram uma

ligeira seletividade por APRIL, enquanto T8 e T10 ndo mostraram efeito especifico

guando comparados ao controle negativo (figura 39). Esses resultados nos levaram
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a buscar explicacdes alternativas para a quase total falta de inibicdo dos peptideos

T8 e T10.
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Figura 40 — Elisa competitivo usando BCMA, TACI (Alexis) e TACI purificado no laboratério
(home made).
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Figura 41 - Elisa competitivo confirmatdrio aplicando T8 e T10 sob
diferentes coatings. A) BCMA, B)TACI Alexis, C)TACI home made.
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Figura 42 — Elisa competitivo mostrando o efeito inibidor de T8 e T10 sem o
dominio TMD. A terceira e quarta colunas mostram o efeito de T8 e T10 aplicado
com a presenca de meio de cultura e soro fetal bovino, enquanto as duas Ultimas
colunas mostram o efeito dos peptideos purificados em coluna de afinidade por

Ig.

Os resultados confirmam que a presenca de TMD leva a uma melhora na interacdo
com APRIL e BAFF simultaneamente, como descrito anteriormente (figura 40 e
figura 41), porém o efeito inibidor buscado néo foi obtido com os peptideos contendo
esse dominio. A diferenca notada quando utilizado TACI comercial e TACI expresso

clonado no laboratério pode ser devido a presenca de outros fatores secretados
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presentes no sobrenadante (soro fetal bovino, antibiéticos, aminoacidos utilizados

como suplemento do meio de cultura, dentre outros).

As simulagfes foram conduzidas sem esse dominio, entdo as predi¢cdes propostas
pelo calculo de energia livre e pela dindmica molecular ndo levaram em
consideracao a interacao dessa regido. Para esclarecer o comportamento observado
nos peptideos contendo o dominio TMD, foram clonados novamente T8 e T10 sem

esse dominio.

Foi possivel notar que as DO de T8 e T10 apresentaram praticamente oS mesmos
valores (1,42 e 1,34, respectivamente) que o controle negativo (1,41). O leve
aumento da DO de APRIL, visualizado em T8 e T10 ndo pareceu comprometer a
seletividade desses peptideos, que claramente apresentaram um efeito especifico
em APRIL. Ao medir a DO para T8 e T10 purificados e concentrados, a reducao
para APRIL foi ainda mais visivel, ao contrario do observado em BAFF, que manteve

inalterada a DO (figura 42).

101



5. Conclusdes e perspectivas
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Nesse trabalho apresentamos uma alternativa a utlizacdo do alanine
scanning computacional, visando ao entendimento dos mecanismos de seletividade
entre TACI e APRIL/BAFF, que permitiu elucidar interacdes intermoleculares cruciais
para a interacdo das proteinas envolvidas, além de sugerir uma plataforma peptidica
construida com base nas informacdes coletadas através das simulacdes

computacionais.

Devido a grande complexidade e a ampla abrangéncia da funcionalidade
destas moléculas, um estudo exaustivo e detalhado foi necessario, visando a
concretizacdo de novos antagonistas com propriedades terapéuticas através do

planejamento racional de farmacos.

Os coeficientes padrao de LIE, sugeridos por Almlof (Hansson, Marelius et al.,
1998), parecem ser adequados para calcular a variacdo de energia livre de BAFF
complexada a TACI, confirmando parcialmente os resultados de alanine scanning
obtidos pela aplicacdo de outras técnicas experimentais e computacionais. Porém,
0s mesmos coeficientes utilizados ($=0,37 para Glu e Asp, 0,43 para os demais
aminoacidos; a=0,181), ndo foram capazes de indicar com exatiddo a localizacéo

dos hot spots de TACI quando em associacdo com APRIL.

A correcdo sugerida para o AAG dos residuos carregados (AAG=1.35|pH-
Pka|, forca a adogdo da forma neutra dos aminoacidos na simulagdo com o
programa Q, tanto do valor do coeficiente 3, quanto da forma nao protonada de ASP,

GLU, ARG e LYS do campo de forca Gromos96.

Os hot spots de APRIL e BAFF, apontados por outras técnicas, mostraram um

padrao similar, com algumas posi¢cdes coincidentes, enquanto 0s hot spots
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apontados por LIE séo distintos das demais técnicas. Essa observacdo se da em

funcdo da adequacéo dos coeficientes de calibracédo ao sistema BAFF-TACI.

As médias dos valores das energias de van der Waals e eletrostéatica, quando
calculados para a alanina substituinte dos residuos selvagens durante o alanine
scanning, sao estaveis. A insercdo da alanina como forma de testar a influéncia
energética se mostrou apropriada, dada sua baixa interferéncia com o sistema. A
associacdo dessa abordagem junto ao célculo de energia livre por LIE necessita,
entretanto, de refinamento principalmente em relacdo aos coeficientes de calibracao

empirica.

Os métodos de calculo de energia livre tém sido aprimorados nos ultimos
anos, porém a controvérsia dos valores de afinidade experimental publicados para o
sistema APRIL-TACI, até o momento, dificulta a aplicacdo de coeficientes de
calibracao diferentes dos valores padrao. A aplicacdo dessa técnica tem uma maior
confiabilidade quando se dispde de dados de afinidade experimentais. Porém,
coeficientes de sistemas similares podem ser utilizados como uma forma de
aproximacdo ou de observacdo de tendéncias seguidas pelo sistema. A utilizacédo
dos coeficientes padrao pode indicar essas tendéncias, embora, para a estimativa

precisa da variagdo de energia livre, outros valores de o, 3 e y sejam necessarios.

Uma alternativa viavel que pretendemos iniciar em breve sera a analise do
perfil energético de TACI complexado a APRIL e BAFF pela aplicacdo do método de
perturbacao de energia livre, para fins de comprovagéo dom valores de AAG obtidos

por LIE.

O numero de pontes salinas entre TO e APRIL é maior que para 0 mesmo

peptideo e BAFF. De acordo com observacgdes feitas em estudos prévios, as pontes
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salinas exercem influéncia direta no reconhecimento proteina-proteina.(Xu, Tsai et
al., 1997) Essa observacdo é determinante para a comprovacado da seletividade de
TACI por APRIL e pode ser explorada em futuros candidatos a inibidores. As
mutacBes propostas nos peptideos planejados nesse trabalho pareceram ter papel

determinante no aumento da interacao entre APRIL e esses possiveis antagonistas.

A série de peptideos planejados funciona inibindo a interacdo de APRIL com
seus principais receptores in vitro. A associacdo das caracteristicas fisicas e
estruturais observadas na dinamica, tais como as pontes de hidrogénio mapeadas, a
existéncia de um nuamero maior de pontes salinas para APRIL e o menor RMSD,
apontando uma maior estabilidade, mostraram ter relacdo com aumento da

interacdo dos peptideos e APRIL.

A insercdo do dominio THD faz com que a atividade dos peptideos mutados
seja equivalente, bloqueando APRIL e BAFF de maneira similar. Ao ser removido o
dominio, os peptideos ligados diretamente a Ig parecem ter acdo seletiva para
APRIL, conforme indicado pelos resultados do ELISA. A ndo disponibilidade de
técnicas capazes de detectar o peptideo sem estar acoplado a Ig impediu que outros

experimentos fossem feitos visando a comprovacado dessa observacao.

O bloqueio parece se dar diferencialmente quando comparados TACI e BCMA
como coating. O bloqueio foi mais especifico em TACI do que em BCMA, levantando
a hipétese de que BCMA poderia ter um sitio de interacdo distinto do de TACI. Os
antagonistas mostraram uma maior eficacia ao inibir a ligagdo de APRIL com TACI

comercial.

Experimentos adicionais com TACI e APRIL humanos, comerciais ou

produzidos e purificados no laboratorio, seriam necessarios para um melhor
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entendimento da atividade dos nossos antagonistas nas proteinas humanas.
Adicionalmente, outra técnica, como ressonancia plasménica, podera ser utilizada
para a confirmacdo da participacdo dos residuos apontados nesse trabalho, no
reconhecimento de APRIL e auxiliando no desenho de outros peptideos.
Pretendemos também realizar ensaios de dicroismo circular para assegurar a
estrutura secundaria dos peptideos antes de humanizar os peptideos e prosseguir

com testes subsequentes.

O manuscrito do artigo submetido ao Journal of Molecular Modeling encontra-
se no anexo lll. Esse artigo serd complementado com os calculos de Perturbacéo da

Energia Livre e resubmetido.
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7.1.

Hahne304:
Hahne305:
Hahned03:
Hahned04:
Hahned405:
Hahned06:
HAHNE409:
HAHNE410:
HAHNE411:
HAHNE412:
HAHNE413:

7.2.

T8
PCR 1

Lista de primers utilizados na PCR.

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTG
TCCTGGACGACTGCATCAGCTGTG
CACAGCTGATGCAGTCGTCCAGG
TCCTGGAGGACTGCATCAGCTGTG
CACAGCTGATGCAGTCCTCCAGG
TTCACCGCTGTGCGGGGCTGCCGCAAGGAGCTACTC
TTCACCGCTGTGCGGGGCTGCCGCAAGGAGCAATTC
ATGGCTATCATCTACCTCATCCTCCTGTTCACCGCTGTGCGGGGC
CAATGTGCATACTTCTGTGAGAAAACTCACACATGC
GCATGTGTGAGTTTTCTCACAGAAGTATGCACATTG

Protocolos do PCR para clonagem de T8, T9, T10 e T11

PCR com os primers Hahne304/Hahne406

100ng (=1ul) DNA TACI (ES23)

1ul primer Hahne304 (20mM)

1ul primer Hahne406 (20mM)

0.5ml dNTPs (10mM)

10pl 5x buffer (+Mg2+)

1.5yl DMSO

0.5ul Phusion Taq

Completar com agua até o total de 50yl
10 ciclos at 58°C

PCR 2

PCR com os primers Hahne305/Hahne405

100ng DNA ES23

1ul primer Hahne305 (10mM)

1ul primer Hahne405 (10mM)

0.5ml dNTPs (10mM) PCR

10pl 5x buffer (+Mg2+)

1.5yl DMSO

0.5ul Phusion Taq

Completar com agua até o total de 50pl

10 ciclos a 58°C

purificar o produto do PCR em coluna

PCR 3

PCR com os primers Hahne304/Hahne305

5ul PCR1
5ul PCR2
1ul primer Hahne304 (10mM)
1ul primer Hahne305 (10mM)
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0.5ul dNTPs (10mM)

10pl 5x buffer (+Mg2+)

1.5yl DMSO

0.5ul Phusion Taq

Completar com agua até o total de 50l

24 ciclos a 58°C
Purificar o produto do PCR em gel de agarose

1,5ul PCR3 product

0,5ul pDONOR
0,5ul BPmix
REACAO BP
37.5 ng of PCR product (-1,5 ul)
37.5 ng de pDNOR221 Mop32 0,5 ul
Mix enzyme/buffer 0,5 ul
H20 mq, up to 2,5 ul
REACAO LR
Shuttle vector with insert 50 ng (-1,5 ul)
Dest (MOP 59) (50ng) 0,5 ul
Mix enzyme LR/buffer 0,5 ul
H20 mq, up to 2,5 ul
T9
PCR 1

PCR com primers Hahne304/Hahne404

100ng DNA ES23

1ul primer Hahne304 (10mM)

1ul primer Hahne404 (10mM)

0.5ml dNTPs (10mM)

10pl 5x buffer (+Mg2+)

1.5yl DMSO

0.5ul Phusion Taq

Completar com 4gua até o total de 50pl

10 ciclos a 58°C

PCR 2
PCR com primers Hahne305/Hahne403

100ng DNA MOP 71

1ul primer Hahne305 (10mM)

1ul primer Hahne403 (10mM)

0.5ml dNTPs (10mM) PCR

10pl 5x buffer (+Mg2+)

1.5pl DMSO

0.5ul Phusion Taq

Completar com agua até o total de 50l
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10 ciclos a 58°C
purificar o produto do PCR em coluna

PCR 3
PCR com primers Hahne304/Hahne305

5ul PCR1

5ul PCR2

1ul primer Hahne304 (10mM)

1ul primer Hahne305 (10mM)

0.5ul dNTPs (10mM)

10pl 5x buffer (+Mg2+)

1.5yl DMSO

0.5ul Phusion Taq

Completar com agua até o total de 50pl

24 ciclos a 58°C

Purificar o produto do PCR em gel de agarose

T10
PCR 1
PCR com os primers Hahne304/Hahne404

100ng DNA MOP 135

1ul primer Hahne304 (10mM)

1ul primer Hahne404 (10mM)

0.5ml dNTPs (10mM)

10pl 5x buffer (+Mg2+)

1.5yl DMSO

0.5ul Phusion Taq

Completar com agua até o total de 50pl

10 ciclos a 58°C

PCR 2
PCR com os primers Hahne305/Hahne403

100ng DNA MOP 135

1ul primer Hahne305 (10mM)

1ul primer Hahne403 (10mM)

0.5ml dNTPs (10mM) PCR

10pl 5x buffer (+Mg2+)

1.5pul DMSO

0.5ul Phusion Taq

Completar com 4gua até o total de 50pl

10 ciclos a 58°C

purificar o produto do PCR em coluna
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PCR 3
PCR com os primers Hahne304/Hahne305

5ul PCR1

5ul PCR2

1ul primer Hahne304 (10mM)

1ul primer Hahne305 (10mM)

0.5ul dNTPs (10mM)

10pl 5x buffer (+Mg2+)

1.5yl DMSO

0.5ul Phusion Taq

Completar com agua até o total de 50l

24 ciclos a 58°C

Purificar o produto do PCR em gel de agarose

T11
PCR 1
PCR com os primers Hahne304/Hahne404

100ng DNA MOP 136

1ul primer Hahne304 (10mM)

1ul primer Hahne404 (10mM)

0.5ml dNTPs (10mM)

10pl 5x buffer (+Mg2+)

1.5yl DMSO

0.5ul Phusion Taq

Completar com agua até o total de 50yl

10 ciclos a 58°C

PCR 2
PCR com os primers Hahne305/Hahne403

100ng DNA MOP 136

1ul primer Hahne305 (10mM)

1ul primer Hahne403 (10mM)

0.5ml dNTPs (10mM) PCR

10pl 5x buffer (+Mg2+)

1.5ul DMSO

0.5ul Phusion Taq

Completar com agua até o total de 50pl
10 ciclos a 58°C

purificar o produto do PCR em coluna

PCR 3
PCR com os primers Hahne304/Hahne305

5ul PCR1
5ul PCR2
1ul primer Hahne304 (10mM)
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1ul primer Hahne305 (10mM)

0.5ul dNTPs (10mM)

10pl 5x buffer (+Mg2+)

1.5ul DMSO

0.5ul Phusion Taq

Completar com agua até o total de 50l
24 ciclos a 58°C

Purificar o produto do PCR em gel de agarose

T8 sem o0 dominio TMD

PCR 1

PCR com os primers Hahne411/Hahne413
100ng DNA MOP190
0,5ul primer Hahne411 (20mM)
0,5pl primer Hahne413 (20mM)
0,25pl dNTPs (10mM)
5ul 5x buffer (+Mg2+)
0.75ul DMSO
0.25ul Phusion Taq
Completar com agua até o total de 50l

24 ciclos a 68°C
Purificar o produto do PCR em gel de agarose

PCR 2
PCR com os primers Hahne305/Hahne412

100ng DNA MOP190

0,5ul primer Hahne412 (10mM)

0,5ul primer Hahne305 (10mM)

0,25ul dNTPs (10mM) PCR

5ul 5x buffer (+Mg2+)

0.75ul DMSO

0.25ul Phusion Taq

Completar com agua até o total de 50pl

10 ciclos a 68°C
purificar o produto do PCR em gel de agarose

PCR 3
PCR com os primers Hahne304/Hahne305

10ul PCR2

0,5ul primer Hahne304 (10mM)
0,5ul primer Hahne305 (10mM)
0,25pl dNTPs (10mM)

5ul 5x buffer (+Mg2+)

0.75ul DMSO

0.25ul Phusion Taq
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Completar com 4gua até o total de 50ul

24 ciclos a 68°C
purificar o produto do PCR em coluna

1,5ul PCR3 product

REACAO BP
37.5 ng of PCR product
37.5 ng de pDNOR221
Mix enzyme/buffer
H20 mq, up to

REACAO LR
Shuttle vector with insert 50 ng
Dest (MOP 59) (50ng)
Mix enzyme LR/buffer
H20 mq, up to

(-1,5 ul)
0,5 ul
0,5 ul
2,5 ul

(-1,5 ul)
0,5 ul
0,5 ul
2,5 ul
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7.3. Protocolo do ELISA

1 — Adicionar 100 pl por pogo de 20 ng/ml de BCMA (Peprotech), diluido em tampé&o de
sensibilizacdo. Incubar overnight a 4°C. (Tampéo de sensibilizacdo : 11.8 g Na2HPO4, 16,1
g NaH2PO4 para 1 litro), pH 6,5.

2- Aspirar e lavar 3 vezes.

Tampao de lavagem: PBS-Tween (80 g NaCl, 11,6 g Na2HPO4, 2 g KH2P0O4, 2 g KClI para
1 litro, pH 6,5), Tween-20 0,05%

3- Bloquear cada po¢o com 200ul de diluente de ensaio. Incubar por 1 h.

Diluente de ensaio: PBS (80 g NaCl, 11,6 g Na2HPO4, 2 g KH2PO4, 2 g KCl para 1 litro, pH
6,5), 10% soro fetal bovino inativado

4- Aspirar e lavar trés vezes.

5- Adicionar 100 pl da amosta (0,75 pl APRIL-Flag ou BAFF-Flag (6,25 ng/ml) por poco,
diluido em DMEM. Incubar por 2 horas a temperatura ambiente

Preparo das amostras de sobrenadante:

+ 100ul de sobrenadante
0.75ul FLAG-APRIL | T8SN |T9SN |T10SN | T11SN | TACI | DMEM
0.75ul FLAG-BAFF

Preparar 100 pl de cada sobrenadante, adicionar 1,5 ul de APRIL-Flag ou BAFF-Flag,
misturar, incubar por 15 minutos em banho de gelo e adicionar nos poc¢os.

6- Aspirar e lavar cinco vezes

7- Adicionar 100 pl de anticorpo anti-Flag (1 pg/ml) em cada poco, diluido em diluente de
ensaio. Incubar por 1 hora a temperatura ambiente

8- Aspirar e lavar sete vezes

9- Adicionar 100 pl de IgG anti camundongo acoplada a peroxidase (1:1000), em cada poco,
diluido em diluente de ensaio. Incubar por 30 minutos-1 hora a temperatura ambiente, no
escuro.

10- Aspirar e lavar cinco vezes.

11- Adicionar 100 pl do substrato. Incubar no escuro por aproximadamente 10-15 minutos.

Substrato : 50 ml de H20, 25 ml de acido citrico 0.2M , 25ml de Na2HPO4 0.4M, 1
comprimido de OPD (30 mg), 40 pl H202.

12- Parar a reacdo com 50 pl de H2S0O4, quando aparecer a coloracdo amarela

13- Realizar a leitura em espectrofotdmetro (leitor de ELISA) a 492 nm.
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7.4. Protocolo de transfeccdo com CacCl2

- Plaquear as células 24 horas antes da transfeccéo. As células devem estar em 60-70% de
confluéncia.

- Misturar os reagentes sob agitacdo constante. Gotejar lentamente o CaCl2, por ultimo,
para evitar a formacéo de precipitados.

12,5ul CaCl, 2,5 M
125 ul HBS

1 ul DNA (1 ng/ul)
H20 QSP para 250 ul

- Adicionar na células cultivadas sob leve agitacdo, gotejando lentamente.

- Ap6s 8 horas, trocar 0 meio

- Apés 24 horas da troca do meio, recolher o sobrenadante, centrifugar por 10 minutos a
10000 RPM e recolher o sobrenadante. Armazenar a -20°C.
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8.1. Parametros de minimizagc&o de energia e dinamica
molecular utilizados no programa Q e no GROMACS

8.1.1.Minimizacéao de energia no GROMACS

cpp = /lib/cpp
define = -DFLEX SPC
constraints = all-bonds
integrator = steep
nsteps = 10000

; Energy minimizing stuff
emtol = 0.10
emstep = 0.01
coulombtype = PME
nstcomm = 1

ns_type = grid
rlist = 1
rcoulomb = 1.0

rvdw = 1.0
Tcoupl = no

Pcoupl = no
gen_vel = no
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8.1.2.Equilibracéo 1

title = PEP MD
cpp = /lib/cpp
define = —-DPOSRES
constraints = all-bonds
integrator = md

tinit = 0.0

dt = 0.001 ; ps !
nsteps = 1000000 ; total 1 ns.
nstcomm = 2500
nstxout = 10000
nstvout = 10000
nstfout = 0

nstlog = 10000
nstenergy = 10000
nstlist = 10
ns_type = grid
rlist = 0.9
coulombtype = PME
rcoulomb = 0.9

rvdw = 1.4
fourierspacing = 0.12
fourier nx = 0

fourier ny = 0

fourier nz = 0

pme order = 4

ewald rtol = le-5
optimize fft = yes
unconstrained-start = yes
comm_grps = Protein
comm_mode = Linear

; Berendsen temperature coupling is off in two groups

Tcoupl = Dberendsen

tc-grps = Protein Other
tau t = 0.1 0.1

ref t = 100 100

; Energy monitoring
energygrps = April T1 T2 T3 SOL

; Isotropic pressure coupling is on

Pcoupl = Dberendsen
Pcoupltype = isotropic
tau p = 0.5
compressibility = 4.5e-5
ref p = 1.0

; Generate velocites is on at 200 K.

gen_vel = yes
gen_temp = 200.0
gen_seed = 258732
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8.1.3.Equilibracéo 2

title = PEP MD
cpp = /lib/cpp
define = —-DPOSRES
constraints = all-bonds
integrator = md

tinit = 0.0

dt = 0.001 ; ps !
nsteps = 1000000 ; total 1 ns.
nstcomm = 2500
nstxout = 10000
nstvout = 10000
nstfout = 0

nstlog = 10000
nstenergy = 10000
nstlist = 10
ns_type = grid
rlist = 0.9
coulombtype = PME
rcoulomb = 0.9

rvdw = 1.4
fourierspacing = 0.12
fourier nx = 0

fourier ny = 0

fourier nz = 0

pme order = 4

ewald rtol = le-5
optimize fft = yes
unconstrained-start = yes
comm_grps = Protein
comm_mode = Linear

; Berendsen temperature coupling is off in two groups

Tcoupl = Dberendsen

tc-grps = Protein Other
tau t = 0.1 0.1

ref t = 200 200

; Energy monitoring
energygrps = April T1 T2 T3 SOL

; Isotropic pressure coupling is on

Pcoupl = Dberendsen
Pcoupltype = isotropic
tau p = 0.5
compressibility = 4.5e-5
ref p = 1.0

; Generate velocites is on at 200 K.

gen_vel = yes
gen_temp = 200.0
gen_seed = 1735229
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8.1.4.Equilibracéo 3

title = PEP MD
cpp = /lib/cpp
define = —-DPOSRES
constraints = all-bonds
integrator = md

tinit = 0.0

dt = 0.001 ; ps !
nsteps = 1000000 ; total 1 ns.
nstcomm = 2500
nstxout = 10000
nstvout = 10000
nstfout = 0

nstlog = 10000
nstenergy = 10000
nstlist = 10
ns_type = grid
rlist = 0.9
coulombtype = PME
rcoulomb = 0.9

rvdw = 1.4
fourierspacing = 0.12
fourier nx = 0

fourier ny = 0

fourier nz = 0

pme order = 4

ewald rtol = le-5
optimize fft = yes
unconstrained-start = yes
comm_grps = Protein
comm_mode = Linear

; Berendsen temperature coupling is off in two groups

Tcoupl = Dberendsen

tc-grps = Protein Other
tau t = 0.1 0.1
ref t = 300 300

; Energy monitoring
energygrps = April T1 T2 T3 SOL

; Isotropic pressure coupling is on

Pcoupl = Dberendsen
Pcoupltype = isotropic
tau p = 0.5
compressibility = 4.5e-5
ref p = 1.0

; Generate velocites is on at 200 K.

gen_vel = yes
gen_temp = 200.0
gen_seed = 2361237
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8.1.5.Dinamica Molecular no GROMACS

title = PEP MD
cpp = /lib/cpp
constraints = all-bonds
integrator = md

tinit = 0000.0

dt = 0.0015 ; ps !
nsteps = 20000000 ; total 30 ns.
nstcomm = 1000
nstxout = 10000
nstvout = 10000
nstfout = 0

nstlog = 10000
nstenergy = 10000
nstlist = 10
ns_type = grid
rlist = 0.9
coulombtype = PME
rcoulomb = 0.9

rvdw = 1.4
fourierspacing = 0.12
fourier nx = 0

fourier ny = 0

fourier nz = 0

pme order = 4

ewald rtol = 1le-5
optimize fft = yes
unconstrained-start = yes
comm_grps = Protein
comm_mode = Linear

; Berendsen temperature coupling is off in two groups

Tcoupl = Dberendsen

tc-grps = Protein Other
tau t = 0.1 0.1
ref t = 310 310

; Energy monitoring
energygrps

April T1 T2 T3 SOL

; Isotropic pressure coupling is on

Pcoupl = Dberendsen
Pcoupltype = 1isotropic
tau p = 0.5
compressibility = 4.5e-5
ref p = 1.0
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8.1.6.Minimizacdo com o programa Q

[MD]

steps 40000

stepsize 1.0

temperature 1.0

bath coupling 1.0

random_seed 8427

initial temperature 1.0

1rf on

[intervals]

non_bond 25

output 10

[files]

topology april 443.top

final eqgOl.re

fep april 443.fep
8.1.7.Dinamica molecular com o programa Q

[MD]

steps 5000000

stepsize 1.00

temperature 310.0

bath coupling 10

1rf on

[intervals]

non_bond 25

output 10

energy 250

trajectory 500

[trajectory atoms]
not restrained

[files]

topology april 443.top
final mdbns.re
energy md5ns.en
restart eqll.re

fep april 443.fep
trajectory md5ns.dcd
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Abstract

Alanine scanning mutagenesis of protein—protein interfacial residues can be applied to a wide variety of protein
complexes to elucidate structural and energetic characteristics of the hot-spots (residues which contribute to the
Gibbs free energy of binding). Binding free energies have been estimated in other studies with reasonable
accuracy using semi-empirical methods such as Linear Interaction Energy. The main objective of this work is the
application of a computational approach to predict approximate differences in binding free energies between the
wild-type and alanine mutated complexes (AAG binding), associating molecular dynamics and site directed
mutagenesis, as well as the parameterization of the o and  calibration coefficients, associated with non polar
and electrostatic potential, respectively. The method was applied to the APRIL-TACI and BAFF-TACI
ligand/receptor complexes. The formation of very stable salt-bridges between R84 and D85 from TACI and
BAFF contribute to the specificity. The calculated AAG values for both APRIL and BAFF they confirm their
relevance as potential candidates for mutation. Additionally, the dynamical analysis suggest the TACI R84 and
D85 residues as potential candidates to mutation, seeking to increase the affinity between TACI_d2 and APRIL.
Taken together, in this detailed computational study by means of molecular modeling we extend present
knowledge of TACI interactions with its ligands APRIL and BAFF. In addition to the previously described
significance of the DXL motif in TACI-ligand binding we identify new hot spots for these interactions. These
quantitative predictions will help in designing inhibitors of APRIL by anticipating the experimental results of

mutagenesis, thus guiding new investigations and saving time on experimental work.

Keywords: TNF, APRIL, TACI, Alanine Scanning Mutagenesis, Free Energy, Linear Interaction energy

137



Introduction

Proteins of the Tumor Necrosis Factor (TNF) superfamily are implicated in the regulation of essential biological
processes including cell proliferation, differentiation, survival and death [1]. The altered expression of TNF
family members is often associated with pathological situations, such as autoimmune diseases and cancer [2].
The TNF like ligand APRIL (a proliferation-inducing ligand, TNFSF13), has been initially described and named
for its capacity to stimulate tumor cell proliferation in vitro [3]. APRIL acts solely as a secreted factor [4] and,
under physiological conditions, is mainly produced by hematopoietic cells such as monocytes, dendritic cells,
macrophages and T cells (reviewed in [5]). Like other members of the TNF superfamily, APRIL is a homotrimer
with a stranded extracellular TNF homology domain (THD). Initially, APRIL is produced as a type Il
transmembrane protein, being secreted after cleavage in the Golgi apparatus by furin-like proteases [4]. High
levels of APRIL mRNA are detectable in transformed cell lines and in human primary tumors such as colon,
thyroid and lymphoid carcinoma. [3] It has also been shown that APRIL—transfected murine fibroblasts NIH3T3
proliferate more rapidly in immunodeficient mice, and that tumor growth of carcinomas expressing APRIL
endogenously can be blocked by a soluble APRIL receptor [3,6]. Likewise, overexpression of APRIL in mice
favors the development of B cell neoplasms in vivo.[7]

Currently, two receptors for APRIL are known, named BCMA and TACI, which are expressed mainly on B cells
(reviewed in [5]) and also bind to BAFF (BLyS , TNFSF13-B), another TNF family protein that shares a high
structural identity with APRIL. TACI is a member of the TNFR superfamily possessing two cysteine rich
domains (CRDs). It has been found that only the membrane-proximal CRD (TACI_d2) is required for high
affinity binding to either APRIL or BAFF.[8] By surface plasmon resonance competition experiments, the 42-
residue TACI_d2 fragment was found to have high affinity for both APRIL and BAFF (IC50=6 and 2 nM,
respectively).[8] BAFF is also able to bind to a specific receptor called BAFF-R, whereas APRIL can bind to
heparan sulfate proteoglycans (HSPG). [9,10] As BAFF is an essential factor for B cell homeostasis, soluble
BCMA or TACI-receptor molecules do not only block APRIL binding and subsequent events, but also B cell
development. Moreover, APRIL and BAFF share approximately 30% of sequence identity and most of their
functions are non-redundant, seen in different phenotypes of APRIL and BAFF deficient and transgenic mice.
[11-13]

From a structural viewpoint, these three TNF family receptors (BAFF-R, BCMA and TACI) present a conserved
hexapeptide (Phe/Tyr/Trp)-Asp-X-Leu-(Leu/Val)-(His/Arg/Glu), usually referred as DXL motif, which adopts a

type 1 B-turn structure and seems to be essential for ligand binding [7]. Both normal and tumor cell lines
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proliferate in response to APRIL stimulation in vitro, which can be blocked by administration of soluble B-cell
maturation antigen (BCMA\).[6] Interestingly, it has been recently reported a series of ten classes of peptides able
to block the APRIL-BCMA interaction through phage display, out of which only one holds the DXL motif [14].
Nevertheless, the binding mode of this series of peptides, containing or not the DXL motif, resembles the one
found between TACI-APRIL and BCMA-APRIL, as observed in the crystal structure of both complexes.

Given that APRIL over-expression is related with many malignancies, mostly dominant over BAFF expression,
we applied a fast computational methodology to detect the essential amino acids involved in the recognition
process (hot spots).

Crystal structure information of various TNF-type receptors and ligands, including APRIL [15] and the
complexes formed between BCMA and TACI and their cognate ligands [8], are available in the Protein Data
Bank. [16]

Computational methodologies are useful to determine protein—protein specificity. Among them computational
alanine scanning method has been widely employed for the identification of relevant residues, in both protein—
protein and protein—small peptide complexes. [17-19] This determination can provide insights on the factors that
control affinity and binding preference within a protein—protein interaction network, potentially useful for
pharmacological oriented efforts.

The Linear Interaction Energy (LIE)[20] method was successfully applied, to study point mutations of protein
complexes [21,22]. Briefly, with this methodology is possible to calculate the absolute binding free energy of a
ligand as the change in free energy when transferred from solution (free state) to the solvated receptor binding
site (bound state).

The binding free energies were estimated according to Equation 1:
_ LJ _ LJ el _ el
AGbi”d - a(<U'*5>bound <U|*S>free) + ’B(<U|*5>bound <U|*S>free) 7

where U® and U“ are the electrostatic and Lennard-Jones interaction energies between ligand and its
surroundings in the binding site (bound) and in aqueous solution (free), respectively. The brackets <>'s represent
MD ensemble averages over molecular dynamics simulations trajectory, being o,  and y empirical parameters.
Originally, Aqvist et al.[20] tested semi-empirical parameters that produced calculated binding free energies in
good agreement with experimental data using endothiapepsin bound to a set of different inhibitors. Later on,

Hansson et al [23] determined a suitable set of electrostatic parameters according to the physicochemical
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characteristics of the ligand together with a non polar value of oo = 0.181 to adequately reproduce the binding
free energies for a variety of ligand-protein systems. This methodology presents some advantageous features,
including simplicity, small system size, absolute binding energies calculation and short simulation times, among
others.

The combination between computational alanine scanning and LIE is highly advantageous to detail the
dynamical behavior between ligand and receptor. In this work, we performed a systematic mutagenesis in each
of the 34 amino acids of TACI_d2 structure utilizing computational alanine scanning. [24]

The analysis of results allowed us to suggest potential specific mutations in TACI to enhance the affinity for

APRIL as well as propose new target residues.
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Methods

The coordinates of human APRIL protein were obtained based on the murine structure by Comparative
Modeling, performed with Modeller software.[25] The alignment between human and murine APRIL sequences
(Figure 1) was done using the Align software from EMBOSS package [26], employing the Blosum62 matrix
with gap penalties of 10 and 0.5 for open and extended, respectively. Sequences were retrieved from the Entrez
Protein Database, under the access numbers AAL90442.1 and AAG22534.1, respectively. Template coordinates
from murine APRIL were taken from 1XU1 pdb entry [8], whereas coordinates for human BAFF were obtained
from the 1KXG pdb file. [7] The TACI_d2 protein, also taken from 1XU1 pdb file, was regarded as a common

receptor for both APRIL and BAFF.

Figl

To evaluate the overall model quality, Procheck [27], Verify3D [28] and Errat softwares [29], were applied.

For computational alanine scanning essays, all TACI_d2 amino acids, except Cys and Ala, were punctually
mutated to Ala using the SPDB-VIEWER program. [30] Application of this methodology for calculating AAG
values required simulations in four different environments: APRIL-TACI wild type complex (native), APRIL-
TACI alanine mutated complex, TACI wild type in water and TACI alanine mutated in water. Hot spots were
defined as residues showing a AAG binding value larger than or equal to 2 kcal/mol [31] when mutated to
alanine.

Estimated AAG were simply calculated as the difference between mutated and native AG values (Equation 2) and
corrected for the ionizable amino acids by adding the term 1.35|pH-Pka|, [32] resulting in correction terms of

7.43,5.0, 3.38 and 4.05 for Arg, Lys, Glu, Asp, respectively, consistent with neutral pH.

AAG AG AG

binding = binding-mutant ~ binding-wild type [2]

Absolute free energies calculations (AG) were computed using the LIE method with Q software package [33]
employing the Gromos96 force field. [34] Standard coefficient parameterization, determined by Hansson et al
(0=0.181, p=0.5, 0.43, 0.37, 0.33 for charged, dipolar with no hydroxyl groups, dipolar with one hydroxyl group

and dipolar with two or more hydroxyl groups, respectively)[23], was used to perform calculations. The Ca-atom

of each TACI_d2 residue was defined as the center of a 20 A radius sphere. The systems were hydrated with the
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SPC water model. [35] Atoms outside the 18.5 A sphere were strongly restrained (harmonic restraint of 200 kcal
mol™A?). Non-bonded interactions across the boundary were excluded and inner electrostatic and Lennard-Jones
interactions energies were calculated without cut-off restrictions while long-range electrostatics were treated
using a multipole expansion [36]. lonizable residues within a 10 A sphere from the selected amino acid were
kept charged, while residues near to the boundary edge were held neutral.

A weak coupling external bath was used to maintain the temperature at 310K, with a relaxation time of 10 fs.
SHAKE algorithm was utilized to constrain bonds and angles of solvent molecules. [37]

The systems were equilibrated for over 1 ns to stabilize ligand-surrounding interactions before achieving the data
collection phase, consisting in a further nanosecond. Overall, MD simulations totalized 2ns and were performed
with a step size of 1 fs.

Stability was assured by comparing the average energy values of the first and second halves of the collection
period, based on the statistical inefficiency concept. [38]

The atomistic Solvent Accessible Surface (SAS) covered by each residue before and after the dynamics was
calculated by NACCESS [39]. Surface accessible residues were then defined as those that possess a relative SAS

> 5%. [40]

Results and discussion

Homology Modeling of Human APRIL

The general stereochemical evaluation performed by Procheck indicated a very good quality of the human
APRIL homology model. The Ramachandran plot showed 89.8% of the residues located in the allowed region,
while 10.2% were in the additionally allowed region. According to Verify3D results, 89.86% of the residues
presented averaged 3D-1D score higher than 0.2. The ERRAT plot showed an overall quality factor of 94.8%,

which is below 95%, regarded as the upper limit to be considered as a high quality model.

Hot-spots determination
The analysis of the sequence alignment between APRIL and BAFF (Figure 3) revealed that both molecules

present either conserved or conservatively mutated hot-spots.
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Computational alanine scanning mutagenesis became a suitable procedure for both hot-spots detection and
analysis of a wide range of protein—protein interfaces. In addition, it allows the calculation of the energetic
contributions of individual side-chains to protein binding. Previous reports have used the alanine scanning
technique for proving the importance of particular residues between contact interfaces [41,17,24,22].

The determination of hot spots and other important residues, disturbing little or nothing the affinity between
TACI and BAFF, can help in the design of APRIL specific sequences. The available experimental results
[9,5,42,10], regarding the affinity of TACI/APRIL, TACI/BAFF, BCMA/APRIL, and BCMA/BAFF complexes,
present some degree of controversy, and consequently hinders the calibration of LIE equation through a,  and y
coefficients. Therefore, we adopted the standard parameterization determined by Hansson et al (¢=0.181, f=0.5,
0.43, 0.37, 0.33 for charged, dipolar with no hydroxyl groups, dipolar with one hydroxyl group and dipolar with
two or more hydroxyl groups, respectively)[23] to perform calculations. In this line, it is important to bear in
mind that these results indicate a qualitative trend rather than a precise energy value for TACI binding
specificity, since LIE coefficients were not specifically obtained for this system.

The individual energy contributions to the relative binding free energy include the electrostatic (Eel) and van der
Waals energies (EvdW) and are described in Table 1. The spectrum of AAG for APRIL and BAFF obtained after

alanine mutation is shown in Figure 2.

Tablel

Fig2

We identified six essential residues (R72, K73, E74, K77, D80, and K98,) for the APRIL-TACI binding, in
accordance with the hotspot definition. R72 and E74 can form intramolecular salt bridges, while the ensemble
formed by R72, K73 and K98 compose a positively charged cluster, which makes direct contacts with the
negatively charged APRIL loop encompassing D129, D130 and D132 residues. Interestingly, K98 is also able to
hydrogen bond solvent molecules in the surrounding of this loop. Additionally, L82, R84 and D85 complement

the set of BAFF hot spots.

143



The R84 and D85 residues, directly involved in the TACI and BAFF recognition process, present noticeable
differences in their free energy profiles. Their negative values for APRIL indicate that these residues are not
crucial and might be mutated without disrupting the binding to TACI.

The conservation/substitution of hot-spot residues bound to the TACI DXL maotif, formed by D80, H81, and L82
residues is probably one of the most important factors to determine selectivity [8], since this loop appears as the
major recognition site for both APRIL and BAFF.

From the structural viewpoint, H81, R84 and D85 are localized in between two APRIL monomers, binding both
simultaneously. In TACI, D80 and L82 are buried, while H81 is highly exposed to the solvent and when
substituted by A81 presented a AG= 1.5 kcal/mol confirming this residue as a non-essential component for
APRIL, unlike BAFF, whose slightly positive AG value (0.08kcal/mol) suggested a more relevant role. It is
noteworthy that the DXL specific loop is conserved in other APRIL/BAFF receptors, such as BCMA (DSL) and

BR3 (DLL).

Comparison with Experimental Data and Robetta Analysis

Robetta [43] is a well established energy-based computational alanine scanning server which has become the de
facto standard for comparison in the field. Thus, the static TACI/APRIL, TACI/BAFF structures were submitted
to the analysis. In a glimpse, the Robetta server showed that D80 and L82 were coincidentally pointed as
important residues for APRIL, but only the second was marked as being relevant for BAFF. L83 and R84 were
also pointed out as important residues for APRIL but not D85, and none of these were indicated as important
ones for BAFF. Q95 appears as a hot-spot for both, APRIL and BAFF but not K98, as evidenced by our
simulation results.

TACI-APRIL/BAFF hot-spots obtained by MD simulations and Robetta server are shown in Figure 3.

Fig3

The discrepancies observed between these two approaches can be assigned to some substantial methodological
differences such as the lack of atomic mobility and explicit solvent in Robbeta calculations. In general, the
modifications identified by molecular dynamics, such as hydrophobic effects and water bridged contacts are not

detected by other static methodologies.
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On the other hand, Hymowitz et al. [8] have experimentally analyzed the murine APRIL/TACI_d2 (human) co-
crystal and detected qualitatively a set of four important residues to APRIL recognition (F78, Y79, 192, P97),
two for BAFF only (R84, Q95) and six for APRIL and BAFF simultaneously (D80, L82, L83, 187, G94, H96). It
is noteworthy that the surrounding region of the DHL motif appears as potentially mutable in agreement with our
analysis.

Finally, the consensus among the experimental and theoretical approaches reveals the importance of residues
D80 and L82, constituting well defined hot-spots for binding to APRIL and BAFF. Differently, H81 arises as a
non-crucial residue, and thus could be mutated to other negatively charged residue, taking into account the
positively charged environment of the pocket where the DXL motif is inserted. R84 and D85 come up as good

candidates for mutations to increase APRIL specificity for TACI.
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AG WT AG Mut AUS WT AU"™ WT AU® Mut AU"™ Mut
R72 1.73 #1.99 | 033 149 | -120.82 +2.46 -13.08 $0.79 | -31.59 #1.24 | -13.18 :0.71
K73 830 +2.44 | 006 +1.02 | -167.24 +3.84 -12.45 $0.47 | -32.78 $1.19 | -12.67 %0.86
E74 -0.84 +3.19 | 0.16 +0.74 | -213.26 5.58 9.83 #0.44 | -33.20 +0.79 | -10.66 +0.49
Q75 -0.27 +1.28 1.00 +1.39 -48.93 +1.60 9.32 +0.47 | -31.94 +230 | -10.67 $0.94
G76 0.40 #1.15 | 0.11 #1.88 31.27 +1.18 -12.82 +1.77 | -31.84 #0.47 | -14.02 +0.65
K77 1.18 +1.60 | 0.68 +1.42 | -140.35 +2.06 -14.14 +1.10 | -29.59 +1.07 | -14.83 #0.36
F78 0.07 +0.64 | -0.34 +0.79 -32.54 $0.39 -14.79 $0.56 | -31.10 0.97 | -14.91 $0.45
Y79 0.13 #1.57 |-0.09 +1.11 -48.48 +1.50 1431 $0.84 | -32.58 $1.31 | -13.06 $0.43
D80 1.16 +#2.68 |-0.23 134 | -162.82 +4.82 -15.52 $0.39 | -30.66 $2.36 | -14.58 £0.55
H81 1.10 +1.61 |-0.41 0.48 -50.04 +3.07 -11.00 +0.37 | -34.53 $0.53 | -10.77 #0.30
L82 041 053 | 0.11 *0.65 -33.09 $0.77 9.68 +0.25 | -33.83 +1.27 | -11.36 $0.30
L83 1.39 +1.26 | -0.06 +1.35 29.36 +1.64 -13.55 +1.19 | -29.10 #1.01 | -13.87 +0.92
R84 23.11 #2.12 | 0.12 056 | -130.34 #3.53 -9.47 +0.38 | -32.50 +0.56 | -10.43 +0.26
D85 26.65 +0.52 | -0.23 $0.52 -70.10 +12.26 | -13.31 #0.29 | -29.38 +0.48 | -13.55 +0.48
187 0.31 #0.67 | -0.01 *0.65 -31.25 +0.77 -13.21 055 | -31.36 +0.37 | -15.02 +0.52
588 0.48 +1.28 | -0.37 $0.73 -47.69 +1.65 -12.91 $0.44 | -32.48 0.96 | -13.49 $0.29
s91 -0.23 $2.30 | -0.55 £0.40 -47.45 +4.30 1031 $0.22 | -33.24 #0.64 | -11.18 $0.41
192 1.04 +1.05 | 0.35 +1.13 2837 $1.77 -12.86 $0.71 | -29.95 #1.73 | -13.72 10.82
G94 0.34 $0.76 | -0.05 +0.58 -32.85 +0.52 -8.81 +0.48 | -33.48 +0.61 -9.32 #0.30
Q95 1.13 +1.09 |-0.08 *0.76 -45.33 +1.93 1111 +0.44 | -31.03 #0.90 | -12.00 #0.71
H96 024 +2.42 | 0.45 +1.13 -33.93 +2.74 -11.05 +0.94 | -17.92 #1.19 | -11.22 #0.77
P97 0.79 #0.81 1.05 +1.51 -17.24 +0.65 9.76 +1.05 | -32.03 +1.75 | -12.40 #1.20
K98 227 +1.81 | 037 1068 | -163.75 +2.86 -10.50 +0.39 | -34.21 +0.99 -9.92 +0.59
Q99 -1.38 $2.39 | -0.40 $0.86 -46.20 +2.87 -10.75 0.42 | -34.23 #1.26 | -10.96 *0.90
Y102 0.45 +0.97 | -0.04 +0.84 -49.84 +1.04 9.74 +0.78 | -32.82 +0.32 | -10.41 $0.41
F103 0.37 0.88 | -0.44 +0.62 -34.86 +0.74 -11.39 +0.37 | -33.85 +0.94 | -10.89 +0.87

Table 1 - Individual energy contributions to the relative binding free energy: electrostatic energy (Eel) and van der Waals energy (EvdW)
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Structural features of hot-spots

For a more accurate description of protein-protein interaction and its effects, structural and thermodynamic
analyses provide complementary information and both are needed. A SAS description, together with the analysis
of the most significant specific interactions between TACI_d2 hot spots and its ligands is given hereafter.

It has been demonstrated that inaccessibility to the solvent is a necessary condition for a residue to become a
binding hot-spot [44,45]. So, we investigated the Solvent Accessibility Surface (SAS) of the APRIL and BAFF

hot-spots and the results are depicted in Figure 4.

Figd

Practically, all hot spot residues had their exposed surface decreased or unchanged over dynamics. D80 and L82
remained totally buried while R84 and D85, less important for APRIL, showed variations below 1%,
maintaining their side chains exposed to the solvent, evidencing their participation in the recognition process.

In between D80 and D85 there is R84, which is responsible for a strong electrostatic interaction with APRIL
binding site. This statement was supported by APBS calculations, showing a high degree of electrostatic
complementarity between TACI receptor and APRIL/BAFF ligands.

The more drastic variation among SAS values, before and after simulations, is presented by the amino acid K73.
At the beginning, with more than 49% of its side chain particularly exposed, ending up with only 24.4%, in
extreme contact with APRIL. This drop-off can be an indicative of the key importance of this residue for the

APRIL binding.

Fig5

Unlike other hot spots that steadily contact APRIL, R84 and D85 presented abrupt conformational transitions,
ascertained by an increase of their RMSD values, ranging from almost 2A to 11A and 6A, respectively (see
Figure 5). Additionally, R84 hydrogen bonds to T79 at the beginning of the simulation, but this interaction was
rapidly disrupted, enhancing the RMSD value. The high stability of R84 in BAFF simulations is likely
associated with the formation of salt bridges, with D276 and D278. On the other hand, no salt bridges between
TACI and APRIL were observed, although transient hydrogen bonds were sparsely detected. D85 was not

involved in any evident specific interaction, neither with APRIL nor BAFF.
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The TACI D80 side chain also forms a very stable salt bridge with guanidine terminal of R231 from APRIL, at
an average distance of 3.2 +0.3A. Thereof, it is very clear the role played by this residue in the maintenance of
the TACI-APRIL interaction. Furthermore, the solvation change in D80 did not seem to contribute to the

binding, since the AAU® and AAU"™ were similar for both free and complex states.

Conclusion

In summary, the presented results elucidated the energetics of TACI in complex with two ligands, APRIL and
BAFF, using LIE and molecular dynamics simulations. The LIE methodology was successfully employed to
identify, albeit qualitatively, new hot-spots in TACI_d2 receptor in complex with APRIL. The energetic analysis
suggested that the electrostatic interactions were more relevant than Lennard-Jones ones. Additionally, an
important net of hydrogen bonds between TACI and its ligands, APRIL and BAFF, contributed to a stable
protein-protein complementarity. Molecular dynamics associated with free energy calculations showed that H81,
L83, R84, D85, and 192 specifically interacted with APRIL. Moreover, R84 and D85 arose as crucial residues
only for BAFF, especially due to the formation of very steady salt-bridges. It was also confirmed the relevance
of the DXL motif in the recognition process, in agreement with previous experimental results. [8]

These findings can help the design of new specific antagonists against APRIL. The knowledge of specific hot-
spots, obtained by dynamical studies as described herein, could be employed to improve specificity and
efficiency of soluble APRIL receptors. The combination of computational alanine scanning, LIE and molecular

dynamics methodologies is promising and can be applied to other protein-protein complexes.
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Figure 3
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Figure 5
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Figure captions

Figure 1 - Sequence alignment of human and murine extracellular portion of APRIL. The white highlighted

residues are those that differ between the two species.

Figure 2 - Spectrum of AAG values calculated for the TACI/APRIL and TACI/BAFF complexes. The free
energy was calculated subtracting mutated and wild type AG values. Lower AG values indicate a beneficial

mutation and higher values indicate relevant residues for the recognition.

Figure 3 — Hot-spots found between APRIL/TACI and BAFF/TACI according to Robetta server. The highlighted
residues showed more than 1 Kcal/mol upon changed by alanine. The numbers correspond to the TACI

sequence. The black lines show the cysteine bridges.

Figure 4 - Solvent Accessible Surface for TACI_d2 hot-spots. Black and grey columns account for initial and

final configurations of TACI_d2 hot spots, respectively. Calculations were performed with NACESS.

Figure 5 —RMSD for the R84 (A) and D85 (B) residues in simulations of TACI with APRIL (black line) and
BAFF(grey line), respectively. C, D and E show the distances between charged groups forming a salt-bridge
interaction between R84 and D276 for in APRIL/TACI_d2 complex. Constant red and blue lines indicate the

range for a salt-bridge to be formed.
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