UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
CENTRO DE BIOTECNOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA
CELULAR E MOLECULAR

Conrado Pedebos

Estrutura e Dinamica de Oligossacariltransferases
Procariéticas

Porto Alegre
2017



Conrado Pedebos

Estrutura e Dinamica de

Oligossacariltransferases Procarioticas

Tese submetida ao Programa de Poés-
Graduacao em Biologia Celular e Molecular
do Centro de Biotecnologia da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul como parte
dos requisitos necessarios para a obtencao
do grau de Doutor em Biologia Celular e

Molecular.

Orientador: Hugo Verli

Porto Alegre
2017



Pedebos, Conrado
Estrutura e Dindmica de Oligossacariltransferases Procariéticas/ Conrado

Pedebos. — Porto Alegre, 2017-
167 f.

Orientador: Hugo Verli

Tese (Doutorado) — Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Centro de Biotec-
nologia do Estado do Rio Grande do Sul, Programa de Pds-Graduagdo em Biologia
Celular e Molecular, Porto Alegre, BR-RS, 2017.

1, N-glicosilagdo. 2, Oligossacariltransferases 3, Dindmica Molecular. 4,
GROMOS 1. Verli, Hugo, orient. II. Titulo




Conrado Pedebos

Estrutura e Dinamica de Oligossacariltransferases
Procarioticas

Tese submetida ao Programa de Poés-
Graduacao em Biologia Celular e Molecular
do Centro de Biotecnologia da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul como parte
dos requisitos necessarios para a obtenc¢ao
do grau de Doutor em Biologia Celular e
Molecular.

Banca Examinadora:

Prof. Hugo Verli Prof. Ivarne Luis dos Santos Tersariol
Orientador Departamento de Bioquimica - UNIFESP
Prof. José Claudio Fonseca Moreira Prof. Munir Salomao Skaf
Departamento de Bioquimica - UFRGS Departamento de Fisico-Quimica -
UNICAMP

Prof. Nelson Jurandi Rosa Fagundes
(Revisor e Suplente)
Departamento de Genética - UFRGS

Porto Alegre, 04 de Agosto
2017



Agradecimentos

Agradeco, primeiramente, ao Prof. Hugo Verli por ter me aceitado e me orientado
durante esses nove anos de laboratorio. Pelos mais diversos ensinamentos e conselhos,
buscando inspirar e dar suporte sempre que preciso. Pela constante preocupacgao com o

desenvolvimento académico e intelectual de seus alunos.

A minha comisséo de acompanhamento, Dr. Charley Staats e Dr. Diego Bonatto,

pelo suporte durante o desenvolvimento do trabalho.
Aos membros da banca, por terem aceitado o convite.

A secretaria do PPGBCM, em especial aos profissionais Silvia Regina Centeno e
Luciano Saucedo, por toda dedicagao, atencao e presteza com que realizam seu trabalho,

sempre provendo auxilio aos alunos.

A UFRGS, ao Centro de Biotecnologia e ao Programa de Pés-Graduacio em Bio-
logia Celular e Molecular pela exceléncia do ensino que permitiu o meu desenvolvimento

académico.

Aos meus queridos colegas, amigos e agregados do Grupo de Bioinformatica
Estrutural (GBE), tanto os antigos como os atuais. Com vocés aprendi muito mais do
que apenas aquilo que esta escrito nos livros. Sem duvida, vocés tornaram essa jornada
muito mais agradavel e divertida, rendendo momentos que guardarei com carinho.
Fago questao de citd-los nominalmente aqui: Pablito (pela amizade, parcerias e humor
peculiar), Rodrigo (pela mente inspiradora e pelos curiosidades bizarras), Laércio (pela
amizade, paciéncia e por ter sido meu guia na modelagem molecular), Carla (pela
parceria e conversas durante o doutorado), Marcelo (pelas jam sessions), Elisa (por
rir das minhas piadas e pelo humor duvidoso), Juliano (Stoooooooop), Bianca (por
defender o indefenséavel), Fabio (pela boa insanidade), Felipe (por ser um IC abusado) e
Bruno (pela construgao do Science Man). Guys, foi um privilégio ter dividido a bancada

com voces, de verdade!

Aos meus pais, por todo carinho, amor e apoio que sempre me deram nas decisoes
que tomei nessa caminhada. Por sempre terem se dedicado a mim, fosse priorizando o

meu bem-estar, fosse priorizando o meu desenvolvimento intelectual e humano.

A Soraia da Cas, minha incrivel namorada/parceira/esposa/melhor amiga/ins-
piragdo/companheira de vida e de viagens! Agradego-te pelo amor constante, suporte

imenso, confianga e carinho durante todos esses anos. Pelo incentivo e inspiracao para



que eu busque a melhor versao de mim, sem deixar que eu esmorecesse. Por ensinar a

usar a magia em horas de dificuldade. Essa tese também é um pouco tua.



“All things keep on in everlasting motion,
Out of the infinite come the particles,
Speeding above, below, in endless dance”

Titus Lucretius Carus - On the Nature of Things



Resumo

A N-glicosilagao é uma modificacao distribuida de forma abundante nos dominios da vida,
e é caracterizada pelo reconhecimento de uma assinatura N-X-S/T nas proteinas-alvo. O
ultimo passo dessa via biossintética ¢ a transferéncia em bloco da cadeia glicidica para a
asparagina da assinatura de N-glicosilacao, sendo realizada pelas oligossacariltransferases
(OSTs) PglB (Bacteria), AglB (Archaea) e STT3 (Eukarya). Dados cristalogréaficos
para essas enzimas identificaram suas divisoes em subunidades estruturais, como o
nucleo central (CC), a sequéncia inserida (IS) e a periferia (P1 e P2). A unidade CC
¢ fundamental para a interacdo com o substrato e a catalise, enquanto hipdteses da
literatura sugerem que as outras unidades sdo importantes para a estabilidade estrutural
das OSTs. Em decorréncia do emprego desses sistemas enziméticos em glicoengenharia de
proteinas e no desenvolvimento de vacinas, a compreensao da origem estrutural para suas
propriedades cataliticas e para a seletividade por substratos pode contribuir diretamente
para o desenvolvimento de novas aplicagoes tecnologicas. Nesse ambito, a presente tese
avalia aspectos estruturais e conformacionais das OSTs, assim como a potencial funcao
de suas unidades estruturais. Para tanto, empregamos a técnica de dindmica molecular
nas duas OSTs caracterizadas até o momento: a PglB de Campylobacter lari e a AglB de
Archaeoglobus fulgidus. Desta forma, observamos a plasticidade conformacional do sitio
ativo da PglB, com variagoes em elementos importantes, como a alga externa 5(EL5) e
os residuos cataliticos, sob influéncia da complexacao dos substratos. Verificamos ainda
que interagdes com as N-acetilagoes da glicana podem influenciar na seletividade desse
substrato. Quanto a AglB, obtivemos evidéncias estruturais para propostas prévias da
literatura de um papel termoestabilizador das unidades IS e P1 em relacao a unidade CC.
Nesse sentido, a presente tese esclareceu importantes aspectos estruturais e funcionais
de OSTs, oferecendo suporte para o planejamento de novos experimentos e de aplicagoes
tecnologicas. As novas informagcoes sobre o mecanismo de seletividade da PglB podem
auxiliar no desenvolvimento de glicoproteinas portando monossacarideos especificos,

potencialmente tteis para a produc¢ao de vacinas e de biomoléculas com uso terapéutico.

Palavras-chaves: Oligossacariltransferases. N-glicosilagdo. Dindmica Molecular.



Abstract

N-glycosylation is a modification broadly distributed in all domains of life. It is charac-
terized by a sequence motif N-X-S/T in proteins that portray this glycan chain. The
last step of the oligosaccharide biosynthetic pathway is the en bloc transfer of the glycan
chain to the Asn from the motif. This reactions is performed by enzimes named oligosac-
charyltransferases PglB (Bacteria), AglB (Archaea), and STT3 (Eukarya). Previous
crystallography data identified subdivisions in the OST domains, such as the central core
(CQC), the inserted sequence (IS), and the peripheries (P1 and P2). CC unit is essential
to the interaction with substrates and catalysis. Hypothesis from the literature suggests
that the other units are important for structural stability of OSTs. The N-glycosylation
systems are being employed in studies regarding glycoengineering, and vaccine devel-
opment, therefore, the comprehension of structural aspects that explains the catalytic
properties, as well as substrate selectivity of OSTs, may contribute directly to the
development of novel technological applications. In this context, this thesis evaluates
the structural behavior of OSTs which involves the dynamics of conformational states,
as well as the impact caused by the deletion of structural units, aiming to infer the
function of these regions. To achieve these goals, molecular dynamics simulations were
performed using both OSTs characterized until now: PglB from Campylobacter lari and
AglB from Archaeoglobus fulgidus. Analyzing data generated by PglB simulations, it was
possible to observe the conformational plasticity of the PglB active site, with variation of
important elements, such as the external loop 5 (EL5) and the catalytic residues, when
in the presence of different substrates. Regarding AglB data, we obtained structural
eveidences for the previously proposed thermostabilizing role displayed by IS and P1
units. In this manner, the present thesis clarified important structural and functional
aspects of OSTs, offering support for new experiments and for technological applications.
The new information about PglB selectivity mechanism could provide a basis for the
development of glycoproteins possessing specific monosaccharides, potentially useful for

the production of vaccines and therapeutical biomolecules.

Keywords: Oligosaccharyltransferase. N-glycosylation. Molecular Dynamics.
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1 Introducao

)

“Carbohydrates is all they groove’
Frank Zappa - Conehead

1.1 Glicobiologia e glicosilacao

A glicobiologia pode ser definida, de forma bastante abrangente, como o estudo
da estrutura, da biologia, da biossintese e da evolugao dos carboidratos (glicanas,
agucares, ou cadeias sacaridicas) distribuidos na natureza [1]. Até a primeira metade
do século XX acreditava-se que os carboidratos serviam basicamente como fonte de
energia, sem apresentarem funcoes bioldgicas distintas. Assim, durante a fase inicial da
revolucao da biologia molecular, nas décadas de 60 e 70, os estudos relativos a essa classe
de biomoléculas encontravam-se muito pouco desenvolvidos em comparacao as outras
grandes classes moleculares. Contribuiram para isso a grande complexidade estrutural
e a dificuldade na predicao de sequéncias de glicanas, visto que essas nao podiam ser
obtidas diretamente do DNA. Somente a partir do final da década de 80, com a chegada
de novas tecnologias empregadas na exploracao da funcao e estrutura de glicanas, que o
termo "glicobiologia" foi cunhado, reconhecendo a conjuncao dos temas relacionados a
quimica e a bioquimica de carboidratos com a biologia molecular e celular de glicanas e

seus conjugados [2].

Essa classe de moléculas esta espalhada de forma abundante na natureza, de-
sempenhando fung¢oes que compreendem a geracao de energia, a sinalizacao celular e a
formacao de componentes estruturais, dentre outras. Ainda, participam em diversos
tipos de modificagdes co- ou pos-traducionais, produzindo os chamados glicoconjugados,
como as glicoproteinas, os glicolipideos e os proteoglicanos, ampliando a diversidade de
composicao das biomoléculas [1]. Entretanto, o paradigma central da biologia molecular,
isto é, a informagao bioldgica flui do DNA para o RNA e desse para as proteinas, nao
contempla o papel destas moléculas nos niveis de informacao. Os glicoconjugados estao
envolvidos em uma enorme variedade de eventos, como por exemplo interagoes célula-
célula, bem como com a matriz extracelular e com outras moléculas, sendo essenciais
para o funcionamento e o desenvolvimento de organismos multicelulares complexos.
Além disso, estes conjugados vem sendo identificados como relevantes na patogenicidade
de alguns organismos [3]. Assim, conforme postulou Varki [1], uma forma mais completa

e adequada de descrever o paradigma central da biologia molecular seria com a inclusao
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das glicanas e de suas combinagoes covalentes com outras macromoléculas.

O processo de formacao de glicoconjugados é chamado de glicosilacao. Essa é
a modificagdo co- ou pés-traducional mais prevalente [4,5] encontrada na natureza.
Considera-se que cerca de dois tercos das proteinas existentes no dominio Eukarya
potencialmente apresentam essa caracteristica [6]. A extensa variabilidade de carboidra-
tos combinada a microheterogeneidade das glicanas e as diferentes formas de ligagao
entre eles possibilita a diversificacao do proteoma, permitindo expandir a complexidade
biolégica dos genomas. A inclusdo de uma glicana a estrutura de uma proteina pode

impactar diretamente na sua funcao, localizacao, sinalizacao e adesdo, dentre outros.

No inicio do século XX, Albert Neuberger obteve as primeiras evidéncias dessa
caracteristica em organismos a partir da deteccao de monossacarideos como manose
e glicosamina [7]. Tal estudo serviu como base para a comprovagao da existéncia de
carboidratos ligados a estrutura de proteinas. Atualmente, uma enorme quantidade
de funcoes tem sido relacionada a presenca dessas moléculas na estrutura proteica,
como na termodindmica de enovelamento de proteinas [8], na sinalizacao celular, na
localizacao intracelular, no reconhecimento intercelular, na resposta imunitaria e na
estabilidade contra protedlise [4]. Outro campo em que os processos de glicosilagao foram
identificados como relevantes é em patologias observadas na pratica clinica [9], sendo um
dos grandes exemplos os chamados Disttrbios Congénitos da Glicosilagao (Congenital
Disorders of Glycosylation - CDG), que ja somam mais de 60 tipos diferentes descritos
na literatura [10] e atingem as vias responsaveis pela biossintese de glicoconjugados.
Ainda, sdo crescentes os relatos de alteracoes nos padroes de glicosilacao relacionados a
iniciacao, a progressao e a metastase de tumores, sendo a glicosilagao considerada um

marcador de cancer.

A glicosilagdo é um processo que pode ser de varios tipos (Figura 1). Até o

momento, os ja identificados sao [5,11,12]:
e O-glicosilagao, que envolve a adi¢ao de glicanas a um atomo de oxigénio de um
residuo de aminoécido, geralmente uma serina ou uma treonina;

e P-glicosilagao, onde uma serina fosfatada tera o seu atomo de fésforo como aceptor

da glicana;

e C-manosilacao, que esta relacionada a presenca de carboidratos em um atomo de

carbono do anel indélico de um residuo de triptofano;

e S-glicosilacao, que envolve a adigao de monossacarideos a cadeia lateral de um

residuo de cisteina, utilizando o atomo de enxofre ali presente;
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e C-manosilagao, que esta relacionada a presencga de carboidratos em um atomo de

carbono do anel indélico de um residuo de triptofano;

e Glipiacao, descrita como a glicosilagdo de um lipidio chamado ancora de glicosil-
fosfatidilinositol (GPI) e que pode ser adicionado ao ponto C-terminal de uma

proteina para realizar o ancoramento a uma membrana celular;

e N-glicosilacao, que é caracterizada por uma ligacao do tipo S-glicosilamida de um
oligossacarideo ao atomo de nitrogénio da carboxamida presente na cadeia lateral

de uma asparagina aceptora.

1.2 N-glicosilacao

A N-glicosilagao é o tipo de glicosilagao de maior ocorréncia ja que, de todas
as glicoproteinas, cerca de 90% corresponde a essa forma [6]. Essa modificagdo estd
distribuida pelos trés dominios da vida [13,14], tendo sido encontrada, primeiramente,
em Eucariotos, novamente com estudos de Neuberger e colaboradores [15]. Por um
longo periodo acreditou-se que a N-glicosilagao fosse restrita ao dominio Eukarya. Tal
noc¢ao comeca a mudar em meados da década de 70, quando um estudo de Mescher &
Strominger [16] demonstrou a presencga de glicoproteinas na camada-S do organismo
Halobacterium salinarum, abrindo caminho para estudos posteriores que identificaram
N-glicosilagao no flagelo de H. salinarum [17] e na camada-S de Haloferaz volcanii [18],
espécie encontrada no Mar Morto. Apenas algumas décadas depois esse processo
foi descoberta em bactérias [19, 20], gerando uma lacuna de conhecimento quando
comparado a amplamente estudada e conservada via eucaridtica, principalmente por
meio do modelo Saccharomyces cerevisiae [21]. Entretanto, nas tltimas duas décadas
ocorreu a massificacdo do sequenciamento genémico de procariotos, concomitantemente
ao melhoramento das técnicas de espectrometria de massas, o que proporcionou a
identificacdo de sistemas de N-glicosilagdo nas mais variadas espécies de bactérias e

archaeas [22].

A via de N-glicosilagao em bactérias que possui a maior quantidade de estudos,
sendo, portanto, a mais bem compreendida até os dias de hoje, é a do microorganismo
Campylobacter jejuni [3]. As vias existentes em archaeas, sobretudo devido a alta
complexidade e variabilidade das cadeias de oligossacarideos, ainda possuem pontos
obscuros porém, aos poucos, o conhecimento a seu respeito vai sendo solidificado. De
qualquer forma, os passos iniciais pertencentes a esse processo, os quais se referem a

construgao da cadeia oligossacaridica e sua consequente transferéncia para uma proteina
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Figura 1 — Diferentes tipos de glicosilagdo com exemplos de atomos e residuos em que
carboidratos podem ser adicionados.
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aceptora, ocorrem com um certo grau de conservagao em todos os dominios da vida
(Figura 2). A logistica basica dessa via envolve a participagao de diversas enzimas que
irao atuar na biossintese do oligossacarideo, o qual é conectado e transportado via
um carreador lipidico, formando um oligossacarideo ligado a lipidio (em inglés, Lipid-
linked oligosaccharide - LLO). Esse carreador pode ser em bactérias uma molécula de
undecaprenila pirofosfatada (Und-PP) ou um dolicol, tanto mono como difosfatado em
arqueas ou somente difosfatado em eucariotos. Quanto as enzimas da via [22] responsaveis
pela montagem do substrato sacaridico, em eucariotos sao as glicosiltransferases (GTases)
da familia asparagine-linked glycosylation (Alg), que adicionam os monossacarideos um
a um ao carreador. Similarmente, em arqueas as enzimas do tipo GTases da familia
archaeal glycosylation (Agl) estdo envolvidas no processo, enquanto em bactérias as
responsaveis sao as da familia protein glycosylation (Pgl). Essas enzimas utilizam apenas
formas ativas dos monossacarideos (também chamados de glicideos nucleotidicos) como

doadores para as reacoes de construcao da cadeia oligossacaridica.

Em Bacteria, toda essa linha de montagem iré ocorrer com o carreador lipidico
e seu agucar voltados para o citoplasma [22]. Em Archaea, existem algumas excegoes,
onde ocorrem edigoes posteriores, enquanto em Eukarya a arvore glicidica e seu lipidio
sao translocados para o limen do reticulo endoplasméatico apds a adicao de apenas uma
parte dos monossacarideos. E importante ressaltar, ainda, que devido & microheteroge-
neidade dos carboidratos, faz-se necessario o uso de diferentes enzimas de uma mesma
familia que comportem os variados substratos dessa via, podendo inclusive ser tnicas
para cada espécie. Para que a transferéncia da glicana seja executada é essencial que o
carreador lipidico esteja localizado no compartimento celular apropriado: em eucariotos,
a adi¢ao da glicana a proteina ocorre no limen do reticulo endoplasmatico; em archaeas,
acontece entre a parede celular e a membrana plasmatica; ja em bactérias, o processo
termina no espago periplasmatico, entre a membrana interna e a externa. Para que o
LLO esteja ao alcance das enzimas denominadas oligossacariltransferases (OST), a acao
de transportadores do tipo ABC com funcao de flipase é imperativa, pois sao eles que
realizam a translocacao desse carreador glicosilado a partir da realizagdo do movimento
de flip. No dominio Eukarya, a proteina Rftl era considerada a responsavel por essa
fungao [23], contudo essa hipétese foi refutada posteriormente ap6s novas investigagoes,
nas quais foi descoberto que se trata apenas de uma coadjuvante neste processo [24],
restando ainda incerto qual transportador desempenha esse papel. Enquanto em bac-
térias a enzima PglK é designada como a flipase envolvida [25], em archaeas, na via
da espécie Haloferazx volcanni, foi detectado que a enzima AglR pode desempenhar
essa fungao [26], embora nesse dominio da vida ainda sejam necesséarios mais estudos

que elucidem o transportador ou os transportadores existentes. Apds a translocacao
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figuras/Figure2.pdf

Figura 2 — Vias de N-glicosilacgdo em Bacteria (C. jejuni) e em Eukarya (S. cerevisiae)
demonstrando o padrao sequencial em cada caso. Adaptado de Larkin & Imperiali
[22].
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do carreador glicosilado, a adi¢ao de monossacarideos a cadeia pode continuar (como

ocorre em eucariotos e em algumas archaeas) ou cessar (como ocorre em bactérias).

O passo final da via é a transferéncia da arvore glicidica para a proteina a ser
glicosilada. Para tanto, ¢ vital o papel desempenhado pelas OSTs, enzimas catalisadoras
dessa reacao. Cada enzima dessas pode variar amplamente em sua quantidade de residuos
de aminoacidos, mudando de espécie para espécie, e também em termos de caracteristicas
estruturais. As OSTs eucariéticas, via de regra, formam um complexo composto de 5
a 8 subunidades, incluindo a STT3 (staurosporine and temperature sensitive 3), que
exerce a fungao catalitica [27,28]. Diversamente, as archaeas e bactérias possuem apenas
uma subunidade, a AglB (Archaeal glycosylation B) [29] e a PglB (Protein glycosylation
B) [30], respectivamente, com func¢ao idéntica a da STT3 de eucariotos. Uma ressalva
importante é que alguns protistas também apresentam apenas uma subunidade, a
catalitica STT3 [31]. Ainda, uma mesma espécie é capaz de possuir mais de uma
isoforma de subunidade catalitica, dotadas inclusive de glicanas especificas e com baixas
identidades de sequéncia entre si [32]. Com o processo de transferéncia executado, a
proteina pode tanto manter a glicana na forma que foi transferida como sofrer alteracoes
adicionais na sua cadeia oligossacaridica, promovidas no reticulo endoplasmatico e
no Complexo de Golgi (eucariotos) ou realizadas por enzimas adicionais (archaea),
processadoras da glicana [33,34]. No dominio Bacteria, esse tipo de modifica¢ao ainda
nao foi encontrado; todavia, em eucariotos a principal fonte de diversidade estrutural

associada a carboidratos é advinda desse pds-processamento.

1.2.1 N-glicosilacao em Bacteria

Dentre o dominio Bacteria, as espécies da classe Epsilonproteobacteria sao aque-
las que mais apresentam o cluster génico que codifica o sistema de N-glicosilagao [3,13].
Dentro dessa classe, o género mais estudado é o Campylobacter, destacando-se ainda
os géneros Helicobacter e Wolinella. Alguns integrantes da classe Deltaproteobacteria,
como o género Desulfovibrio, possuem seu sistema de N-glicosilacao caracterizado [35].
Adicionalmente, um sistema bastante particular foi descrito na classe Gamaproteobac-
teria — a GTase HMW1C, cuja atividade é desempenhada no citoplasma ao glicosilar
a adesina HMW1 [36]. Essa OST possivelmente evoluiu de forma independente, pois
possui pouca similaridade estrutural com a PglB, além de estarem localizadas em

compartimentos celulares diferentes (citoplasma e periplasma, respectivmente) [3].

A diversidade de estruturas sacaridicas N-ligadas nestes microorganismos é um
dos temas que vem sendo constantemente estudados. O aspecto mais conservado entre

essas glicanas é a presenca da N,N’-diacetilbacilosamina ou Bacilosamina (Bac), um
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monossacarideo relativamente comum em bactérias e que estd diretamente envolvido na
ligagdo com a Asn [20]. Portanto, faz sentido dizer que a via da N-glicosilagdo em C.
jejuni inicia a partir da conversdo de uma N-acetilglicosamina (GlcNAc) em uma Bac.
As enzimas envolvidas nesse processo sao a PglF, PglE e PglD, todas modificando a
posi¢ado 4 do monossacarideo GlcNAc. Inicialmente a PglF, uma desidratase, retira o
atomo de hidrogénio (H) do grupo hidroxila (OH) a partir de uma molécula de NAD+ |
que se tornarda NADH. A aminotransferase PglE acrescenta o grupo amina na sequéncia
e remove o grupo cetona ali presente [37]. Finalizando o processo, a PglD transfere a
acetilagao utilizando uma molécula de acetil-CoA [38], assim formando a UDP-Bac que
possui um grupo pirofosfato em sua posicao 1. A PglC é uma fosfoglicosiltransferase
que age na transferéncia da Bac fosforilada na posigao 1 (Bac-1-P) para o carreador
lipidico (Und-P) [39]. As Pgls A e J [40,41] adicionam a primeira e a segunda GalNAc
com ligagoes -(1—3) e -(1—4), respectivamente. A PglH é uma polimerase, sendo
responsavel por anexar os proximos trés monossacarideos de N-acetilgalactosamina
(GalNAc) ligados de forma -(1—4) [42]. O passo final da montagem é o acréscimo do
monossacarideo que ramifica a glicana, a partir da acao da Pgll que adiciona um residuo

de glicose (Glc) com uma ligacao -(1—3) [41].

Apébs o processo realizado na linha de montagem do heptassacarideo, a OST
de bactérias, denominada PglB, ird catalisar a transferéncia da glicana. Para isso, a
proteina aceptora da glicosilagdo necessita possuir uma assinatura em sua sequéncia. A
assinatura padrao bésica para N-glicosilagdo é composta pelo motivo N-X-S/T, onde
N ¢ a asparagina que receberd o carboidrato, X corresponde a qualquer aminoacido
exceto prolina e S/T corresponde a um residuo de serina ou treonina. Contudo, a
PglB demanda uma assinatura estendida para obter maior eficiéncia [43], apesar desse
requerimento nao ser obrigatério para a ocorréncia da modificagdo pds-traducional [44].
Em bactérias, o motivo é composto por uma extensao D/E-X-N-X-S/T, onde os dois
residuos de aminoacido extras correspondem a um aspartato ou um glutamato e qualquer
aminoacido exceto prolina. Além da presenca de uma assinatura estendida, como esse
processo ocorre pés-traducionalmente e com a proteina enovelada (Kowarik et al., 2006),
diferentemente do processo co-traducional em eucariotos, ha uma proposicao de que
a regiao desse motivo precisa estar em uma alca flexivel e exposta para que, assim,
possa interagir com o sitio catalitico da PglB. Entretano, estudos recentes desafiam
essa nogao [45], indicando que o processo pode ocorrer co-traducionalmente, com as

proteinas apenas parcialmente enoveladas.
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1.2.2 N-glicosilacao em Archaea

A N-glicosilagao em Archaea é considerada a modificagdo pos-traducional capaz
de gerar a maior diversidade quimica dentre os trés dominios da vida [44,46]. Além dos
tipos de monossacarideos diferentes, possui diversas alteragdes em seus monossacarideos,
como metilacao, sulfatacao e a adicao de treoninas. As analises de genomas realizadas
demonstraram a existéncia de vias praticamente espécie-especificas [47]. A despeito
dessa diversidade, os esforcos direcionados a elucidacao dessas vias no dominio Archaea
tem sido limitados a uma diminuta quantidade de espécies, dentre elas H. volcanii,
Methanococcus maripaludis, Methanococcus voltae e Sulfulobus acidocaldarius. Algumas
iniciativas criadas por pesquisadores da area, como Eichler e colaboradores, envolveram
a criagdo de um banco de dados, o aglgenes [48], que busca o monitoramento dos genes
relacionados a essa via para diferentes espécies, bem como para a confec¢cdo de uma
proposta de padroniza¢ado na sua nomenclatura [49], contribuindo & identificagao de

caracteristicas comuns entre eles.

Dentre as vias estudadas em Archaea, a de H. volcanii, do filo Euryarcheota, é
tida como a mais bem compreendida [46,50-53] (Figura 3), embora alguns elementos
ainda sejam desconhecidos. A enzima que adiciona o primeiro monossacarideo, uma
hexose, ao carreador lipidico é a enzima AglJ [54], seguida pelas agoes das GTases
AglG, Agll e AglE, que irdo transferir trés unidades de acidos hexuronicos [29]. Con-
comitantemente, as enzimas AglM, AglQ e AglP atuarao em funcgoes auxiliares na
construgao dessa estrutura [55-57|. A primeira age como uma UDP-glicose desidro-
genase na biossintese das duas primeiras unidades de acido hexurdnico. A segunda é
descrita com funcao de epimerase/isomerase e é importante para o aparecimento da
terceira unidade de acido hexurdnico, sem ainda uma fungao especifica conhecida. A
terceira ¢ uma S-adenosil-L-metionina-dependente metiltransferase, desempenhando
uma metilacdo na posicdo quatro da terceira unidade de acido hexurdnico. A enzima
que realiza a translocagao desse tetrassacarideo ligado ao dolicol-fosfato (DolP) ainda é
desconhecida. Geralmente, a etapa derradeira do processo ocorre quando a oligossaca-
riltransferase AglB catalisa a transferéncia em bloco da cadeia oligossacaridica para a
proteina aceptora. Contudo, no caso da via de H. volcanii, ocorre um processo posterior
a construcao e a adicao desse tetrassacarideo: o acréscimo de um residuo de manose que
completard o pentassacarideo de H. volcanii. Para tal fim, a enzima AglD ira realizar
a transferéncia de um monossacarideo de manose para outro DolP; a enzima AglR
realiza a translocagdo desse LLO do citoplasma para o espaco entre a membrana e a
parede celular; e a enzima AglS catalisa a transferéncia desse monossacarideo para o

tetrassacarideo, completando assim a glicana nas proteinas desse organismo.
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Figura 3 — Proposta de via de N-glicosilagdo em Archaea (H. volcanii) feita por Eichler e
colaboradores [50]. As enzimas AglJ, AglG, Agll e AglE transferem uma hexose
e trés acidos hexuroénicos, respectivamente. Enquanto isso, A AglM, a AglQ e a
AglP participam secundariamente na formacao das unidades glicidicas. A AglB
transfere o tetrassacarideo para a proteina aceptora. Posteriormente, um residuo
de manose é adicionado ao tetrassacarideo, em um processo que envolve a AglD
(adi¢do da manose ao carreador), a AglR (flipase) e a AglS (transferéncia para a
glicana).
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Nessa mesma espécie ocorre um fenéomeno de regulacao bastante particular:
a partir da exposicao a diferentes concentracoes salinas, o padrao de glicosilagao de
uma glicoproteina é alterado, de modo que uma segunda glicana (estruturalmente
diversa da primeira) é adicionada por uma segunda via de N-glicosilagao [58]. Na
presenga de 1,75 M de NaCl (mas nao 3,4), a glicoproteina da camada-S recebe um
tetrassacarideo (ao invés do penta) na Asn498 enquanto, anteriormente, a proteina
era glicosilada na Asn13 e na Asn83. Esse segundo processo é controlado por genes
de uma regiao distinta no genoma, compreendendo os genes HVO_2046 ao HVO_2061,
inclusive utilizando uma oligossacariltransferase ainda desconhecida. Normalmente, em
altas concentragoes salinas essa modificacdo possui niveis baixissimos, esparsamente
detectados. Porém, surpreendentemente, apds a delecao do cluster génico relativo a
primeira via, as proteinas da camada-S comecam a receber a modificagdo na Asn498,
mesmo com a concentracao salina que antes nao favorecia seu aparecimento, um fato
que ainda carece de maiores estudos para sua compreensao e que evidencia que ha

algum grau de comunicagao entre as vias.

Ao contrario do que foi visto para outras espécies do dominio Archaea (como a
propria H. volcanii), a N-glicosilagdo é essencial em Sulfulobus acidocaldarius, perten-
cente ao filo Crenarcheota. A delegao do gene que codifica a AglB é incompativel com a
vida [59], mostrando a importancia dessa enzima para a sobrevivéncia dessa espécie. Isso
pode ser justificado pela grande quantidade de sitios de N-glicosilacao na glicoproteina
da camada-S [60], tornando possivel o enfrentamento das altas temperaturas e do baixo
pH. A via biossintética ainda possui diversas lacunas na sua descri¢ado, porém parece
comegar com a acao da AglH, que transfere um monossacarideo de UDP-GlcNAc para o
lipidio carreador dessa espécie, um dolicol pirofosfatado (DolPP) com cadeias hidrof6bi-
cas de tamanho reduzido (35 a 40 carbonos). Os dois passos seguintes da via, a adigdo
de mais uma GlcNAc e de uma manose, formando um trissacarideo, ainda nao possuem
enzimas devidamente identificadas. No quarto passo, a Agl3 converte a UDP-glicose
e sulfito de s6dio em uma UDP-sulfoquinovose, que na sequéncia é transferida para o
trissacarideo por uma GTase desconhecida. Apds esse passo, mais duas unidades sao
adicionadas a glicana: uma manose e uma glicose, sendo essa ultima ligada por agao
da enzima Agl16. Postula-se que o LLO completo é translocado do citoplasma para o
espaco externo por intermédio de uma flipase ainda desconhecida. O 1ltimo passo é

catalisado pela AglB, que ira transferir a glicana em bloco.
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1.3 Aspectos estruturais das OSTs

1.3.1 Anatomia de uma OST

As OSTs ja foram identificadas em diversos organismos espalhados pelos trés
dominios da vida. Entretanto, apesar de sua importancia e de sua essencialidade, o
grau de similaridade entre elas é bastante baixo. Grandes variagdes estruturais sao
observadas, tanto em quantidade de residuos (com algumas enzimas apresentando cerca
de 550 residuos e outras até 1500), como em conservagao do enovelamento e presenca de
subunidades. Acrescenta-se ainda o fato de que algumas espécies apresentam mais de
uma oligossacariltransferase em seu genoma, por vezes com baixissima identidade entre
elas. Todavia, ao observar as estruturas caracterizadas até hoje (Figura 4), percebe-se
que padroes emergem e é possivel inferir alguma conservagao estrutural entre elas [32].
O dominio transmembrana (TM) é formado em média por 13 hélices agrupadas, que
sao conectadas por algas intracelulares e externas. Dentre essas algas externas (em
inglés, external loop - EL), sabe-se que algumas desempenham papéis fundamentais
no mecanismo de catalise e ligacdo ao substrato. Na interface entre os dominios,
coordenado por residuos do dominio TM, esté o fon metalico essencial (M?") para a
catélise, responsave pela coordenacao dos residuos que formam o sitio catalitico e que
permitirdo a formacgao da rede de interagées que permeia o mecanismo de acao das
OSTs. Diferentes fons ja foram observados exercendo este papel, tais como Mg?*, Mn?*,
Zn?t e Co?*, com grande variacdo de atividade dependendo do metal de transicio

utilizado e da concentracao aplicada no estudo [61].

O dominio PP ou C-terminal possui organizacoes que variam conforme cada
espécie e pode ser subdividido em diferentes unidades estruturais [62,63]. Aquele que
parece ter presenca obrigatoria e possui atribuigoes essenciais nas OSTs é o ntcleo
central (em inglés, central core - CC), ja que é a unidade que possui dois importantes
motivos conservados WWDXGX e MI/DK cuja fungao é reconhecer o S/T da posigao
+2 na assinatura de N-glicosilacao [64]. O enovelamento dessa regido varia mas, em geral,
¢ um misto o/, podendo apresentar uma maior quantidade de a-hélices em eucariotos
e uma maior quantidade de [-fitas nos procariotos ja estudados. A unidade denominada
sequéncia de insergao (em inglés, insertion sequence - 1S) foi identificada até o momento
apenas em Bacteria e em Archaea, e é assim denominada pois parece ter sido inserida
dentro da sequéncia do dominio CC. Ela ocorre em Bacteria e em Archaea e, nas
estruturas elucidadas até agora, essa unidade apresentou-se com estrutura secundaria
formada por -folhas, demonstrando um padrao variavel de enovelamento e tamanho.
Inicialmente, foi sugerido que essa unidade possuia envolvimento no reconhecimento do

substrato sacaridico [63] entretanto, como serd mostrado mais adiante, a elucidacdo da
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C. lari - PgIB A. fulgidus - AfAgIB-L

Figura 4 — Organizagoes estruturais ja encontradas para OSTs completas demonstrando
a variabilidade entre espécies. O dominio TM e as unidades estruturais estao
coloridas de acordo com o cédigo.

estrutura completa da PglB descartou essa hipotese [64]. O terceiro tipo de unidade
estrutural ja identificado inclui as periferias 1 e 2 (em inglés, periphery 1 e 2 - Pl e
P2), que parece envolver a parte externa da unidade CC. Uma OST pode apresentar
apenas P1 ou as duas estruturas, P1 e P2. Com exce¢ao do CC, as outras unidades
estruturais ainda nao tem funcao conhecida. Ensaios de mutagénese verificaram que a
unidade IS da AglB de P. furiosus é dispensavel para catélise [65]. Todavia, o ensaio foi
realizado com um pequeno peptideo aceptor e com a enzima solubilizada (na auséncia de
membrana), condigdes que podem influenciar, por exemplo, na interagdo com proteinas
maiores ou no acoplamento com proteinas de membrana, onde o polipeptideo a ser
glicosilado estara sendo translocado. As unidades P1 e P2 sao sugeridas na literatura
como possiveis fatores termoestabilizantes da estrutura das OSTs [66], j& que muitas

delas sao encontradas em organismos hiperterméfilos, hidtese ainda por ser confirmada.
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1.3.2  Um histérico de estruturas parciais

Conforme apontado anteriormente, um dos marcos do processo de N-glicosilacao
ocorre quando a glicana completa (ou que serd processada posteriormente) ligada ao
lipidio carreador é transferida por uma OST para o aceptor proteico, gerando as glico-
proteinas. A funcao de uma proteina esta diretamente ligada a sua estrutura, portanto
a obtencao de dados estruturais de OSTs é uma area em constante desenvolvimento.
Até 2011, nenhuma estrutura completa de OSTs havia sido obtida, restando apenas
as elucidacoes de porgoes completas ou incompletas do denominado dominio periplas-
matico (Bacteria) ou C-terminal (Archaea e Eukarya). Uma dificuldade encontrada
nos estudos estruturais dessas enzimas é o fato de elas serem localizadas inseridas
em membrana [67], o que aumenta a complexidade da caracterizacao cristalografica

necessaria para a descricao de estruturas completas.

As primeiras estruturas obtidas foram de subunidades menores do complexo
OST de Eukarya, como a Ostdp (2004) [68] e a Ost6L (2009) [69], bem como o primeiro
dominio C-terminal de Pyrococcus furiosus (2008) (Figura 5) [62]. Em seguida (2009),
o dominio Periplasmético (equivalente ao C-terminal em Archaea e Eukarya) de C.
jejuni foi elucidado (Figura 6) [63]. Posteriormente, os dominios C-terminal das espécies
A. fulgidus (2012 e 2013 - duas isoformas) [65,66] (Figura 6 e Pyrococcus horikoshii
(2013) [70] também foram descritos. Ainda, em 2012 o primeiro dominio C-terminal de
Eucariotos foi obtido advindo de Saccharomyces cerevisiae (Figura 6) [71]. Mais tarde,
uma ultima estrutura incompleta foi caracterizada, o dominio C-terminal de Pyrcoccus
abyssi (2014).

1.3.3 A primeira estrutura completa: Pg|B

Em meados de 2011, a primeira estrutura completa de OST foi obtida [64],
a PglB de C. lari (CIPgIB), com resolucio cristalografica de 3,4 A, considerada um
marco no estudo da via de N-glicosilagao (Figura 7). A estrutura dessa OST é composta
por 712 residuos de aminoacidos, divididos em dois dominios estruturais, o TM e o
PP. O dominio transmembrana engloba os residuos 1-432, enquanto o periplasmatico,
os residuos 433 ao 712. A porcao transmembrana dessa proteina envolve 13 hélices
inseridas na bicamada, além de duas algas externas (ELs), chamadas EL1 e EL5, que
possuem importantes fungdes relacionadas a catélise da enzima (ver adiante). A EL5
elucidada nessa estrutura possui uma regiao faltante de 25 residuos (residuos 283-306)
que correspondem a uma alca aparentemente flexivel em sua por¢ao N-terminal. As
hélices denominadas TM1 a TM4 e TM10 a TM13 compreendem a regiao de interface

entre os dois dominios, formando assim a cavidade onde ocorrera a interacdo com a
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P. furiosus - PfAgIB

Figura 5 — Exemplo de organizagao estrutural encontrada para a AglB de P. furiosus. O
dominio TM e as unidades estruturais estdo coloridas de acordo com o cédigo.

A. fulgidus - AfAgIB-S1 A. fulgidus - AfAgIB-S2 S. cerevisiae - Stt3

Figura 6 — Exemplos de organizacoes estruturais semelhantes encontrada para as AglBs
S1 e S2 de A. fulgidus e para a subunidade catalitica STT3 de S. cerevisiae. O
dominio TM e as unidades estruturais estdo coloridas de acordo com o cédigo.
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Figura 7 — Acima. Estrutura completa da PglB separada por regides importantes da enzima.
Abaizo. Residuos conservados e importantes para o reconhecimento da assinatura
da N-glicosilagdo. O dominio TM e as unidades estruturais estdo coloridas de
acordo com o cédigo.

proteina aceptora, proximo ao sitio catalitico da PglB. Na face oposta, uma segunda
cavidade se apresenta como a regiao onde supostamente ocorre a intera¢ao com o LLO.
A conexao entre as duas cavidades é chamada de "estrutura de portinhola'(porthole
structure), justamente onde a cadeia lateral da asparagina aceptora e o LLO farao

contato, estando contidos no sitio ativo da enzima.

Em relacao a sua estrutura, o dominio periplasmatico possui duas unidades:
a CC e a IS. A CC apresenta-se com um enovelamento misto « e 3, contendo duas
assinaturas principais bem caracterizadas. Essas estao envolvidas na manutencao de uma
interacao firme da proteina aceptora para que ocorra a catalise. A primeiro assinatura
foi identificada como WWDYGY (residuos 463-468), em um primeiro momento [72], e
WWDXGX, tardiamente, em decorréncia das variagoes nas tirosinas da assinatura em
alguns organismos [47]. O segmento WWD forma o sitio de reconhecimento da posigao

+2 (S/T) da assinatura da N-glicosilagdo, interagindo por intermédio de ligagoes de
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hidrogénio entre os residuos. Além disso, o residuo Tyr468 foi sugerido como uma
peca importante na interacdo com a N-acetilagao do C2 da Bacilosamina apds uma
primeira modelagem do substrato na cavidade. Outra assinatura importante descrita em
bactérias e algumas arquéias é a MI (residuos 569, 572 e 576) ou, em algumas arquéias
e eucariotos, DK. Dados oriundos da estrutura cristalografica da PglB [64] indicam que
essa assinatura explicaria a preferéncia por uma treonina na posicao +2 da assinatura de
N-glicosilagao, ja que a cadeia lateral do residuo de isoleucina poderia realizar interacoes
hidrofébicas com a metila presente na cadeia lateral de treoninas e que, por sua vez,
estd ausente nas serinas. Por fim, outra regiao ja identificada é a DXXK (residuos
481-484), que parece influenciar as interagbes com a cadeia oligossacaridica [73]. A
unidade IS dessa espécie é composta por nove (-fitas que formam uma estrutura de

[-barril distorcido, embora sua fungao exata permanecga desconhecida.

A elucidagao estrutural da PglB completa também possibilitou uma caracteriza-
¢ao mais profunda da assinatura estendida de N-glicosilagao nas OSTs bacterianas. A
Arg331 na ClPgIB, um residuo conservado, situa-se préximo a posigao -2 (D/E) da assi-
natura na estrutura cocristalizada, o suficiente para realizar interagoes que contribuem
na estabilizacao do substrato proteico dentro da cavidade enziméatica. Contudo, estudos
posteriores sugeriram [74] que a principal interacdo nessa regiao é feita pela Argl47
(CIPglIB), sendo que a Arg331 serviria apenas como suporte adicional. Em Bacteria
ainda nao é claro se o processo ocorre pos-traducionalmente, com uma alca flexivel
carregando a assinatura, ou co-traducionalmente, tendo a PglB acoplada a unidades
translocadoras de proteinas pré-enovelamento. A propria nocao da essencialidade da
assinatura estendida vem sendo desafiada por descobertas recentes [75,76], verificando-
se que mutagoes pontuais podem alterar drasticamente a preferéncia da enzima por
diferentes assinaturas, além de observar-se que PglBs de diferentes espécies podem ter

preferéncias por outros residuos na posicao -2.

1.3.4 A segunda estrutura completa: AglB

Em 2013 a primeira estrutura completa de OSTs do dominio Archaea foi obtida: a
AgIB-L (L = large) de A. fulgidus (AfAglB-L) [77]. Ela teve sua estrutura caracterizada
em dois estados levemente diferentes (Figura 8), um estado nativo (apo) e um estado com
um ion sulfato ligado, emulando a presenca do fosfato do LLO, com resolucoes de 3,4 e 2,5
A, respectivamente. Outra diferenca que chama a atencéo é a presenca da EL5 completa,
previamente nao vista na PglB. Posteriormente, em 2017 [78], um estado similar ao da
PglIB foi determinado (ID 5GMY) na presenga de um peptideo aceptor covalentemente

ligado por uma ponte dissulfeto na AfAglB. Apenas duas notaveis diferencas foram
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observadas em relagao a AfAglB-L previamente caracterizada: a auséncia da regiao
N-terminal da EL5 (assim como visto na CIPglB) e a aproximagao do residuo Glu360
do metal divalente, indicando a importancia da interagao do substrato aceptor na
formacao do sitio catalitico completo. A enzima completa possui 868 aminoacidos,
divididos nos dominios TM (1-499) e globular C-terminal (500-868). A conexao entre os
dominios é realizada por um segmento de dobradiga (residuos 494-499) e por interacoes
nao-covalentes realizadas pela EL1. A estrutura da regiao TM da AfAglB-L. demonstra
bastante similaridade estrutural com a CIPglB, a despeito da sua baixa identidade de
sequéncia (menos de 20%), com organizagao parecida e mesmo nimero de hélices (13).
A estrutura da EL5 (residuos 336-373) completa foi detectada em um dos estados, o
estado apo, enquanto no estado ligado ao ion, o mesmo grau de desordem visto na PglB
foi identificado, o que poderia indicar que, em estados ligados a diferentes substratos, a

porcao N-terminal das EL5 de OSTs mostra maior ou menor nivel de flexibilidade.

No dominio C-terminal, a AfAglB-L apresenta trés unidades estruturais: CC,
IS e P1. A unidade CC é similar aquela encontrada na CIPglB, possuindo os mesmos
dois motivos principais de reconhecimento do peptideo aceptor (WWDYGY e DK/MI).
Enquanto isso, a unidade IS difere por ser menor e sem o formato de S-barril encontrado
na CIPgIB e em outras estruturas parciais (PfAglB-L e PhAgIB-L). Nesse caso, trés a-
hélices pertencentes a unidade CC parecem substituir o restante da estrutura equivalente
ao barril na OST bacteriana. Finalmente, a unidade P1, ainda sem func¢ao conhecida, é
constituida quase que exclusivamente por S-folhas e, espacialmente, tem uma posicao

similar a estruturas prévias.

1.3.5 O sitio catalitico e o mecanismo de acdo das OSTs

A primeira estrutura de OSTs obtida, cristalizada na presenca de um peptideo
aceptor portando a assinatura estendida da N-glicosilacao de bactérias, permitiu a
inferéncia de um mecanismo catalitico para a enzima (Figura 9). O metal divalente
(M2") presente no sitio catalitico possui um papel fundamental, pois sua auséncia abole
a atividade enzimatica [74]. Na estrutura obtida por Lizak e colaboradores, esse metal
era um fon magnésio (Mg?"), abundante na solucio cristalina. Todavia, acredita-se que
em C. lari esse ion seja Mn?'. A natureza do fon no sitio catalitico é inespecifica, pois
diversos outros metais sdo ativos tanto na AglB [66] como na PglB [61], sendo essa uma
propriedade vista em outras GTases [79]. Na estrutura cristalografica da PglB, uma
rede de interacoes foi encontrada no sitio catalitico, com destaque para alguns residuos
especificos: Asp56, Aspl154 e Glu319, que coordenam diretamente o ion metalico. Os

residuos Asp56 (localizado na EL1) e Glu319 (localizado na EL5) posicionam-se préximos
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Figura 8 — Acima. Estruturas completas da AglB nos dois estados conformacionais determi-
nados. Abairo. Coordenagoes distintas do metal divalente encontradas em cada
estado no sitio catalitico. O dominio TM e as unidades estruturais estio coloridas
de acordo com o cédigo.

a Asn do peptideo aceptor da glicosilagao. O Aspl154 (localizado na EL2), importante
na coordenacao do metal, faz parte de um motivo bastante conservado em GTases, o
DXD, juntamente com o Asp156 (sem funcao definida) [79,80]. Todos esses residuos,
quando mutados para alaninas, influenciam tanto parcial como totalmente a atividade
enzimatica da PglB [64,66]. A hip6tese gerada a partir da observagao dessas interagoes e
de ensaios bioquimicos [61] (Figura 9) envolve diretamente os residuos Asp56 e Glu319:
os carboxilatos presentes nas cadeias laterais desses residuos, ao passo que coordenam
o metal com um dos atomos de oxigénio, podem formar liga¢des de hidrogénio com
a amida da cadeia lateral da Asn aceptora. A formacao dessas ligagcoes induziria a
rotacao da ligacao N-C da carboxamida, o que evitaria a conjugacao dos elétrons do
nitrogénio com o grupo carbonila, rompendo a ressonancia dessa regiao. Por conseguinte,
a hibridizacao do nitrogénio se tornaria sp3 e ocorreria uma modificagdo na posicao

do par de elétrons, aumentando a eletronegatividade desse atomo e potencializando
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Figura 9 — Rede de interacgGes que regem a coordenagao do fon metdlico e da cadeia lateral da
Asn e proposta de mecanismo de agdo baseada na estrutura da PglB. Adaptado
de Lizak e colaboradores [61]

sua nucleofilicidade. Esse conjunto de alteragoes permitiria que o nitrogénio da amida
realizasse um ataque nucleofilico no carbono da posicao 1 da bacilosamina. O metal
possuiria, dessa maneira, uma funcao dupla - coordenar os residuos do sitio catalitico e

interagir com o pirofosfato do glicolipideo para sua estabilizacao.

Outros elementos participam de forma mais indireta no processo catalitico.
Por exemplo, Argld7 e Arg331 interagem com Asp (-2) da assinatura do substrato
aceptor. Arg375, altamente conservada, é predita como importante na interagao com o
pirofosfato [64], auxiliando na manuteng¢ao do LLO préximo ao sitio ativo. A alga EL5
funcionaria como duas partes independentes: a por¢ao N-terminal parece ser altamente
flexivel na presenca do aceptor proteico, ou ordenada na forma livre da enzima; enquanto

isso, a sua porcao C-terminal na presenca do aceptor é rigida e se acopla a estrutura da
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enzima com Glu319, para formar o sitio ativo, desordenando-se na sua forma livre [81].
O residuo Tyr293 do motivo Tyr-plug, pertencente a por¢cdo N-terminal da ELS5, parece
ser importante para a catalise, talvez interagindo com o LLO e auxiliando a reacao,
porém nao ¢é essencial para a ligagdo do substrato proteico na enzima [81]. Entretanto,

seu papel exato ainda é desconhecido.

Observou-se na AglB hé algumas modificagoes nesse processo que ainda nao sao
compreendidas. O metal encontrado na estrutura cristalografada foi Zn?*, porém foi
sugerido que aquele que ocorre naturalmente seria o Mg?™ [79]. De qualquer maneira, a
enzima é cerca de 3x mais ativa na presenca de Zn?* do que em outros metais, indicando
que esse metal pode ser um bom substituto [77]. Os residuos que no cristal parecem
interagir com o metal sdo Asp47 (equivalente a Asp56 na ClPgIB), Aspl61 (equivalente
a Aspl54 na ClPgIB) e His163 (equivalente a Asp156 na CIPgIB). O residuo Glu360
nao coordena o metal como seu equivalente (Glu319) na CIPglB, refor¢ando a ideia de
que o acoplamento da por¢ao C-terminal de EL5 responde a presenga (CIPgIB) ou a
auséncia (AfAglB) do substrato proteico [81]. No lugar dessa interacdo, uma molécula
de agua foi encontrada assumindo a funcao de coordenacao. Na AglB, o ion sulfato
encontrado posicionado préximo ao sitio ativo (Figura 8 - cristal 2) foi hipotetizado
como emulando o fosfato do dolicol carreador, o que poderia indicar que esse era um
estado pos-catalitico [77]. Ao estudar algumas mutagoes nos residuos préximos a esse
ion (His81, His162, Trp215 e Argd26), foi verificado que nas histidinas a inversao das
cargas aboliu a atividade, enquanto a mudanca de uma arginina para alanina teve o
mesmo efeito [77]. Nesse estado, com a presenga do fon sulfato, a porgdo N-terminal da
EL5 esta desordenada e nao tem sua estrutura elucidada, sugerindo que a presenca do

lipideo-carreador também infuencia na estrutura da alga [77].

1.4 Aplicacoes biotecnolégicas da via de N-glicosilacao e a glico-

engenharia de proteinas

A elucidagao dos sistemas de N-glicosilagdo em Bacteria e em Archaea permitiu
a operacionalizacao de aplicagoes biotecnolégicas envolvendo a manipulacao dessas
vias, tanto intra como interespécies (Figura 10, alimentando o desenvolvimento da
glicoengenharia de proteinas [82,83]. A importancia de investigagdes envolvendo esse
campo pode ser ilustrada pela grande quantidade de estudos empregando proteinas
glicosiladas que ja estao aprovadas ou que estao em fase de desenvolvimento clinico ou
pré-clinico nas agéncias regulatérias Européia e Americana para uso em humanos [84].

Em muitas dessas proteinas glicosiladas a glicana é essencial para a funcao ou influencia
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diretamente na farmacocinética desses biofarmacos. Outra aplicagdo promissora diz
respeito ao estudo de métodos alternativos na producao de vacinas, pois a tecnologia
de acoplamento de glicanas a proteinas (Protein glycan coupling technology - PGCT)
demonstra diversas vantagens sobre o método empregado atualmente (conjugagao qui-
mica) [85]. Baseados nessa tecnologia, alguns artigos na literatura vém descrevendo
abordagens envolvendo o uso de enzimas pertencentes a maquinaria de glicosilagao
bacteriana para, por exemplo, realizar a adi¢ao de diferentes tipos de estruturas sacari-
dicas, como os O-antigenos de espécies bacterianas, para auxiliar no desenvolvimento
de vacinas [86-89]. Uma forma mais recente da aplicabilidade em vacinas envolve o uso
da via de N-glicosilagdo de C. jejuni transfectada para linhagens nao-patogénicas de
FEscherichia coli [90]. Nesse caso, a célula bacteriana produz vesiculas de sua membrana
externa que apresentam a glicana. Essas vesiculas foram utilizadas na vacinacao de
galinhas, que demonstraram uma reducao de 104 na colonizacao bacteriana. Em termos
de pesquisas, uma boa parte dos esforcos envolvem estudos que visam a producao de
diferentes cadeias oligossacaridicas existentes em eucariotos. Ja foram obtidos, com
sucesso, o nucleo inicial trimanosidico de mamiferos (juntamente com a quitobiose),
a sua transferéncia pela PglB para outras proteinas [91], bem como o antigeno Lewis
X [92,93]. Paralelamente, outras biomoléculas glicosiladas também vém sendo estudadas
como, por exemplo, o lipidio A, componente do lipopolissacarideo (LPS) presente na
membrana bacteriana, que recebeu modificagoes para a formacao de LPS quiméricos.
Esses, por sua vez, possuem estruturas como a de gangliosideos e de antigenos Lewis
(X eY) [94-96].

Um dos principais fatores que torna as OSTs plataformas promissoras para
estudos de glicoengenharia é a promiscuidade dessas enzimas, especialmente a PglB de
C. jejuni, somada ao fato de possuir apenas uma subunidade e de poder ser transferida
para um organismo que nao possua um sistema nativo de N-glicosilagao, como F.
coli [30]. Reforcando essa informacao, estudos prévios [97,98] verificaram que um dos
unicos requisitos para uma glicana qualquer ser transferida pela PglB é a presenca de
um grupo acetamida na posicao C-2 do monossacarideo que serd ligado na asparagina
aceptora. Pesquisas recentes estao sendo direcionadas para modificacoes que alterem
tanto a plasticidade do sitio ativo da PglB [88] como as assinaturas de N-glicosilagao,

buscando menor espeficidade e maior eficiéncia no processo.

Como toda area em desenvolvimento, a glicoengenharia possui desafios que limi-
tam a propagacao de suas aplicagoes [82]. E necessério maior deteccao e caracterizagao
de novas estruturas oligossacaridicas, especialmente em bactérias e archaeas, onde ocorre
a maior variabilidade, bem como producao e conjugacao mais eficientes de glicanas

eucariéticas em bactérias, visando a expansao das ferramentas disponiveis. Também é
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importante encontrar um melhor entendimento das vias de N-glicosilagao, visto que
elas possuem variagoes interespécies, propiciando assim uma manipulagao melhor desses
sistemas para o crescimento do campo. Por fim, o aperfeicoamento da compreensao
e da predicao das consequéncias no enovelamento e na funcao de proteinas, acarreta-
das pela glicosilacao em sitios especificos das proteinas-alvo, possibilitard avangos no

desenvolvimento e no desenho especifico de glicanas com diferentes aplicagoes.

1.5 Elucidacao da estrutura e da conformacao de biomoléculas

A area de estudo envolvendo a determinacao de estruturas de biomoléculas
surgiu em meados do $eculo XX e desde entdo vem agregando contribuigoes expressivas
para o avancgo cientifico [99]. Ao realizar a caracterizagdo estrutural de uma molécula
em nivel atomico, é possivel acessar suas interagoes moleculares, o que, potencialmente,
trard informacoes que auxiliam na inferéncia da sua fungio [100]. A compreensio das
bases estruturais que definem o papel desempenhado por diferentes moléculas facilita
a descricao de fendbmenos biol6gicos em niveis variados, como a inibi¢cdo causada por
pequeno ligante em um receptor, o reconhecimento intercelular mediado por glicoprotei-
nas, o transporte através de membranas, o funcionamento de ribossomos e a formacao
de capsidios virais [100]. Nesse contexto, diferentes técnicas vém sendo desenvolvidas
visando a aplicagoes na elucidagao estrutural de entidades biologicas em resolugoes
distintas. Algumas técnicas sao informativas em termos de carcteristicas globais, como,
por exemplo, o espalhamento de raios-X a baixos angulos, que proporciona a obtencao
de dados relativos a forma, ao tamanho e a distribuigao de particulas [101]. J& a técnica
de dicroismo circular é capaz de descrever o enovelamento proteico e o contetudo de
estrutura secundéria [102]. Entretanto, essas técnicas nao sao capazes de descrever com

resolucao atomistica as biomoléculas que sao estudadas.

As principais técnicas de escolha para a determinacao de estruturas tridimensio-
nais de biomoléculas com resolucao atomistica, atualmente, sdo a ressonancia magnética
nuclear (RMN) e a cristalografia de raios-X (Figura 11. Entre as duas, a cristalografia é
a técnica dominante, sendo que das mais de 130.000 entradas no banco de dados do
Protein Data Bank (PDB), cerca de 90% das estruturas foram resolvidas utilizando
esse método (acessado em junho de 2017). Essa abordagem baseia-se na propriedade
de agregacao das moléculas, organizadas em arranjos periédicos que correspondem
as estruturas de cristais [103,104]. A ocorréncia da cristalizagdo é influenciada por
condicoes variadas, como o pH, a concentracao salina usada e a temperatura empregada,
fatores que podem determinar o sucesso do processo [105]. Apesar de ser o método mais

frequentemente empregado e ter sido amplamente refinada desde o seu inicio, ainda
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apresenta algumas limitagoes [?]: 1) a formagao dos cristais contendo a molécula de
interesse, devido a multiplicidade de fatores que participam no processo; ii) a obtencao
de proteinas de membranas, em decorréncia do ambiente em que estd inserida; iii) a
inducao de estabilidade estrutural pelo ambiente cristalino, que pode acarretar estru-
turas com erros em suas defini¢oes; iv) impossibilidade de se obter um conjunto de

conformacoes, sendo a estrutura resolvida um estado médio.

O método de RMN, em contrapartida, oferece uma caracterizagao que permite
observar a flexibilidade de regioes da estrutura e os diferentes estados conformacionais
das proteinas [106]. Nesse método é possivel identificar a presenca de nicleos de atomos
que estao espacialmente proximos, ou seja, na vizinhanca um do outro, gerando mapas de
restricao espacial que serao utilizados para a construcao dos modelos tridimensionais. O
efeito Overhauser nuclear (NOE, nuclear overhauser effect) - que ocorre quando atomos
proximos estao em estados diferentes de magnetizagao - é empregado em espectros de
resolucao bidimensional [107] com o intuito de detectar a proximidade entre dtomos nao-
covalentemente ligados (menor que 5 A ) [108]. Essa técnica, porém, apresenta limitacio
quanto ao tamanho das moléculas que podem ser analisadas, com os maiores modelos
chegando a 1 mega Dalton de peso molecular atualmente [109,110], em decorréncia da
sobreposicao de picos nos espectros utilizados na construcao dos modelos estruturais,
impedindo a identificacdo correta da posi¢do atomica. Assim como a cristalografia, a
RMN também enfrenta restri¢des na capacidade de elucidar estruturas de proteinas de
membrana, tendo em vista que ocorrem perdas de estrutura e funcao dessas moléculas

ao serem retiradas do ambiente lipidico e serem purificadas em detergentes [106].

Uma mudanca de paradigma que pode estar acontecendo diz respeito ao uso da
técnica de microscopia crioeletronica, cujo emprego na determinacao estrutural vem
aumentando consideravelmente (em 2015 = 216, em 2016 = 410) [111]. A técnica funciona
bem para estruturas de tamanho superior a 200 kDa, como complexos macromoleculares
e para proteinas transmembranas grandes. Todavia, tal abordagem ainda enfrenta um
problema de resolucao, que dificilmente atinge valores préximos aos da cristalografia
(Figura 11, apesar de algumas estruturas j atingirem resolucdes menores que 3 A
[112,113]. Outra questao diz respeito a flexibilidade da molécula estudada: ela pode
tanto ser descrita corretamente, conferindo um aspecto positivo ao método, como pode

impedir que a caracterizagao de determinadas regides seja realizada [111].

Tratando especificamente do tema dessa tese, os glicoconjugados sdo um caso a
parte quando se fala em estudos estruturais. Os dados relativos a essas biomoléculas
sao usualmente escassos, particularmente por causa das dificuldades encontradas na

caracterizacao de suas estruturas. O principal fator diz respeito a alta flexibilidade
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Figura 11 — Estruturas tridimensionais obtidas pelos diferentes métodos disponiveis atu-
almente. Vermelho. Cristalografia de Raio-X - Ubiquitina (ID 1UBQ) [114].
Azul. Ressondncia Magnética Nuclear - Proinsulina (ID 2KQP) [115]. Verde.
Microscopia Crioeletrénica - Aerolisina (ID 5JZH) [116].
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conferida pela presenca dos componentes glicidicos. Na cristalografia, essa flexibilidade
atrapalha a formagao dos cristais [117-119]. Adicionalmente, a hidrofilicidade que
gera um aumento na quantidade de moléculas de agua coordenando suas estruturas,
bem como a auséncia de interagoes hidrofébicas e dipolares entre residuos sacaridicos
proximos, sdo também fatores impeditivos [120]. Por fim, nos casos das glicoproteinas,
seus mapas de densidade eletronica sao prejudicados por essa flexibilidade exacerbada,
interferindo na correta determinagao estrutural dessas moléculas [121]. J& no método
de RMN, a mobilidade dessas cadeias sacaridicas produz dificuldades na identificacao
de multiplos sinais de NOE. A baixa quantidade de sinais obtidos, seja entre ligagoes
glicosidicas, seja entre a propria proteina com o carboidrato, pode gerar a obtencgao
de estados conformacionais médios [119,120], que nao representam adequadamente os
estados existentes em solugao. Quanto ao método de microscopia crioeletronica, esse
pode ser um bom aliado em estudos de macrocomplexos glicosilados. Porém algumas
questoes ja mencionadas ainda permanecem, como a dificuldade em lidar com moléculas
menores e flexiveis, além de eventuais problemas na obtencao de resolugao apropriada.
Acrescenta-se ainda o fato de que é estimado que cerca de um terco das estruturas de

carboidratos depositadas no PDB apresentam algum tipo de inconsisténcia [122,123].

Nesse contexto, os métodos computacionais de avaliacdo da estrutura e da dina-
mica de biomoléculas funcionam como alternativas aos métodos tradicionais [124-126],
especialmente em glicoconjugados [127-133]. Dentre essas abordagens computacionais,
tem-se a dindmica molecular (DM), técnica que foi introduzida na década de 70 [134,135]
e que vem sendo utilizada atualmente para problemas diversos [136-139]. Essa abor-
dagem proporciona muitas vezes subsidios para novos experimentos de maneira tnica,
beneficiando-se da sua resolucao atomistica e da forma singular com que possibilita
a observacao de propriedades tempo-dependente. A DM ira avaliar o comportamento
fisico-quimico de um determinado sistema de atomos, baseando-se em forcas que po-
dem induzir a movimentagao desse sistema. Para tanto, o método realiza sucessivas
integragoes da equagao de movimento de Newton aplicada a todos os atomos do sis-
tema, empregando um tempo de integracao denominado d¢ [140]. Isso é realizado para
todas as posicoes e interagoes dos atomos durante uma quantidade de tempo, sendo
atualizado constantemente e gerando o que é chamado de trajetoria. Essa trajetéria
produzida contém um conjunto de conformacoes (ensemble), as quais descrevem o perfil
conformacional encontrado para as moléculas estudadas [100]. A DM estd atrelada ao
conceito da mecanica molecular (MM), o que implica na consideragao apenas dos niicleos
atomicos nos calculos, excluindo-se a descricao direta de propriedades eletronicas, como

a formacao e a quebra de ligagdes atomicas.

Mais especificamente, a DM é regida pela seguinte equacao: F;= m; . a;. O termo
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a? pode ser descrito como a; = d2rit1(t)/ dt?, onde rj() corresponde a posi¢do do dtomo
i e dt ao tempo de integracgao discretizado [140]. O termo relativo a forga do sistema
também pode ser descrito de outra forma: F; = -dV/dr;, onde V diz respeito a energia
potencial do sistema calculada para cada atomo ¢ na posicao r;. Esse ponto é importante
para a determinacao da intensidade e da direcao da F;, uma vez que esse termo é
colocado em func¢ao das coordenadas cartesianas dos atomos e da energia potencial do
sistema. Dessa forma, a equacao é integrada considerando a variagdo temporal (t); as
forgas agindo sobre o atomo i sao calculadas pelo conjunto de interagoes descritas para
esse atomo (campo de forga); essas forcas geram uma variagdo no espago cartesiano (dr),
em fungao do tempo de integragao (usualmente 1 ou 2 fs). Ao resolver essa equagao para
cada atomo do sistema é possivel obter a mencionada trajetéria, onde o comportamento

do sistema durante um tempo de simulagio sera avaliado [140].

Para calcular a energia potencial em relacao aos atomos que compdem o sistema
estudado s@ao necessarios os chamados termos ligados e termos nao-ligados. A esse
conjunto de pardmetros e de fungoes é dado o nome de campo de forga (Figura 12). A
forma funcional basica desses campos de forca é dada pelo somatério desses termos.
Alguns campos de forca mais sofisticados podem apresentar termos adicionais, entretanto,
os termos aqui apresentados estao invariavelmente presentes [140]. Os termos ligados
avaliados sao: termos de ligacao covalente entre dois atomos (Vigacao), descritos por um
potencial harménico (ky,) que penaliza energeticamente variagoes de b em relagao ao
valor de referéncia by; termos de descrigdo de angulos envolvendo trés atomos (Vangulo),
que de forma semelhante emprega um potencial harménico (kg) para evitar variagoes
excessivas, onde 0 é o angulo calculado e 6y é o angulo de referéncia; termos torsionais
relativos a rotagao de angulos diedrais formados entre quatro atomos (Vgiedrais). O
diedro préprio é descrito por uma funcao cosseno com n sendo o valor de periodicidade
ou multiplicidade (indicando o nimero de minimos de energia), ¢ é o valor do diedro,
ks determina a barreira energética para que ocorra mudanca de minimo de energia e §
indica o maximo de energia no perfil rotacional do diedro. O diedro impréprio varia para
cada campo de forca, podendo tanto seguir o padrao periddico encontrado para diedros
proéprios (AMBER e OPLS), como o padrao de potenciais restritivos encontrado para
ligacoes e angulos (CHARMM e GROMOS). Os termos nao-ligados compoem a soma
de dois outros termos: os termos coulombicos relativos a componentes eletrostaticos dos
atomos (Veletro), calculados como a soma de interagdes entre pares de cargas atdmicas,
utilizando a Lei de Coulomb; os termos de van der Waals (Vyj), calculados aplicando
um potencial de Lennard-Jones 12-6 entre pares de atomos neutros. Apesar dessa forma
basica, cada campo de for¢a tem suas peculiaridades para lidar com a resolucao dessas

equagoes. Atualmente, os campos de forga mais comumente utilizados sdo o Amber [141],
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Figura 12 — Esquema representativo dos parametros que descrevem a forma funcional de
um campo de forga.

CHARMM [142], GROMOS [143] e OPLS-AA [144).

1.5.1 Validacdo das simulacdes por DM

As simulagdes em DM apresentam, de modo geral, duas limitacoes principais: a
precisao dos campos de forca na descrigdo das biomoléculas de estudo e a amostragem
suficiente das simulagoes. A escolha do campo de for¢a pode influenciar na correta
caracterizagao dos sistemas estudados, entretanto ndo ha um consenso sobre um campo

de forca que seja superior aos outros em todos os quesitos. J4 a amostragem esta
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ligada diretamente a questao da convergéncia e da reproducibilidade, onde, idealmente,
diferentes experimentos computacionais deveriam observar comportamentos similares
ou convergentes. Todavia, a convergéncia nao é um fator facilmente evidencidvel [145],
sendo ainda um problema [146-148], especialmente para proteinas maiores [149], mesmo
quando as simulagoes sao executadas por periodos mais longos. Dessa forma, alguns
grupos propoem o conceito de convergéncia relativa [150], enquanto outros [148] consi-
deram que uma simulacao foi validada e amostrada suficientemente quando consegue
responder questoes cientificas especificas. Uma forma de diminuir os problemas de pouca
amostragem é o emprego de replicatas das simulagdes [151], utilizando velocidades
iniciais diferentes para garantir que o sistema simulado percorra um caminho distinto
dos outros. Outra maneira envolve o uso de métodos de amostragem ampliada, como
a metadinamica [152] e a replica-exchange [153]. Nesses métodos, o sistema é forgado,
por metodologias distintas, a buscar novos estados conformacionais, nao permanecendo

preso apenas a estados energeticamente favoraveis.

A validacao dos dados advindos dessas DMs com variadas abordagens pode ser
feita pela comparacao com dados experimentais disponiveis na literatura. Se fené6menos
biologicos forem respondidos, explicados ou observados, isso pode indicar que a simulacao
contém resultados apropriados. Outra forma ¢é a verificagao de propriedades fisico-
quimicas experimentais das biomoléculas (ex: entalpia de vaporizagao, capacidade

térmica) sendo estudadas, servindo como uma validagao do experimento computacional.

1.5.2 Aplicacdo de abordagens computacionais para o estudo de OSTs

No contexto de estudos estruturais, a DM emerge como uma forma mais conve-
niente de se obter uma noc¢ao das propriedades dinamicas de biomoléculas, permitindo
a obtenc¢ao de perfis conformacionais [100]. Nesse sentido, quando reconstruidos de
maneira apropriada, esses perfis podem fornecer informacoes a respeito de eventos
conformacionais completos, como a transi¢ao entre estados biologicamente relevantes ou
eventos de enovelamento [154, 155]. Esses conjuntos de conformagoes também possuem
a vantagem de propiciar o célculo de médias de propriedades do conjunto, ao invés de
utilizar valores uinicos gerados por estados conformacionais médios [156,157]. Dessa
forma, a utilizacao dessa técnica para o estudo de OSTs pode auxiliar na compreensao

dos mecanismos que envolvem esse sistema.

Até o presente momento, apenas trés trabalhos na literatura empregaram essa
técnica no estudo desses sistemas. O primeiro deles, publicado em 2014 por Kern e
colaboradores [158], realizou a descri¢ao conformacional de dois LLOs, o glicolipideo

bacteriano portando a glicana de C. jejuni e o glicolipideo eucariético portando uma
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glicana conservada de eucariotos. Esse trabalho trouxe informacoes importantes acerca
do comportamento estrutural do LLO em membrana e propés uma conformacao de

interagao com a PglB para o LLO bacteriano.

O segundo trabalho foi realizado pelo Grupo de Bioinformatica Estrutural e diz
respeito a simulagdes por DM da ClPglB inserido em um modelo de membrana biologica
na presenga de solvente explicito e de substratos distintos. Esse trabalho foi iniciado
durante o meu Mestrado [159], onde as primeiras simulacoes do sistema foram realizadas,
dando enfoque as alteragoes globais da estrutura causadas pelos diferentes subtratos,
bem como a uma primeira caracterizagao da dinamica do sitio ativo. Posteriormente,
dada a complexidade do tema abordado, esse trabalho continuou sendo desenvolvido
no Doutorado, culminando em publicagdo em periédico [160] que serd abordada no

Capitulo de Resultados dessa tese.

O terceiro trabalho é bastante recente (30 de Maio de 2017) [161] e compreende
a simulagao por DM do complexo completo da PglB, ou seja, contendo tanto o peptideo
aceptor e como LLO, assim como a PglB na presenca de outros substratos. O artigo de
Lee & Im apontou movimentos do dominio TM como os responsaveis pela modulagao

da EL5 e, por conseguinte, da inducao de alteragoes conformacionais relevantes para a
atividade da OST.

A despeito desses trabalhos terem abordado questoes relativas a estrutura
das OSTs, fazendo inferéncias diversas sobre seus mecanismos, muitas questoes ainda
permanecem nao resolvidas sobre as bases moleculares dessas enzimas. Alguns desses
pontos incluem: a compreensao do mecanismo de acao da enzima; a importancia das
diferentes unidades estruturais espalhadas pelas diferentes OSTs dos dominios da vida;
os requerimentos para o processo catalitico (como a N-acetilagdo no carbono da posicao
2 do monossacarideo da extremidade redutora do LLO); a contribui¢ao de residuos
especificos da PglB para a atividade. A complexidade de tratar sistemas incluindo
uma proteina transmembrana, a prépria membrana biologica, o solvente explicito e
diferentes substratos adiciona mais alguns desafios aos estudos, trabalhando como um

fator limitante para a amplitude de investigacoes sobre o tema.
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2 Justificativa

Enzimas do grupo das OSTs, como a PglB e a AglB, vém se tornando impor-
tantes alvos de investigacao para diversas aplicagoes. Por serem enzimas promiscuas,
processando substratos distintos daqueles encontrados naturalmente em seus organismos
de origem, a caracterizagao dos mecanismos envolvendo suas atividades ¢ de grande

relevancia para a producao de glicoproteinas especificas.

Estudos em nivel atomico de sistemas moleculares envolvendo diferentes classes
de biomoléculas atuando em conjunto, como proteinas, lipidios e carboidratos, sao
desafiadores e poucas técnicas experimentais conseguem realizar uma descricao apropri-
ada de seus comportamentos. Nesse sentido, os métodos computacionais representam -
muitas vezes - uma alternativa de custo acessivel, rapida e com resolucao atomistica.
Ainda, abordagens desse tipo sdo um dos poucos métodos que permitem o estudo con-
formacional de carboidratos, ja que tanto o RMN como a cristalografia tem dificuldades

ao lidar com esse tipo de biomolécula.

Dessa forma, a compreensao de como diferentes OSTs comportam-se, tanto
na presenca de diferentes substratos como ao sofrerem modifica¢oes estruturais, pode
contribuir para um melhor entendimento das bases moleculares que regem seus processos
cataliticos. Esse conhecimento pode ser extrapolado para enzimas similares e auxiliar
em estudos caso a caso, fornecendo subsidios para futuros ensaios experimentais ou para
potenciais aplicagoes biotecnoldgicas/industriais, como o desenvolvimento de vacinas e

a glicoengenharia bacteriana.
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3 Objetivos

O objetivo desse trabalho é analisar o comportamento molecular das OSTs PglB
e AglB na presenca de diferentes condigoes. A presenga ou a auséncia tanto do substrato
proteico como do subtrato lipidico, a presenca ou a auséncia de suas diferentes unidades
estruturais e de seus perfis conformacionais serao avaliadas. Para atingir esses objetivos,

o trabalho foi dividido em 3 capitulos, cada um com suas metas:

[. Descricao da dindmica do sitio catalitico da PglB de C. lari:

i. Caracterizacdo da dinAmica de coordenacao do Mg?* e de residuos cataliticos;
ii. Analisar a influéncia conformacional da complexacao dos substratos proteico
e glicoproteico.

II. Avaliacdo do papel funcional das unidades estruturais da AglB de A. fulgidus:

i. Avaliar a estabilidade das AglBs mutantes (AP1 e AISP1);

ii. Verificar se ha manutencao dos requisitos basicos para catdlise em todos

sistemas;
iii. Identificar as principais interagdoes que regem a organizacao de unidades
estruturais.
IIT. Caracterizacao dos estados pré- e pos-cataliticos da PglB de C. lari:
i. Parametrizar o LLO e analisar como a sua presenca afeta a organizacao do
sitio ativo e dos residuos relevantes no seu reconhecimento;

ii. Obter dois estados cataliticos relevantes que serao empregados em calculos

de mecénica quantica (QM) para realizar a catalise da PglB.
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4 Procedimentos metodolégicos

“Remember that all models are wrong;
the practical question is how wrong
do they have to be to not be useful”

George Box

Buscando a resolucao das questoes estabelecidas nos objetivos dessa tese, o
trabalho foi dividido em trés capitulos. O Capitulo I abrange estudos da ClPglB
inseridos em membranas biolégicas (1-palmitoil-2-oleil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina -
POPE) avaliando o comportamento estrutural e dindmico na sua forma apo (nativa),
na presenca do peptideo aceptor que foi cocristalizado com sua estrutura e na presenca
de um glicopeptideo de C. lari e um de C. jejuni. O Capitulo II discorre a respeito das
unidades estruturais de OSTs, empregando como modelo de estudo a outra estrutura
ja cristalografada (AfAglB) inserida em POPE, realizando inferéncias funcionais para
essas porgoes ainda pouco estudadas. Por fim, o Capitulo III retorna a CIPglB inserida
em POPE, compreendendo a parametrizagao do substrato doador - LLO, bem como a
formacao do complexo completo dessa OST, sendo apresentada uma analise da influéncia
desse substrato no corpo da enzima. A lista completa dos sistemas estudados segue

abaixo:

e ClPgIB-Nativa-POPE (Capitulo I)
Sistema da PglB nativa utilizado para verificar como a auséncia de substratos

influencia globalmente a estrutura da enzima, também servindo como um controle;

e ClPglB-Peptideo-POPE (Capitulo I)
Sistema da PglB na presenca de um peptideo aceptor que porta a assinatura de
N-glicosilagao. Obtido diretamente da estrutura cristalografica, funcionou como
um primeiro modelo de avaliagdo do comportamento de elementos cataliticos

importantes;

e CIPglIB-Glicopeptideo-POPE (Capitulo I)
Sistemas da PglB na presenca de glicopeptideos, separadamente, de C. lari e C.

jejuni visando analisar as mudancgas causadas pela formacao do produto da reagao
da OST;
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e AfAgIB-L-WT-POPE (Capitulo II)
Sistema da AglB nativa obtida diretamente da estrutura cristalografica, funcio-

nando como o controle dos experimentos em comparagao com as mutagoes;

o AfAglB-L-AP1-POPE (Capitulo II)
Sistema da AglB recebendo a delecao da unidade estrutural P1, com objetivo de

avaliar o papel estabilizador dessa unidade;

e AfAgIB-L-AISP1-POPE (Capitulo II)
Sistema da AglB recebendo uma dupla delecao das unidades estruturais IS e P1,

com a intencao de verificar o papel estabilizador dessas unidades na OST;

e LLO-POPE (Capitulo III)
Sistema envolvendo o Glicolipideo de C. lari inserido em membrana empregado
para a obtencao de um modelo de substrato doador que foi posteriormente

complexado na ClPglB;

e CIPgIB-Pré-POPE (Capitulo I1I)
Sistema da PglB em seu estado pré-catalise portando o peptideo aceptor e o LLO
para que fossem estudadas as modificagoes estruturais induzidas por esses subs-

tratos na PglB, juntamente com a caracterizacao de conformacgoes pré-cataliticas;

e CIPgIB-Pés-POPE (Capitulo I1T)
Sistema da PglB em seu estado pds-catalise portando o glicopeptideo e a undeca-

prenila para realizar a caracterizacao de conformagoes pos-cataliticas;

e ClPglB+P1-POPE
Sistema da PglB quimérica contendo uma unidade estrutural P1 de A. fulgidus
ligada no C-terminal de sua estrutura,em uma tentativa de conferir termoestabili-

dade para a enzima bacteriana.

4.1 Construcao dos sistemas

A PglIB possui uma estrutura obtida pelo método de cristalografia por raios-X,
depositada no banco de dados do PDB, sob cédigo 3RCE [64]. Como comentado na
Introducao, as estruturas cocristalografadas na presenca do peptideo aceptor possuem a
regiao denominada EL5 onde faltam aminoacidos em sua por¢ao N-terminal em relagao
a sua sequéncia original. Na PglB, esses residuos correspondem ao de niimero 283 até o
de nimero 307 (25 AA). Além disso, ha um pequeno trecho de 3 aminoécidos (605-607)

na unidade IS. Essas regices foram preenchidas a partir da submissao dessa estrutura



Capitulo 4. Procedimentos metodolégicos 51

ao servidor FALC-Loop [162], que utiliza uma metodologia [163] envolvendo construgao
por fragmentos coletados em bancos de dados de estrutura e utilizacao do algoritmo
analytical loop closure em conjunto com minimizagoes de energia que assim satisfazem
angulos de torcao apropriados para os residuos da alca modelada. Multiplas estruturas
sao fornecidas pelo servidor, possibilitando a escolha do modelo mais apropriado para
cada situacao. Como a regiao do EL5 possui uma grande quantidade de aminoécidos
faltantes e é considerada importante para o mecanismo da catalise, a selecao do melhor
modelo foi feita buscando essas caracteristicas. Assim, dentre as 100 estruturas de EL5
resolvidas pelo servidor, o modelo selecionado foi aquele que possuiu melhor escore
na avaliagdo da estereoquimica (analisado com o servidor PDBsum e o programa
PROCHECK [164]) e que manteve a abertura da suposta cavidade de ligagdo do
substrato doador aberta. O sistema apo foi obtido a partir da remocao do peptideo
aceptor do arquivo PDB original da estrutura cristalografica. Para a obtencao do
complexo com os glicopeptideos, a estrutura da glicana foi retirada do cédigo PDB
2K33 [165]. O modelo do LLO foi obtido via o uso do método gromos de agrupamento
(clustering) para que algumas conformagoes mais prevalentes e potencialmente relevantes
fossem extraidas da DM, prontas para serem utilizadas em estudos de atracamento
molecular (sera detalhado mais adiante na segao de Métodos). O estado pds-catalitico
foi obtido apds a simulagao do estado pré-catalitico, a partir da analise de componentes
principais (ACP) que nos permitiu identificar regides de menor energia do estado

pré-catalitico, com um minimo global e com minimos locais.

A AglB possui estruturas completas obtidas pelo método de cristalografia por
raios-X depositadas no banco de dados do PDB sob cédigo 3WAK [66] e, mais recen-
temente (2017), 5GYM [78]. No inicio desse trabalho, a estrutura de cédigo 5GYM
na presenca do peptideo aceptor ainda nao estava disponivel, dessa forma nao sendo
considerada na elaboragao desse capitulo. Na AglB, a EL5 estd disponivel na estrutura
do 3WAK, porém nao apresenta o ion sulfato que seria o equivalente ao fosfato do
LLO, sendo a 3SWAK uma estrutura apo. Os mutantes foram obtidos pela delecao da
regiao P1 (residuos 777 a 868) e da regiao IS (residuos 638 a 776) do arquivo PDB da

estrutura original.

A construcao dos modelos de PglB quiméricos foram realizadas em duas aborda-
gens. A primeira delas envolveu o uso do software MODELLER9v17 [166], utilizando
como entrada um alinhamento de trés sequéncias de aminoacidos utilizando o software
Clustal Omega [167]: a sequéncia completa da PglB-quimérica que se quer modelar,
a sequéncia da CIPglB e a sequéncia apenas da porcao P1 da AfAglB-L. A rotina
empregada na producdo dos modelos foi a automodel. Vinte modelos foram construidos

e avaliados estereoquimicamente pelo software PROCHECK no servidor PDBsum [164].
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O modelo com a maior quantidade de residuos em regioes permitidas foi selecionado.

4.2 Atracamento molecular

Duas abordagens distintas foram empregadas nos trabalhos dessa tese. No
Capitulo I, buscando posicionar as glicanas corretamente na cavidade da PglB, elas
foram atracadas rigidamente com auxilio do software AutoDock 4.2 [168]. O algoritmo
genético Lamarckiano (LGA) foi empregado para explorar a cavidade de ligacdo. Em
cada rodada, o nimero maximo de avaliagoes de energia empregado foi 250.000.000
e um nimero maximo de 27.000 operacoes de LGA foram gerados em populagoes de
10 individuos. No total, 100 rodadas foram realizadas, com valores de 0,80, 0,02 e 1
para cruzamento, mutagao e elitismo. A estrutura de menor energia da glicana foi
selecionada e entdao conectada a Asn aceptora ao adicionar os parametros relativos a
ligacao, angulos e diedros na topologia do complexo e a subsequente realizacdo de uma

minimizagao de energia com o método de descida mais ingreme (Steepest Descent).

No Capitulo III, para a obteng¢ao de um modelo do complexo pré-catalitico da
OST, foi utilizado o servidor PatchDock [169], pois esse permite o uso de restrigoes
espaciais em seus calculos, como distancias entre dois atomos, por exemplo. Consequen-
temente, baseado no conhecimento ja descrito na literatura [158], as seguintes restri¢oes
foram aplicadas: i) distancia menor que 4 A entre o carbono 1 (C1) da bacilosamina e o
atomo de nitrogénio (ND2) da amida na cadeia lateral do residuo de Asn; ii) distancia
menor que 6 A entre o primeiro fésforo do LLO (P1, mais préximo da cauda hidrofébica)
e os nitrogénios da cadeia lateral do residuo Arg375 (NH1 e NH2); iii) distancia menor
que 6 A entre o segundo fésforo do LLO (P2, mais préximo do primeiro monossacarideo)
e o metal divalente do sitio ativo da PglB. A estrutura proteica utilizada no atracamento
foi a da PglB, sob c6digo PDB 3RCE, na auséncia da por¢ao N-terminal da EL5. Ainda,
a porgao lipidica foi reduzida a apenas 3 unidades isoprendides, possibilitando a reducao
do impedimento estérico no sulco hidrofébico em um primeiro momento. Com esses
parametros de entrada foi possivel obter um modelo da OST bacteriana com todos
os substratos. Para obter a porcao N-terminal faltante da EL5 nesse modelo, foram
recuperados os estados conformacionais identificados nas simulagoes vistas no artigo
do Capitulo I (Figura 4, painel inferior). Quanto ao restante da cauda hidrofébica do
LLO, realizamos um alinhamento da sua estrutura original com a estrutura reduzida
utilizada para o atracamento. Por fim, apos a realizagdo de minimizagoes de energia, os
contatos impeditivos foram removidos e o sistema permaneceu estavel para iniciarmos

os estudos do complexo.
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4.3 Insercao em membrana

As OSTs sao proteinas transmembranas, por conseguinte, para melhor repro-
duzir as condigoes encontradas nos organismos, o emprego de membranas biologicas
no desenvolvimento dos sistemas estudados faz-se necessario. A PglB foi inserida em
uma membrana de 1-palmitoil-2-oleil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (POPE) com 512
fosfolipidios. A metodologia utilizada para a insercao da enzima da maneira mais
apropriada foi a InflateGRO [170]. Ela consiste em sobrepor a estrutura da enzima
e da membrana manualmente na posicao onde se deseja inserir a estrutura e, subse-
quentemente, expandir as dimensoes da caixa de simulagao, ao passo que os lipidios
sao translacionados lateralmente na mesma proporcao, multiplicando essas dimensoes
por um fator de escalonamento comum. Posteriormente, os fosfolipidios sao lentamente
redirecionados para o centro da caixa, concomitantemente a reducao das dimensoes
da caixa de simulacao, enquanto uma série de minimizacoes de energia ¢ realizada em
cada iteracao, até que a area por lipidio atinja valores préximos ao inicial (que devem
estar de acordo com dados experimentais). A proteina permanece com uma forca de
restricao de posicao, evitando que sua estrutura seja afetada. Qualquer lipidio que se
mantenha em contato com a proteina apos a fase de expansao da caixa serd removido.
Portanto, os sistemas finais foram simulados com membranas possuindo 490 moléculas
de POPE. Como forma de guiar a insercao, foi respeitada uma distancia estimada de 8

A na posicdo do fon catalitico Mg?t em relacdo & membrana.

A AglB também foi inserida em uma membrana de POPE com 512 fosfolipidios.
A metodologia utilizada para a insercao da proteina da maneira mais apropriada foram
as ferramentas InflateGRO 2 e LAMBADA [171], uma combinagao que representa uma
evolucao do método InflateGRO. O algoritmo LAMBADA calcula um escore do padrao
de hidrofilicidade da proteina para otimizar o alinhamento com a membrana automati-
camente. O InflateGRO2 representa um melhoramento do seu antecessor, realizando
o processo de forma automatica, reduzindo a quantidade de expansao, compressao e
minimiza¢ao da membrana, mantendo o empacotamento lipidico e reduzindo a exposicao
dos mesmos ao vacuo. Assim, a membrana biolégica pré-equilibrada é mantida o mais
préximo possivel do seu estagio inicial. Por fim, os sistemas finais foram simulados com

membranas possuindo 510 moléculas de POPE.

4.4 Dinamica molecular

Os pacotes de simulagoes GROMACS versao 4.5.1 [172] e GROMACS 5.1.1 foram

utilizados para a realizacao das DMs. Para a descri¢ao dos parametros fisico-quimicos
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das moléculas estudadas, os campos de forca GROMOS 53A6 (Capitulo I) [173] e
GROMOS 54a7 (Capitulos II e III) foram empregados, em conjunto com os parametros
do GROMOS 53A6GLYC para a parte sacaridica (Capitulos I e III) [174,175]. Os
modelos e os parametros da membrana POPE foram retirados do repositorio LipidBook
[176], onde os dados de simulagdes de membranas variadas podem ser armazenados. Nesse
caso especifico, foi utilizado o trabalho de Piggot e colaboradores [177], empregando
como base alguns parametros ja descritos no GROMOS53a6. O modelo de adgua utilizado
na solvatagao de caixas triclinicas foi o SPC [178], na presenca de condigoes periddicas de
contorno. As minimizacoes de energia foram conduzidas no algoritmo Steepest Descent.
O tratamento eletrostatico escolhido foi o método PME [179]. Os comprimentos das
ligagoes covalentes foram fixados pelo método de Lincs [180], permitindo a aplicagao de
tempos de integracao de 2 fs. Nos Capitulos I e II, o esquema de cutoff era o Group,
onde foram empregados valores de 1,2 nm para as intera¢oes couldémbicas e 1,4 nm
para as interagoes de van der Waals. No Capitulo III, com o uso do GROMACS 5.1.1.,
um novo esquema de cutoff foi empregado por ser mais eficiente, onde os valores para
as duas interagoes sao necessariamente iguais (1.2 nm). Para evitar artefatos, foram
utilizadas, além do tratamento por PME, correcoes de dispersao para os termos de van
der Waals.

As simulagdes por DM, em geral, sdo divididas em duas fases: a fase de equili-
bracgao e a fase de producgao. Na equilibracao, as biomoléculas de estudo tém imposta
sobre si uma restricao de posicao para que seja possivel uma acomodacao gradual
da orientacao dos outros componentes do sistema, como as moléculas de solvente e
os contraions. Nos trabalhos dessa tese envolvendo as OSTs, duas simulagoes foram
realizadas nessa primeira fase, empregando uma constante de for¢a 1000 kJ/mol como
penalidade energética para impedir o movimento. A primeira simulacao é realizada
com ensemble candnico (volume e temperatura constantes - NVT) visando a um ajuste
adequado da temperatura do sistema. A segunda simulacao é realizada com ensemble
isobarico-isotérmico (NPT) de forma que a pressdao e a densidade corretas da caixa

sejam atingidas. Os tempos de simulacao dessa fase variaram conforme o capitulo:

e Capitulo I: 0.1 ns (NVT) e 0.9 ns (NPT);

e Capitulos IT e III: 1 ns (NVT) e 20 ns (NPT).

Apos esse etapa, onde ocorre a equilibragao dos fosfolipidios ao redor da proteina
transmembrana, bem como do solvente, é iniciada a fase de produgao (também NPT),
quando ocorrerd a coleta dos resultados. Nessa fase, o sistemas completos (OSTs, LLO,

membrana, solvente e fons) tém seu movimento irrestrito, sendo removida a restrigdo
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de posicao anteriormente imposta, o que permite a avaliacao da dinamica do sistema.
Nesse periodo, novamente, os tempos de simulagao empregados variaram conforme o

Capitulo:

e Capitulo I: 200 ns, com o sistema PglB-Peptideo em triplicatas;
e Capitulo II: 300 ns, todos sistemas em triplicatas;

e Capitulo III: 1 us para todos sistemas.

Na fase NVT, o acoplamento de temperatura selecionado foi o termostato V-
rescale [181]. Na fase de NPT, foi empregado o termostato Nosé-Hoover [182,183], pela
sua caracteristica de permitir maiores oscilagoes no acoplamento, o que auxilia na melhor
descricao do movimento natural de sistemas envolvendo membranas. O acoplamento
de pressao empregado foi o barostato Parrinelo-Rahman [184, 185], pois reproduz a
termodinamica do sistema de forma apropriada, em combinag¢ao com o Nosé-Hoover,
produzindo um ensemble NPT verdadeiro. A temperatura simulada para os sistemas
bacterianos (PglB e LLO) foi 310 K, dentro da temperatura étima de crescimento de C.
lari [186], enquanto os sistemas de arqueas e as PglBs quiméricas foram simulados em
356 K, a temperatura étima de A. fulgidus [187].

Nas simulagoes do fragmento de geraniol, novamente o pacote GROMACS 4.5.1
e o campo de forca GROMOS 54a7 foram empregados. As simulagoes de equilibragao
foram feitas com algoritmo de acoplamento de Berendsen [188] por relaxar o sistema
de forma eficiente. A simulagao de producao da fase liquida foi calculada por 100 ns
ap6s a equilibra¢do, com tempo de integracao de 2 fs e o integrador leapfrog [189].
Para tratamento eletrostatico, o método PME [179] foi utilizado, com uma switching
distance de 1,1 nm. O algoritmo de acoplamento Nosé-Hoover foi utilizado como
termostato, ja que produz flutuacoes adequadas, importante aspecto para o calculo de
propriedades fisico-quimicas flutuantes [182,183], com constante de acoplamento de 1
ps. Nas simulagoes do tipo NPT, o algoritmo de acoplamento Parrinello-Rahman foi
utilizado como barostato, aplicando uma constante de 5 ps. Na simulacao do fragmento
em fase gasosa, uma tnica molécula foi simulada no vacuo durante 100 ns. O algoritmo
LINCS foi utilizado, bem como o integrador SD, ja que esse supera erros de graus de

liberdade rotacionais e translacionais no vacuo [190].
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45 Metadinamica

Os célculos de metadindmica [152], uma forma de dindmica molecular de amos-
tragem ampliada, foram executados para os dissacarideos isoladamente e para a unidade
Asn-Bac, empregando os angulos diedrais das ligagoes glicosidicas (¢ e 1) como varidveis
coletivas (collective variable - CV). Essas CVs sao submetidas a um viés (bias factor)
que estimula essas caracteristicas a popularem diferentes estados. Cada simulacao foi
realizada por 10 ns, empregando uma Gaussiana com altura de 1,2 e um o de 0,35
para cada ligacao glicosidica ¢ e 1. O pacote GROMACS 4.5.1 em conjunto com o
pacote PLUMED 1.2.2 [191] foi empregado para realizar as simulagdes. As superficies
de energia livre para os pares de angulos foram obtidas aplicando o comando sum__hills,
presente no pacote PLUMED.

4.6 Calculos de mecanica quantica para a coordenacao da PglB

Os residuos cataliticos (Asp56, Argld7, Aspl54, Aspl56 e Glu319), juntamente
com a Asn do peptideo aceptor, foram submetidos a calculos utilizando a Teoria de
Funcional da Densidade (Density Functional Theory - DFT) [192] na base B3LYP /6-
31G*. A geometria cristalografica sem dguas e trés geometrias representativas das
simulacoes por DM serviram de ponto de partida para os calculos. Foram incluidas as
cadeias laterais dos residuos, enquanto o esqueleto amino acidico foi simplificado para
um grupo metila no carbono 3. Os calculos ab initio foram realizados com o software
GAMESS [193]. As geometrias tiveram sua energia minimizada com célculos na base
3-21. Essas conformagoes foram ao calculo DFT, permitindo a analise por matrizes
de Hessian para caracterizar as conformacoes obtidas como minimos da superficie de

energia potencial.

4.7 Parametrizacdo do LLO

Em colaboragao com o doutorando Pablo Ricardo Arantes do Grupo de Bi-
oinformdtica Estrutural realizamos a modelagem de um LLO de C. lari (Figura 13).
Esse modelo foi obtido empregando pardmetros pré-existentes no campo de forca GRO-
MOSH3a6 para a cauda hidrofébica e a cabeca polar do lipideo. Para a porc¢ao glicosidica,
utilizamos o conjunto de pardmetros do GROMOS53a6GLYC [174,175], compativel com
o GROMOS54a7 [194]. No entanto, um parametro diedral presente nas unidades isopre-
néides (destacado na Figura 13) da cauda hidrofébica nao existia no GROMOS5H4a7.

Portanto, foi necessario a geragao de um novo potencial baseado em fragmentos de
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geraniol por célculos quénticos. Para tal fim, o programa MOLDEN [195] foi utilizado
na modelagem do fragmento, enquanto o programa GAMESS [193] foi empregado no
calculo do perfil torsional quantico desse diedro. Essa torcao foi orientado em 0° e
rotacionada em passos de 30° até completar uma rotagao completa de 360°, tendo sua
energia total calculada com o método HF e a base 6-31G*. Esse método de rotacao
foi utilizado de forma analoga para a construcao do perfil torsional na MM, com a
orientacao do angulos diedrais sendo mantidas sob restrigdo de posi¢do de 1000 kJ/mol.
Os perfis advindos dos dois métodos foram submetidos ao servidor RotProf [196] para
comparacao e obtencao de novos parametros da MM que possuem padrao similar ao
visto na QM.

Buscando a validacao desse parametro diedral obtido, foram necessarias simula-
¢Oes em fase liquida e gasosa do fragmento de geraniol para o cdlculo da entalpia de
vaporizacao (AH,,p), conforme executado previamente [190]. Para construir a caixa de
simulacao do geraniol, uma tinica caixa ctbica de 2 nm de aresta foi criada contendo
uma tnico fragmento. Essa caixa foi replicada e empilhada de modo a gerar 125 novas
caixas, cada uma contendo uma molécula de geraniol, formando uma caixa maior. Essa,
por sua vez, foi submetida a uma simula¢ao por DM em alta pressao (100 bar) para
induzir as moléculas a atingirem a fase liquida, sendo, subsequentemente, realizada uma
segunda simulacao, agora em pressao 1 bar para equilibracdo do sistema. Apds essa
primeira fase, o sistema foi escalonado novamente (2x2x2), atingindo a quantidade de
1000 moléculas e simulada por mais 100 ns para coleta dos dados. Na fase gasosa, a
simulagao foi realizada com uma tnica molécula no vacuo por 100 ns. Esses dados foram
utilizados para o célculo de dois pardmetros comparativos: densidade (p) e entalpia de
vaporizagao(AHy,p). O célculo de p em uma simulagdo a pressao constante é regido
pela massa do sistema M dividida pelo seu volume total V (p = M/V). A AH,,, pode
ser obtida a partir da equagao: AHy,p, = (Epot(g) + kg.T) - Epotq), sendo Eyore) = a
energia potencial da fase gasosa, E,.1) = a energia potencial da fase liquida, kg =

constante de Boltzmann e T = temperatura (298 K).

4.8 Reconstrucao filogenética

Para realizar a inferéncia das relagoes evolutivas das OSTs sequéncias de aminoaci-
dos presentes no banco de dados do National Center for Biotechnology Information [197]
foram buscadas. Uma abordagem mista foi empregada para desempenhar tal tarefa:
buscas no servidor Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) [198], utilizando a
sequéncia de C. lari como entrada; busca manual por palavras-chaves “PglB”, “AglB”,

"Stt3"e "oligosaccharyltransferase”, sempre checando a presenca da assinatura conservada
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WWDXGX. Apéds essa varredura, um total de 210 sequéncias foram obtidas para os
trés grandes dominios. O alinhamento das sequéncias foi realizado com o algoritmo
ClustalOmega [167], que permitiu o uso de um perfil de HMM (Hidden Markov-Models)
extraido do banco de dados Pfam [199] relativo a OSTs.

O melhor modelo de substituigao foi definido como o de Whelan and Goldman
(WAG) [200] utilizando o ProtTest [201], incorporando a frequéncia média de aminodcidos
dos dados utilizados (+F). Ainda, utilizou-se a distribui¢do Gamma para lidar com
as diferentes taxas de evolugao de cada sitio (cinco categorias, +G), bem como a
prevaléncia de sitios invariantes evolutivamente (+I). Com o software MEGACC [202],
uma arvore filogenética foi calculada pelo método de Méxima Verossimilhanga (MV),
aplicando um valor de bootstrap (replicatas) de 1.000. Para a manipulagdo e edi¢ao da

arvore, o software FigTree 1.4 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/) foi utilizado.

4.9 Andlises

Diversas propriedades podem ser avaliadas quando uma simulagao por DM ¢é
gerada. Alguns exemplos sao propriedades como volume, densidade, energia potencial,
distancias entre atomos, contatos nativos, entre outros. De maneira geral, a melhor
forma de escolher as analises que serdo empregadas esta relacionada aos objetos de
estudo, caso a caso. Entretanto, algumas andlises sao mais frequentemente encontradas,

por isso serao explicadas com mais detalhes nessa tese.

49.1 RMSD

A andlise do desvio quadratico médio (root mean square deviation - RMSD) é
amplamente utilizada na DM para comparar a variagao estrutural entre as estruturas
da DM e uma estrutura de referéncia (em geral, a inicial). Essa é uma propriedade
que pode ser observada ao longo do tempo, indicando alteragoes na estrutura estudada

conforme a DM avanca. A comparacao é feita entre pares de estruturas, aplicando a

N
RMSD =, ;f 362 (4.1)
=1

Onde N é o niimero de atomos e § corresponde a distancia entre o atomo 7 e

seguinte equacao:

uma estrutura de referéncia ou a posicao média de N atomos equivalentes.
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4.9.2 RMSF

A andlise da flutuacdo quadratica média funciona como medida da flexibilidade
do sistema, podendo ser demonstrada em valores por atomos ou por residuos. Diferente-
mente do RMSD, o dado gerado é um valor médio para toda a simulacdo e demonstra

a flutuacao da posicao da estrutura investigada. A seguinte equacgao rege essa analise:

] M
M=
Onde M é o nimero de frames da simulagao, r;(tyx) corresponde a particula i do

complexo r em um tempo k, e 7 corresponde a referéncia.

493 PCA

A anélise de componentes principais (principal component analysis, PCA) con-
siste em uma forma de reduzir a dimensionalidade dos movimentos moleculares obtidos
na DM, transformando-os em alguns poucos modos ou componentes importantes para
a descrigao do sistema [145]. O PCA permite a extragdo de componentes contendo a
maior variacao do sistema, ao passo que expressa essa informagdo como novas variaveis
ortogonais chamadas de componentes principais [203]. No caso da DM, a informagao
¢ a variagdo de posicao entre os atomos, geralmente as coordenadas cartesianas dos
carbonos-. Utilizando combinagoes lineares desses dados, os componentes principais sao
obtidos, onde o primeiro componente principal (PC1) é aquele que contém a maior vari-
acao (e, possivelmente, a mais relevante) dos atomos do sistema [203]. Por conseguinte,
via de regra, os dois primeiros principais componentes sao os que descrevem a maior
parte das conformagoes encontradas no conjunto de dados estudado. A partir deles é
possivel gerar graficos bidimensionais em que as proje¢oes dos PCs demonstram um
comportamento conformacional da molécula de interesse, como um caminho percorrido

durante a DM.
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Resultados

“Quando nos bebemos café,
as ideias marcham como um exército”

Honoré Balzac

Os resultados da presente tese foram organizados nos seguintes capitulos, con-

forme indicado nos objetivos:

L

IL.

IIT.

Descricao da dindmica do sitio catalitico da PglB de C. lari;

Conrado Pedebos, Pablo R. Arantes, Guilherme M. Giesel e Hugo Verli: In
silico Investigation of the PglB Active Site Reveals Transient Catalytic States and
Octahedral Metal Ton Coordination. Glycobiology, 2015, 25 (11), 1183-1195.

Esse trabalho demonstra as primeiras simulacoes por DM de uma OST, detalhando

o comportamento do sitio ativo e a coordenacao do metal da ClIPglB com técnicas
de MM e QM.

Avaliacao do papel funcional das unidades estruturais da AglB de A. fulgidus;

Conrado Pedebos & Hugo Verli: Assessment of the Deletion of Structural Units
in the Oligosaccharyltransferase AglB.

Nesse Capitulo, redigido em formato de um manuscrito pronto para submissao,
é discutido como as unidades estruturais que compoem o dominio C-terminal
da AfAglB-L podem influenciar na manutencao de sua estabilidade em altas

temperaturas.

Caracterizagao dos estados pré- e pos-cataliticos da PglB de C. lari;

Essa parte da tese traz dados relativos a parametrizagdo do LLO e a realizagao
de simulagoes por DM envolvendo a ClPglB contendo tanto o peptideo aceptor

como o LLO, formando assim o complexo completo da OST bacteriana.
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5.1 Capitulo |

Nesse Capitulo sdo descritas as primeiras simulagdoes por DM envolvendo a
CIPgIB inserida em uma membrana biolégica de POPE na presenca de solvente explicito
e os substratos proteico e glicoproteico. Essa linha de pesquisa foi iniciada durante meu
Mestrado [159], entretanto, percebemos que havia necessidade de ampliar as investigacoes
devido a complexidade dos sistemas. Durante o Doutorado focamos principalmente na
descricao da geometria de coordenacao do sitio ativo, empregando métodos de QM
para esse fim. Realizamos ainda mais duas replicatas para o sistema da PglB-Peptideo,
buscando aumentar a amostragem das intera¢oes entre os residuos do sitio catalitico e
o peptideo aceptor, o que nos possibilitou verificar novos estados conformacionais para

a Asn aceptora.

Esse trabalho [160] aborda, primeiramente, aspectos estruturais gerais, obser-
vando a influéncia dos substratos ou de sua auséncia na estrutura global da PglB.
Concomitantemente, foi estudado o comportamento da EL5 na presencga desses subs-
tratos distintos, possibilitando a identificacao de alguns movimentos, em especial no
dominio PP, que parecem ser relevantes para o acoplamento do aceptor, bem como
para a liberagdo do produto. Posteriormente, uma detalhada analise do sitio ativo e
seus entornos foi realizada, caracterizando a geometria de coordenacao do ion metélico,
o comportamento da Asn do aceptor e descrevendo interacoes importantes entre os

residuos que compoem as cavidades onde ocorre a catalise.
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Abstract

The last step of the bacterial N-glycosylation pathway involves PgIB, an oligosaccharyltransferase,
which is responsible for the en bloc transfer of a fully assembled oligosaccharide chain to a protein
possessing the extended motif D/E-X-N-X-S/T. Recently, this molecule had its full structure eluci-
dated, enabling the description of its domains and the proposition of a catalytic mechanism. By em-
ploying molecular dynamics simulations, we were able to evaluate structural aspects of PglB,
suggesting prevalent motions that may bring insights into the mechanism of the glycosylated pep-
tide detachment. Additionally, we identified transient states at the catalytic site, in which the previ-
ously described carboxamide twisting mechanism was observed. Aided by quantum mechanics
calculations for each different conformational states of the catalytic site, we determined the presence
of an octahedral metal coordination, along with the presence of one water molecule at the catalytic

site.

Key words: computational glycobiology, enzyme catalysis, molecular dynamics, oligosaccharyltransferase, PglB

Introduction

N-glycosylation is among the most prevalent protein modifications in
nature (Varki 1993). This process is found widespread in all domains
of life and is mainly associated in Eukaryotes (Varki 1993) to signal-
ing, stability, trafficking, adhesion, intracellular location and immune
response, in Archaea (Abu-Qarn et al. 2007; Eichler 2013) to protec-
tion against harsh environments, and flagella assembly, and in
Bacteria (Szymanski et al. 2002; Nothaft and Szymanski 2013) to
host adhesion, colonization and invasion. In the latter, these posttran-
slational changes were not reported until 1999 (Szymanski et al.
1999). Regarding the N-glycosylation pathway in Bacteria, after the
full assembly of the oligosaccharide chain, the catalysis of the en
bloc transfer is performed by oligosaccharyltransferase (OST) enzyme
PglB (Wacker et al. 2002) to a protein that has the motif D/E-X-N-X-S/T
(Kowarik, Numao, et al. 2006; Kowarik, Young, et al. 2006).

In 2011, this biomolecule had its full structure characterized (Lizak
etal. 2011) by X-ray crystallography, allowing a more comprehensive
look at the complex array of interactions behind the mechanism of ac-
tion concerning the oligosaccharide transfer. PglB (Figure 1) consists
of a transmembrane (TM) domain, from residue 1 to 432, and a peri-
plasmic (PP) domain, from residues 433 to 712. The TM portion com-
prises 13 helices inserted in the membrane and two external loops
(EL), named EL1 and ELS5. The latter is believed to play an important
role in catalysis, since Glu319 is part of the catalytic site and may pin
the acceptor protein at the binding site. The other two residues that
compose the catalytic site are Asp56, which resides in EL1, and
Asp154, in a short PP loop. In addition, a conserved residue,
Arg331 (Figure 1—bottom right panel), was suggested as providing
interactions with the extended glycosylation sequon (Asp/Glu in pos-
ition —2) (Lizak et al. 2011; Gerber et al. 2013; Ollis et al. 2014).

© The Author 2015. Published by Oxford University Press. All rights reserved. For permissions, please e-mail: journals.permissions@oup.com 1183
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TM Domain

Arg331

Fig. 1. PgIB crystal structure and its interactions. (Top right panel) Catalytic site network of interactions, coordinating both the metal ion (Mg?*) and the acceptor
amide group from the Asn side chain. (Bottom right panel) Residue Arg331 interaction with Asp (—2) from the extended sequon. This figure is available in black and

white in print and color at Glycobiology online.

As for the PP domain, PglB exhibits two different units, the central
core (CC) and the insertion sequence (IS) unit (Igura et al. 2008;
Maita et al. 2010). The CC unit presents the largely described motifs
WWDYGY (residues 463-468) and MxxIxxxV (residues 569, 572 and
576) (Maita et al. 2010). The WWD and the I residues from this motifs
are specifically involved in the firm binding of the +2 position residue
of the N-glycosylation sequon (Ser/Thr). Furthermore, Tyr468 from
the first motif has been implied as responsible for interacting with
the N-acetylation at the C2 position of bacillosamine (Lizak et al.
2011), after a tentative modeling of a substrate on its cavity. Addition-
ally, two new motifs have been recently identified, the DxxK (residues
481-484), which is also implicated in the interactions with the glycan
chain (Jaffee and Imperiali 2011) and the Tyr-plug (Tyr293 at the
N-terminal half of ELS) (Lizak et al. 2014), which is essential for ca-
talysis but not for protein binding. Finally, the IS structural unit is pre-
sented as a B-sandwich motif containing nine p-strands. Although its
function is not yet determined, it is hypothesized that it is dispensable
for catalysis (Matsumoto et al. 2012) and might be important
for structural stability (Matsumoto, Shimada, Kohda, et al. 2013;
Matsumoto, Shimada, Nyirenda, et al. 2013).

For the enzyme mechanism of action, two cavities are proposed:
the protein acceptor binding site, which requires not only the consen-
sus sequence but also a largely surface-exposed and flexible polipep-
tide region (Kowarik, Numao, et al. 2006; Kowarik, Young, et al.
2006), and a hydrophobic groove, where the hydrophobic portion
of the lipid-linked oligosaccharide (LLO) would be positioned
(Lizak et al. 2011), allowing the interaction of both substrates through
a communication area between cavities. The residues from the

catalytic site would participate in a hydrogen bond network (Figure 1
—top right panel) along with the protein substrate and a divalent ion
Mg?>*, which results in an optimal position and configuration of the
nitrogen atom from Asn side chain to perform a nucleophilic attack
on the C1 position from bacillosamine residue (Lizak et al. 2011).
However, the achieved crystallographic resolution impaired an un-
equivocal determination of such coordination (Jaffee and Imperiali
2011). Still, recent biochemical evidences reinforced the hydrogen
bond network (twisted carboxamide mechanism) by testing chemical-
ly synthesized acceptor peptide analogues (Lizak et al. 2013).

In our work, we employed a series of computational strategies in-
tending to: (I) characterize the dynamics of PglB within the membrane
environment; (II) include the substrate glycan chain searching for clues
on substrate binding and unbinding; and (III) obtain atomic-level in-
formation on metal coordination and its role on catalysis, while in the
presence of explicit water molecules.

Results

Systems setup

A total of four systems were studied: one simulation of PglB in its
native uncomplexed state (PglB-Native), three replicate simulations
of PglB bound to its peptide acceptor (PglB-Peptide I, II and III),
one simulation for PglB bound to the glycopeptide found in Cam-
pylobacter jejuni (PglB-Glycopeptide C. jejuni), and one simulation
for PglB bound to the glycopeptide found in Campylobacter lari
(PglB-Glycopeptide C. lari). Each protein was inserted in a POPE
membrane, employing the InflateGRO methodology (see the
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Materials and methods section), followed by two equilibration steps
(NVT and NPT). Finally, we performed six 200 ns production mo-
lecular dynamics (MD) simulations, which provided the collected
data.

Global structural analysis of PgIB
By analyzing the contribution of the enzyme domains for the total
RMS (Figure 2), we observed that a lower TM domain value contri-
butes to the lower total value of the PglB complexed with its substrates
(all lines, except black), while the PP domain presented a more spread
pattern. Concerning all peptide measures, the only differences were
observed in the PglB-Glycopeptide C. lari oligosaccharide MD run
(Figure 2, top right graph) and in one of the replicates of PgIB-Peptide
111, where the peptide rms undergoes an average shift of 0.2 nm.
Several regions demonstrated variations in their flexibility due to
the presence of the substrates in the cavities (Figure 3). The PP domain
portrays a high flexibility, while the TM helices present a more rigid
pattern. The region that displayed the highest flexibility is the IS
unit, which correlates to the distorted barrel shape. Three loops com-
prising residues 68-78 (a loop connecting helices EL1-h1 and
EL1-h2), 283-306 (N-terminal half of EL5) and 516-526 demon-
strated the highest structural fluctuations in all simulations. These
structures are located circumventing the glycan binding site and
move in different directions, depending on the analyzed simulation.
In the PglB-Peptide simulations I and III, we observed diffuse move-
ments of ELS, whereas not closing the cavity, while in simulation II,
this structure is almost closing the glycan cavity (Figure 4), indicating
different spatial orientations of the flexible N-terminal half of ELS (re-
sidues 283-306). In the glycopeptide bounded states, these loops per-
form a movement that reduces the size of the glycan binding cavity,

Total

while the same did not occur in the apo native state, in which the cavity
remained open. Further analysis of the systems Free Energy Landscape
as a function of the conformational ensemble produced by the simula-
tions indicated that the native state presents a higher variability in its
conformational profile, underlined by two different regions of min-
imal energy. The PglB-Peptide complex demonstrates two different
patterns: one with a larger exploration of the conformational space
and the other with less variation. In addition, both PgIB-Glycopeptide
systems suggest an increased rigidity, that is, a more restricted popula-
tion of the conformational space when compared with the nonglyco-
sylated systems.

The main motions related to the observed ensembles were depicted
through examination of the conformations between the extremes pro-
jections from the first (the most representative) to the third principal
components. In the PglB-Glycopeptide C. jejuni and C. lari simula-
tions (Figure 5), the loops near the glycan cavity move toward the
oligosaccharide chain, being in close contact with it. Concomitantly,
the B-barrel-like IS unit appears to have an upward motion, which may
expand the protein binding cavity for the glycopeptide departure
(principal components—PC-1 and 2). Also, the IS unit perform a
lateral movement (PC 3), increasing the area surrounding the protein
site for the attachment of the acceptor substrate and release of the
reaction’s product.

Catalytic site behavior during molecular dynamics

Bacterial glycoproteins exhibit the extended motif D/E-X-N-X-S/T.
We investigated two conserved residues, Arg331 and Arg147, for pos-
sible interactions with the Asp in position —2. Our data showed that
Arg147 interacted for around 50% of total replicates time, while
Arg331 interacted for around 8% of total replicates time, keeping

Peptide

TM Domain

PP Domain

1
100
Time (ns)

L
100
Time (ns)

Fig. 2. RMSD analysis comprising the 200 ns MD simulations of the PglB. PgIB-Native (black), PgIB-Peptide replicates (orange—I, red—Il and violet—IIl),
PgIB-Glycopeptide C. jejuni (green) and C. lari (blue). Results are shown for the total protein, for the bound peptide, for the TM domain and for the PP domain.
Results are displayed after an averaging factor of 1000 points for visualization purposes. This figure is available in black and white in print and color at

Glycobiology online.
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Fig. 3. RMSF heat map during the 200 ns simulations. The color range varies in a white-blue-orange-red heat map scheme (color version), changing from low
structural fluctuation to high structural fluctuation. RMSF averages were collected at every 1 ns to construct the graphics. This figure is available in black and

white in print and color at Glycobiology online.

the Asp (—2) residue in a tight binding with the acceptor site. As pre-
viously mentioned, due to the low crystal resolution, the hydrogen
bond network at the catalytic site of PglB remains unresolved. The
elucidation of this delicate arrangement is crucial for the comprehen-
sion of the enzyme’s catalysis mechanism. The three residues from
PglB catalytic site are predicted to coordinate a divalent metal ion
(M?*). Consequently, we measured the distances between these
atoms and the co-crystallized Mg®* in the PglB-Peptide complex
simulations I, IT and III ( precatalysis state), aiming to evaluate if they
were compatible with metal coordination (Table I). Looking at the dis-
tances calculated in our models, the Mg?* ion was firmly stable between
residues in the performed simulations, as a result of interaction with six
oxygen atoms presented, where each residue can contribute with either
a monodentate and/or a bidentate coordination in an interchangeable
mode.

The twisted carboxamide catalytic mechanism (Lizak et al. 2011)
postulates that Asp56 and Glu319 residues would form hydrogen
bonds with the terminal amide of the substrate Asn residue. This
trait would permit an increase in the electronegativity of this group,
modifying its geometry from the planar state to a 270° conformation,
which causes the exposure of the lone pair of electrons. This would
enable the amide group to perform a nucleophilic attack to the glycan
anomeric carbon atom (Wiberg and Breneman 1992).

Observing the distribution of distances between N§2 of acceptor
Asn and Asp56 081 and 082 oxygen atoms, two distinct population
peaks can be identified (Figures 6 and 7A): one corresponding to dis-
tance values compatible with hydrogen bonding, while the other does
not show this feature. In PgIB-Peptide I and III simulations, the first
described peak was more populated, while PglB-Peptide II displays
a higher population in the second one. This appears to be associated
with a carboxamide position inversion that occurred in all simula-
tions, only differing by the amount of time spent on this conform-
ation. This transition happens by a reorientation of both the amide
and the carbonyl dihedral (Figure 7B) angles (CB-Cy-N&2-Mg>*
and CB-Cy-081-Mg**) from the Asn-acceptor side chain. This causes
the amide to drift apart from the Mg>* ion and the catalytic residues,

and to interact with the loop comprehending residues Asp481 to
Gly487 (DxxK motif), specially with Gly482, Gly483 and His484
(Figure 7D—left panel). Such inversion seems to be supported by
the crystal structure electron density, indicating an additional con-
formational state of the catalytic site (Figure 7D—right panel) that
may be enzymatically inactive.

Another unresolved issue concerns the presence of water mole-
cules participating in the coordination of the catalytic ion. Employ-
ing a radial distribution function (RDF) analysis (Figure 8A) to
verify the presence of solvent atoms near the Mg?*, we detected the
presence of at least two hydration layers, in three patterns of coord-
ination: the first one (Figure 8B) represents the amide nitrogen pos-
ition of the crystal structure, while the second one (Figure 8C) is after
the carboxamide inversion and occurs with the carbonyl coordinat-
ing the catalytic ion; the third one (Figure 8D) presents a water mol-
ecule occupying the position where the carboxamide previously was
and, in addition, coordinates this group. Furthermore, in the second
pattern, another water molecule is interacting with the carboxylate
group of Glu319.

Catalytic site coordination evaluation by quantum
mechanics

The three configurations observed for the Mg>* ion, under the per-
formed simulations, maintained an octahedral coordination, although
molecular mechanics does not handle directly electronic properties.
So, we employed a series of QM calculations aiming to characterize
the atoms and interactions involved in Mg>* binding (Tables TI-IV).
For such comparison, we selected the catalytic site crystallographic
conformation, as well as the three MD extracted frames presented in
Figure 8.

The octahedral coordination persisted on the three MD extracted
frames during the QM calculations. The pattern of interactions with
the six oxygen atoms was also maintained (Table II), demonstrating
variations in the denticity of each carboxylate ligand. The crystallo-
graphic conformation displayed four atoms coordinating the ion,
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Fig. 4. Free energy landscapes and minimal energy structures extracted from PglB-Peptide simulations. (Top) Free energy landscapes represented as 2D contour
plots for each MD run, based on the protein RMSD and radius of gyration (RG). (Bottom) The minimum energy representative structures from the PglB-Peptide
simulations (I, Il and Ill) are aligned, depicting the flexible behavior of EL5 (cartoon structures). Contour lines are shown at every 5 kJ/mol from 0 to 20 kJ/mol.
This figure is available in black and white in print and color at Glycobiology online.
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PC1

PC3

Fig. 5. PgIB-Glycopeptide principal components analysis. Schematics of the transition extracted from the extreme points of the PC1 (front view) and the PC3 (side
view, rotation of 90°) principal components. In PC3, the IS unit is highlighted. This figure is available in black and white in print and color at Glycobiology online.

Table 1. Distances between the catalytic site ion Mg?* and the side
chains from the catalytic residues for each analyzed PgIB-Peptide
simulation (I, Il and Ill)

Residue and atom  MD distance to Mg>* (A)

PglB-Peptide I~ PglB-Peptide I~ PglB-Peptide III

Asp56 081 2.14+0.08 2.10+0.10 2.09+0.10
Asp56 082 2.07 +0.06 2.12+0.08 2.13+0.08
Asp154 081 2.08£0.07 2.07 £0.06 2.09£0.07
Asp154 082 2.08=0.06 2.08+0.06 2.08+0.06
Glu319 Oel 2.10+0.07 2.12+0.08 2.10£0.06
Glu319 Oe2 2.08£0.07 2.11+0.07 2.12+0.06

but there was no water molecule at the catalytic site, which lacked two
additional ligands to achieve a coordination number of six (the most
prevalent for Mg>*) (Bock et al. 1999). Moreover, in the four frames,
the Asn amide group interacted with one of the carboxylates (Asp56
and/or Glu319) through hydrogen bonds (Table III). To assess the
twisting of the amide group, we calculated the dihedral angle
H31-N82-H82-Cy, which showed values of 339.81° for the crystal,
346.26° for frame B’, 306.36° for frame C’ and 321.86° for frame
D’. These results allowed us to identify a modification in the amide pla-
nar conformation (0 or 360°), with frame C exhibiting the highest de-
viation (—53.64 or 306.36).

Oligosaccharide conformational analysis

PglB has a promiscuous behavior, as the only prerequisite for the gly-
can substrate to be transferred is the N-acetylation at position C2
(Wacker et al. 2006). Consequently, we selected two oligosaccharide
chains to simulate: the one from C. jejuni—composed by one Bacillo-
samine (Bac) residue, five N-acetylgalactosamine (GalNAc) residues
and one glucose (Glc) residue—since it is the most studied system in
Bacteria (Nothaft and Szymanski 2010) and previous NMR studies
have characterized its structure (PDB ID: 2K33) (Slynko et al. 2009),
as well as the one from C. lari, by removing the Glc residue ramifica-
tion of the chain. Thus, by employing the oligosaccharide chain struc-
ture contained in the NMR structure from PDB ID 2K33, each
glycosydic linkage from the PglB-Glycopeptides MD simulations
was analyzed within protein cavities and compared with the glycopep-
tide in solution (Table IV). As demonstrated, the average conform-
ational profile of the oligosaccharide chain attached to the peptide
in the catalytic site remains mostly rigid during the simulations, with
minor fluctuations to additional conformational states.

We expanded this comparison by performing metadynamics simu-
lations of the minimal units (disaccharides and monosaccharide with
Asn) from the glycan chain and analyzing the ¢ and y angles portray-
ing the lowest energies (Figure 9). The obtained maps agreed with
the geometries distribution from the MD simulations, except for
the B-D-Bac-(1 — N)-Asn linkage, which in our MD simulations
(PglB-Glycopeptide C. jejuni, PglB-Glycopeptide C. lari, and
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Fig. 6. Distance distribution (PglIB-Peptide simulations |, Il and Ill) between the catalytic residues side chain (Asp56 and Glu319) and the acceptor amide from the
Asn side chain. (A) Asp56 and Glu319 from PgIB-Peptide I. (B) Asp56 and Glu319 from PglIB-Peptide Il. (C) Asp56 and Glu319 from PgIB-Peptide Ill. Highlighted
with two dashed bars are the appropriate distances for hydrogen bonding (max. 0.35 nm). This figure is available in black and white in print and color at

Glycobiology online.

uncomplexed Glycopeptide in solution) remained rigid and stable on a
local minima, while a highly flexible behavior was seen in the energy
contour plots. These data indicate that even outside the PglB binding
cavity, the glycopeptide displays a similar distribution in solution for
all the glycosydic linkages, that is, no major conformational induction
appears to operate at the glycan chain.

Discussion

Although the crystal resolution of 3.4 A, PglB structure maintained its
stability throughout the simulations as indicated by its RMS, reinfor-
cing the adequacy of the experimental information. The native uncom-
plexed state presented the highest RMS, which was expected, since the
original crystal structure was obtained co-crystallized with its protein

substrate. In the complexes systems, the presence of these substrates
appears to induce a more pronounced stabilizing effect on the protein
structure, lowering the RMS total value. The fluctuations of RMS ob-
served in the heat maps allowed the detection of high flexibility in the
IS unit, and in the loops surrounding the glycan cavity site at all simu-
lations. Concerning the former, the flexibility of that structure may fa-
cilitate the binding and unbinding of substrate and product,
respectively, since a large and exposed flexible loop is necessary for
the N-glycosylation (Kowarik, Numao, et al. 2006; Kowarik,
Young, et al. 2006). As for the latter, the loop movements had differ-
ent directions, as observed in Figure 4, promoting either exposure or
closure of the glycan cavity site. Specifically, PglB-Peptide I, I and III
simulations exhibited both behaviors, with the N-terminal half of EL5
adopting distinct conformations. In replicates I and III, the glycan
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Fig. 7. Catalytic site interactions analysis. Black lines and X represent PgIB-Peptide I; blue lines and * represent PglB-Peptide II; green lines and + represent
PglB-Peptide Ill. (A) Distance of the Mg?* ion regarding Asn carboxamide atoms N52 (left graph) and 081 (right graph). (B) Reorientation of the amide (left
graph) and carbonyl (right graph) dihedrals during the 200 ns simulation. (C) Hydrogen bonds accounting for the side chains of Asp56 (left graph) and Glu319
(right graph), correlating with the atoms distances and dihedral transitions. (D) Interactions between the DxxK motif with the acceptor Asn side chain and
backbone (left panel) and electronic density (right panel) extracted from the crystal structure. Results in (A), (B) and (C) are displayed after an averaging factor of
1000 points for visualization purposes. This figure is available in black and white in print and color at Glycobiology online.

cavity remained open, leaving enough space for oligosaccharide ac-
commodation, while in replicate II that portion of the loop closed
the cavity and appears to rearrange the presumed binding groove
area for the lipid part of the LLO. Our findings reiterates that ELS
(and specially its N-terminal half) possess a remarkable plasticity,
and that the presence of different ligands influences its dynamics by
stabilizing different shapes of the LLO binding groove and cavities.

The large amount of interactions induced by the glycosylated pep-
tide agrees with the steric tension hypothesis proposed by Lizak et al.
(2011), although the ligand never exited the protein during our simu-
lations. The identification of high flexibility in the loops near the gly-
can binding site, when the acceptor peptide was bound, demonstrated
the influence of this ligand in the protein structure. As shown, the PP
portion performs a twist and a lateral (IS unit) motion that may allow
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Table Il. Distances and bond order between the catalytic site ion Mg?*
and the side chains from the catalytic residues for each analyzed
frame on QM calculations

Residue Distance to Mg?* (A) Bond order to Mg**
and atom Crystal Average of Crystal Average of
structure QM-MD structure QM-MD
frames frames
Asp56 0581 4.14 3.59+0.43 0 0
Asp56 082 1.94 2.02£0.01 0.49 0.42£0.01
Asp154 051 2.19 2.14+0.13 0.42 0.33+0.06
Asp154 082 2.12 2.53+0.70 0.47 0.27+0.23
Glu319 Oel 3.95 2.20+0.02 0 0.34+0.03
Glu319 Oe2 2.11 2.13+0.02 0.44 0.36+0.03
Asn 051 6.38 4.22+2.08 0 0.10+0.17
H,0 0 — 2.11x0.02 — 0.38+0.03

the expansion of the protein binding cavity, a movement that may be
important not only to release the glycoprotein but also to better ac-
commodate the protein binding at the acceptor cavity. In addition,
the same motions may permit the compression of the oligosaccharide
structure, causing steric tension at that region. Consequently, we sug-
gest that an allosteric regulation may occur between sites, facilitating
the entrance and the exit of the enzyme substrates.

Many PglB conserved residues had their roles previously predicted
and/or described. Previous data (Gerber et al. 2013) employing muta-
genesis examined the role of Arg331 in peptide binding and identified

Table lll. Distance and bond order between N§2 and 081 to Cy atom
in the carboxamide group of the asparagine residue, for each
analyzed frame on QM calculations starting from different
geometries (as shown in Figure 8)

Residue and atom  Distance (A)/Bond order to carbon of Asn

Crystal Frame A’ Frame C’ Frame D’
Asn (N82) 1.36/1.16 1.36/1.17 1.36/1.24 1.38/1.12
Asn (081) 1.23/1.83 1.23/1.82 1.24/1.57 1.23/1.74

that additional interactions were required for the binding of Asp (=2).
The proposed candidate for this function was Arg147, previously pre-
dicted to participate in the catalysis network of interactions (Lizak et al.
2011). During the simulations, Arg147 interacted with Asp (=2) for
half of the total simulation time, which was more than 6-fold the inter-
action time of Arg331. For this reason, we conclude that both Arginine
residues contribute to peptide binding, a trait that explains the higher
specificity of the extension of the motif. Besides, we quantitatively char-
acterized the pronounced role of Arg147 in this process, with that being
the first atomistic description of this behavior.

The observed distances for the carboxylate groups of the catalytic
residues are compatible with metal coordination and are in closer
agreement with experimental data (Katz et al. 1996) (2.073 A) than
the crystal structure. As previously discussed (Jaffee and Imperiali
2011), the low crystal resolution, together with the high pH of crystal-
lization (9.4), may interfere with the proposed mechanism involving
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Table IV. Dihedral angles of the glycosidic linkages composing the glycan obtained from the 200 ns MD of the glycopeptide in solution

simulation
Glycosidic linkage Uncomplexed glycopeptide PglB-Glycopeptide (C. jejuni) PglIB-Glycopeptide (C. lari)
(C. jejuni)
Dihedral angle (°)
4 v 0 v (4 v
B-D-Bac-(1 — N)-Asn 114 £ 10 -141=11 1119 -152+34 112+8 91 =147
o-L-GalNAc1-(1 - 3)-B-D-Bac 74 =10 -98=+14 747 -137=+7 737 -135+7
o-L-GalNAc2-(1 — 4)-a-L-GalNAc1 93«12 -100=15 74+9 127 +12 79=+10 -119+14
o-L-GalNAc3-(1 - 4)-0-L-GalNAc2 93+13 -93=8 97 +8 -93+8 93+9 -96+9
o-L-GalNAc4-(1 — 4)-a-L-GalNAc3 90=+15 -109+19 68 =10 -148 =17 103 £12 —-86=11
o-L-GalNAcS-(1 - 4)-0-L-GalNAc4 93«11 -98 =13 92+9 -95+9 95«10 -94 =11
B-D-Glc-(1 = 3)-0-L-GalNAc3 —-61=+13 11720 —66+18 -129+26 — —
B-D-Bac-(1->N)-Asn a-L-GalNAc-(1->3)--D-Bac
100 100
150 1 150 1
100 #0 100 1 R
A 60 = B0 _
° o
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Fig. 9. Free energy contour plots of the minimal units of the glycan structure. (Top left) B-D-Bac-(1 = N)-Asn. (Top right) o-L-GalNAc-(1 — 3)-B-D-Bac. (Bottom left)
o-L-GalNAc-(1 — 4)-o-L.-GalNAc. (Bottom right) B-D-Glc-(1 — 3)-a-L-GalNAc. Contour lines are shown at every 20 kJ/mol from 0 to 100 kJ/mol. This figure is

available in black and white in print and color at Glycobiology online.

the network of hydrogen bonds between the catalytic residues and the
acceptor Asn. In this study, we detected a dual behavior in all three
PglB-Peptide simulations, where not only hydrogen bonds are formed
in some time windows of the simulation, but also the Asn side chain

demonstrates a flexibility of position and interaction partners. Besides,
the interaction of this residue with the DxxK motif may act as another
mechanism that keeps the amide group positioned near the LLO site. It
must be noted, though, that the Mg?* ion is not the physiological
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cation at the PglB active site—the suggested ion is Mn>*. Their coord-
ination preferences are similar (Bock et al. 1999), including the same
coordination number, and similar distances (~0.1 A difference). The
distinction between them is that Mn>* often binds in a bidentate man-
ner, which is not common to Mg>* ion (Bock et al. 1999). Still, it was
detected (Lairson et al. 2008; Lizak et al. 2013) that PgIB and other
metalloenzymes are active in the presence of Mg?>*, demonstrating
the importance of studying the behavior of this ion at the catalytic
site. The QM calculations were employed as a refinement of the cata-
lytic site transient states observed in the MD simulations. The presence
of one water molecule at the metal coordination was confirmed by the
distances and bond orders, characterizing what appears to be an octa-
hedral geometry with six ligands that can vary the denticity between
monodentate or bidentate, agreeing with the most prevalent geometry
found on previous data (Bock et al. 1994; Katz et al. 1996; Venkatara-
man et al. 1997) and at the MESPEUS database (Hsin et al. 2008) for
Mg>* and Mn**. The QM final states indicated the presence of hydro-
gen bonds involving the Asn with Asp56 and Glu319. Also, a devi-
ation from the planar conformation angle of the amide was detected
for all frames, being frame C’ (Figure 8) the highest one. In that par-
ticular case, the O81 from the carboxamide of Asn is interacting with
the ion Mg?*, reducing the flexibility of the side chain, an important
feature for the twisted amide activation hypothesis (Lizak et al. 2013).
Such behavior might explain the lack of metal specificity of the en-
zyme. Another possibility is that the interaction between water mole-
cules with O81 and N32 provides this stabilization and could break
the conjugation of electrons with the nitrogen. This also would effect-
ively raise the reactivity of the amide. All these data suggest that the
coordination and catalytic mechanism presented in the crystal struc-
ture is feasible, as well as support the twisted amide activation hypoth-
esis; however, we demonstrated at least a few novel variations in the
catalytic site and in the position of the substrate.

The glycan chains were properly developed and included in two of
our simulations. The glycosidic bond dihedral angles ¢ and y mostly
agreed with the metadynamics energy plots, except for a variation that
was identified in the B-D-Bac-(1 — N)-Asn dihedral angles. The
N-linkage is highly flexible, as demonstrated by the metadynamics
simulation, and may present several coexisting conformational states.
In our simulations of the glycosylated peptide, both inside and outside
PglB, it maintained stable values near 110° for the ¢ and —150° for the
v for that dihedral angle. We may conclude that, for the short peptide
acceptor, this rigid conformation is the most prevalent one. Besides,
the stable rod shape of C. jejuni and C. lari glycan chains was main-
tained even inside the enzyme cavities. This can raise a question: how
would this substrate, linked to the lipid carrier, enter the PgIB pro-
posed glycan cavity? Yet, there is not much information regarding
the LLO interaction with PgIB, and how this would affect the enzyme
adopted conformation. Despite recent data (Matsumoto, Shimada,
Kohda, et al. 2013; Matsumoto, Shimada, Nyirenda, et al. 2013)
from the Archaeal OST provided new insights on the binding of the
phosphate from the LLO structure, only the obtainment of a structure
with all the elements involved in the N-glycosylation, combined with
studies about the implications brought by them, could clarify how this
essential protein modification is orchestrated.

Materials and methods

Nomenclature and software
The ITUPAC (IUPAC-IUBMB 1996) proposed recommendations for
nomenclature and symbols were used. Regarding MD simulations,

the GROMACS 4.5.1 simulation suite (Pronk et al. 2013) was em-
ployed, along with the GROMOS 53A6 force field (Oostenbrink
et al. 2004) for the systems without the glycan chain and the GRO-
MOS 53A6¢1yc force field (Pol-Fachin et al. 2012; Pol-Fachin et al.
2014) for the systems presenting the glycan chain. The adjacent carbo-
hydrate relative orientations are described by the dihedral angles ¢ and
w which pertain to their glycosydic linkages. Each linkage correspond-
ing to (1 — X), where X is “3” or “4”, has its ¢ and y angles defined as
shown below:

$=05-Cl-01-CX, 1)
y=Cl-01-CX-CX-1). )

For the manipulation and visualization of structures, the softwares
VMD (Humphrey et al. 1996) and PyMOL (The PyMOL Molecular
Graphics System) were employed.

System preparation

The crystallographic structure of the C. lari PglB was retrieved from
the Protein Data Bank (PDB), under the code 3RCE (Lizak et al.
2011). There were two regions with missing atoms in the structure:
one located at the TM domain, comprehending 25 residues from
283 to 306 and residing at the ELS, while the other is located at the
PP domain, comprehending 3 residues from 605 to 607 and residing
at the B-barrel-like structure. Using the web server FALC-Loop (Ko
etal. 2011), we were able to fill both loops. Since the ELS is considered
an important structure, due to possible connections to the catalysis
mechanism, extra care was taken when choosing an appropriate
model from the loop modeling server. Based on stereochemistry ana-
lysis by submitting the structures to PDBSUM server, which uses the
PROCHECK software (Laskowski et al. 1993), we chose the model
whose residues position did not block the hydrophobic groove
where the LLO chain is supposed to interact. Departing from this start-
ing structure, four systems were studied: PgIB at the native unbound
state (PglB-Native); PglB with a bound acceptor peptide which was
already co-crystallized in the 3RCE structure (PgIB-Peptide in three
simulations: I, I and III); PgIB with a bound glycosylated peptide por-
traying the heptasaccharide chain from C. jejuni (PglB-Glycopeptide
C. jejuni) and PgIB with a bound glycosylated peptide possessing the
hexasaccharide chain from C. lari (PglB-Glycopeptide C. lari). The
structure for the oligosaccharide chains was extracted from the PDB,
under the code 2K33 (Slynko et al. 2009). These glycans were rigidly
docked at the LLO cavity using AutoDock 4.2 (Morris et al. 2009).
We selected the minimal energy orientation and then covalently
bounded with Asn.

Membrane insertion of PgIB

Regarding the insertion of the protein in a membrane, the employed
protocol followed the Inflate GRO methodology (Kandt et al. 2007).
Briefly, this consists in inserting PglB into a preequilibrated bilayer
patch, with lipids overlapping the protein, and then expanding the di-
mensions of the box, as well as, translating all lipids laterally, so that
no more overlap is found. After that, a series of minimizations steps
occur, along with the box dimensions being compressed and the lipids
translated back to the center of the system, until the system reaches the
desired density. During all this process, the protein is under strong pos-
ition restraints, so that the structure is not affected. A bilayer model
constituted of 490 POPE lipids was obtained at the end of the proto-
col, as some lipids had to be removed from the initial patch of 512 li-
pids because of overlap issues. The POPE membrane was previously
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simulated at 310 K for 300 ns and presented an average area per lipid
of 0.64 =0.01 nm? (experimental data at 310 K: 0.61 nm?) (Rappolt
et al. 2003).

Molecular dynamics simulations

Following the membrane insertion steps, the rectangular box was then
solvated with SPC water model (Berendsen et al. 1987) and periodic
boundary conditions. Before this process, we did the common proced-
ure of raising the van der Waals radius of the C atom from 0.15 to
0.375, aiming to avoid water molecules filling any left space between
the lipids and the protein. After solvation, this parameter was returned
back to its original value. Na* counter ions were added to neutralize
the systems, when needed. The LINCS algorithm (Hess et al. 1997)
was chosen to constrain covalent bond lengths. This way, an integra-
tion step of 2 fs was applied. As for the electrostatic interactions, cal-
culations were performed by the particle mesh Ewald (PME) method
(Darden et al. 1993). The pressure barostat chosen was Parrinello—
Rahman (Parrinello and Rahman 1981; Nosé and Klein 1983), with
a 2.0 ps coupling constant, while the temperature thermostats chosen
were V-rescale (NVT step) (Bussi et al. 2007) and Nosé-Hoover (NPT
equilibration and production MD) (Nosé 1984; Hoover 1985), with a
coupling constant of 7=0.5. Additionally, semiisotropic pressure
coupling was applied, accounting for the presence of the membrane.
Constant temperature of 310 K and constant pressure of 1 atm were
also implemented. Steepest Descent algorithm was used in the energy
minimizations performed. First, two simulations of equilibration were
performed with position restraints: an NVT and an NPT of 0.1 and
0.9 ns, respectively. Subsequently, 200 ns unrestrained NPT MD si-
mulations were performed for each of the six systems plus the glyco-
peptide in solution, generating the production run where data were
collected for the systems analysis. The PglB-Peptide complex was eval-
uated in three replicates, simulations I, IT and III, to increase the ro-
bustness of this conformational ensemble.

Metadynamics simulations

The metadynamics (Barducci et al. 2011) calculations were performed
for the isolated disaccharides and for the Asn-Bac unit, evaluating the
lowest energy of each ¢ and y dihedral angle. Each simulation con-
sisted of 10 ns MD simulations, employing a height of 0.1 for the
Gaussian height, and a o of 0.5 to each of the ¢ and w glycosydic lin-
kages dihedral angles. The utilized software was GROMACS 4.5.1 in-
terfaced with the PLUMED package 1.2.2 (Bonomi et al. 2009) and
the free energy surfaces were obtained by applying the sum_hills com-
mand.

Quantum mechanics calculations

The catalytic site residues (Asp56, Argl47, Asp154, Asp156 and
Glu319), together with the Asn from the peptide, were chosen for
density functional theory (DFT) (Hohenberg and Kohn 1964) calcula-
tion at B3LYP/6-31G* level. Several previous studies using B3LYP/
6-31G* level were found to well reproduce geometry and energetic
of reactions for different ion-containing proteins (Xu et al. 2007;
Zhang et al. 2010; Abdel-Azeim et al. 2011), showing the satisfactory
B3LYP accuracy for this parameters. The crystal geometry without
water and three MD extracted geometries were used as start pointing
for the calculations. The side chains of residues were included and the
amino acids backbones were simplified with methyl groups at carbon
beta. All ab initio calculations were performed using GAMESS
(Schmidt et al. 1993). Briefly the geometries of the catalytic site were
submitted to hydrogen geometry optimization using ab initio

quantum-mechanical computations at 3-21G level. These minimal en-
ergy conformations were submitted to DFT (B3LYP/6-31G*) level of
calculations. Finally, Hessian matrix analyses were employed to un-
equivocally characterize the conformations obtained as true minima
potential energy surfaces.
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5.2 Capitulo I

Apos a obtencao da segunda estrutura de OST, desta vez uma estrutura de
um organismo do dominio Archaea - a AglB, novas questoes surgiram. Essa enzima
apresentava unidades estruturais diferentes das obtidas nas estruturas parciais de outras
arquéias. Essas unidades, a IS e a P1, ainda nao tem sua func¢ao caracterizada e a
unica hipdtese, atualmente, sugere a possibilidade de elas desempenharem um papel
na termoestabilidade da enzima, considerando que diversas arquéias, como P. furiosus,
P. horikoshii e a ptopria A. fulgidus, sobrevivem em temperaturas extremas. Nesse
contexto, o trabalho apresentado nesse capitulo avaliou o impacto de dele¢oes das
unidades estruturais IS e P1 na manutencao da estabilidade e integridade da AfAglB-L
por DM, identificando alteragoes conformacionais intensas no perfil das estruturas
mutadas. Também foram analisados os padroes de coordenacao do sitio ativo, com a
intencao de verificar se as mutagoes afetariam as interagoes realizadas naquela regiao, o

que nao aconteceu.

A ideia geral é de que estudos que avaliem os efeitos da delecao dessas unidades
e quais seriam suas fungoes nas proteinas contribuem para futuras aplicagoes biotec-
noldgicas, como, por exemplo, o desenvolvimento de OSTs quiméricas que possuam

unidades estruturais diferentes daquelas encontradas naturalmente.

Os resultados desse trabalho serao apresentados em formato de artigo que sera

submetido ao periédico BBA General Subjects.
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Abstract

Background: Oligosaccharyltransferases (OSTs) are enzymes that catalyze the transfer of a
glycan chain to an acceptor protein. AglB, an archaeal OST, has structural units with unknown
functions. Here, we evaluate the thermostability role hypothesis by deleting units of an AglB

from the hyperthermophilic species Archaeoglobus fulgidus.

Methods: Crystallographic structures were retrieved from the PDB databank (ID 3WAK);
Membrane insertion was achieved using LAMBADA and InflateGRO2; Molecular dynamics
simulations and analyses were performed employing GROMACS simulation suite with

GROMOS54a7 force field.

Results: Simulations were performed for 300ns in triplicates at 356K. We observed a strong
effect on the dynamics of the C-terminal domain for the mutated systems with increased
fluctuations near the deleted areas. Conformational profile and stability are deeply affected,
specially in the double unit deletion, modifying the enzyme behavior and binding interfaces.
Coordination at the binding site was not disrupted, indicating that the mutated enzymes could

retain their activity. Hotspots of variation were identified and rationalized with previous data.

Conclusions: Our data shows that the structural units can provide important stabilization
interactions, as well as integrity of the wild-type enzyme at high temperatures. This work is an

initial step towards the development of more evaluations involving structural units from OSTs.

General significance: The observation that structural units deletion interfere with OSTs stability
and conformational preferences suggests that their role is not directly related to catalysis. Instead,

they influence the OST structural integrity. These data could be exploited to interchange
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structural units from different OSTs, aiming to obtain enzymes possessing novel characteristics,

such as thermostability.
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Introduction

N-glycosylation is a co-/posttranslational modification widespread among all domains of
life. This process is involved in many actions and activities throughout cells, e. g. stability,
signalling, and immune response in Eukarya [1]; flagella assembly, motility, protection against
extreme environments, and integrity of structures in Archaea [2]; host adhesion, invasion, and
colonization in Bacteria [3,4]. Despite the intrinsic differences for each species, the overall
pathway share many similarities [5]. Such pathway is comprised by many enzymes that
sequentially add monosaccharides to a lipid carrier, which is, then, translocated by a flippase to
the exterior side of the cell (in Archaea), to the periplasmic space (in Bacteria), or to the lumenal
face of the ER (in Eukarya). In Archaea, the final step of the pathway is catalyzed by the
oligosaccharyltransferase AglB, an enzyme that transfers the lipid-linked oligosaccharide (LLO)
to an acceptor protein carrying the sequon N-X-S/T (i. e. Asn-any amino acid residue except

Pro-Ser or Thr) [6].

Recently, the full structure of two distinct OSTs were elucidated: PgIB from
Campylobacter lari (CIPgIB) [7], and the longest paralog AglB from Archaeoglobus fulgidus
(AfAglIB-L) (Figure 1) [8]. Before that, only partial structures for the C-terminal globular
domains were obtained [9-13], demonstrating that the archaeal domain possesses the greatest
variability in its structures. As seen in these previous works, the structure of an OST can be
divided in two large domains: a transmembrane domain (TM) consisting of 13 a-helices, while
also having external loops (EL) that display important catalytic residues [7], such as EL1, EL2,
and ELS; and a C-terminal globular domain which usually consists of an o/p mixed fold. This

domain can be further subdivided into structural units. Firstly, the central core (CC) unit is the



Capitulo 5. Resultados

81

only substructure that is essential to every OST. It participates in the interface region with the

TM Domain
® CC Unit
® |S Unit
® TH-Bundle
® Pl Unit

Figure 1. AfAgIB-L (left) and CIPgIB (right) crystallographic structures. The TM domain (orange) and
the C-terminal domain structural units (CC -green, IS - blue, P1 -red) are depicted. The purple sphere
corresponds to Zn®* ion, while the green sphere corresponds to Mn®* ion. The TH-Bundle is originally part
of CC unit, although it occupies the same place of the IS unit from CIPgIB and interacts with the IS unit

from AfAgIB.

TM domain, assembling the enzyme two binding sites. Accordingly, this unit holds the
WWDYGY (WWDXGX) conserved motif [9,14], responsible for the recognition of the S/T (+2)
of the N-glycosylation sequon, and the DK motif [7,9], which supports the maintenance of this
residue in a tight binding. The second unit is the Insertion Sequence (IS), which receives this

name because it seems to be inserted in the CC unit area [13]. Generally, it displays an
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organization of B-strands. For example, CIPgIB and P. furiosus AglB (PfAgIB) possess a
distorted B-barrel fold, while AfAgIB-L presents a reduced unit without the B-barrel organization.
As a substituent for the barrel structure, a three-helices bundle (TH-Bundle) (originally classified
as being part of the CC unit) [13] is located at the same place and seems to play that role, a
unique feature in the OSTs structures found until now, including the partial structures. The two
final structural units are the Peripheries 1 and 2, only identified in Archaeal structures. These
units are -sheet rich, with slightly different organizations and they are distributed around the CC
unit, on the opposite direction of the IS unit. Archaeal OSTs can display either only P1 or both

units at the same time, but no structure carrying only P2 was found yet.

Despite all of this information, until today only one experimental study assessed structural
units properties [10]. In this previous work by Matsumoto ef al., a mutant PfAglB with a deleted
IS unit (PfAgIBAIS) displayed virtually the same activity than the wild type enzyme, indicating
that this unit is dispensable for catalysis. However, the assays were performed with
detergent-solubilized PfAgIB and a short peptide as an acceptor, caveats that could interfere with
proper evaluation of the enzyme function [10]. Two hypotheses emerged for the functions of the
IS unit: structural stability when the protein is embedded in a membrane, and support for the
regulation or efficiency of the enzyme’s activity when in the presence of larger polypeptide
chains and when coupled to protein translation processes [10]. As for P1 and P2, the only current
hypothesis [13] is that they could contribute for the thermostabilization of the enzyme under the
extreme conditions in which archaeal species survive, since the extra units (and specifically P1
and P2) are only found in this domain of life. Another mentioned possibility is that these units

could be equivalent to the subunits that constitute the OST multimeric complex from eukaryotic
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species (5-8 subunits), however the limited sequence similarity between them hinders further

predictions [10].

Investigations of OSTs mechanisms could lead to the production of tailor-made
glycoproteins. In fact, recent data have demonstrated modifications which enhanced OSTs
catalysis, such as mutations of residues to increase the recognition and binding of acceptors
[15-17], change of the catalytic ion to increase the rate of product formation [8,18,19], as well as
the production of different sizes of lipid carrier and interspecies glycan chains [20,21]. However,
there is still a lack of studies evaluating the role of IS, P1, and P2 structural units, which could
bring new insights into the enzyme functionality. Therefore, in this work, we employed
molecular dynamics (MD) simulations to observe the structural effects caused by full deletions of
AfAgIB-L extra structural units. Specifically, we aimed to: I) Evaluate the mutants stability after
the deletion of P1, and P1 and IS units together. II) Verify the behavior of the catalytic site in
order to analyze if the requirements for catalysis are maintained; I11) Identify important
interactions between structural units that govern the protein stability under hyperthermophilic
conditions, allowing inferences regarding these units transferability between distinct OSTs. Our
work seeks to contribute for the comprehension of the structural basis that governs OSTs
dynamical behavior, providing insights for potential biotechnological applications of these

enzymes.

Materials and methods
Systems Preparation

For this study, the structure from RCSB Protein Data Bank under the PDB-ID: 3WAK [8]
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was retrieved, since it corresponds to a full apo structure containing EL5. Mutants were obtained
by deleting the P1 region (residues 777-868), and the IS region plus the TH-Bundle (residues
638-776), including a short region from the CC unit that connects IS to P1. Three systems were
studied in this work: 1) Wild type AfAgIB-L in its apo state (AfAgIB-L-WT); ii) AfAgIB-L with
the deletion of P1 unit (AfAgIB-L-AP1); iii) AfAgIB-L with deletion of IS and P1
(AfAglIB-L-AISP1). In this work, we established that the AISP1 included the TH-Bundle from the
CC unit. The reason for that is because it makes close contacts with the IS unit and forms a
structure separated from the enzyme core, resembling the common [-barrel IS seen in other
OSTs. To better describe the environment where these proteins are found, they were embedded in
a 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine (POPE) membrane with 512
phospholipids. The methodology utilized for protein insertion was based on the tools

LAMBADA and InflateGRO2 [22].

Molecular Dynamics Simulations

The triclinic simulation boxes received SPC water solvation [23], in the presence of
periodic boundary conditions. In the solvation step, Van der Waals radii of C atoms were raised
from 0.150 to 0.375 to avoid water molecules filling spaces between phospholipids and the
protein. This parameter was returned to the default value after this step. PME [24] was chosen for
the electrostatic treatment of the system. The LINCS method [25] was applied to constrain
covalent bonds, allowing an integration step of 2 fs. GROMACS simulation suite [26] with
GROMOSS54A7 force field [27] was used for the molecular dynamics (MD) simulations. POPE

membranes were described by GROMOS53A6 parameters (compatible with GROMOS54A7)
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following a previous report [28]. CL" counter ions were added to neutralize the residual charge of
the systems, when needed.

Firstly, energy minimizations were performed using the Steepest Descent algorithm.
Then, MD simulations were divided in two phases: an equilibration phase and a production
phase. For the equilibration phase, systems were simulated for 1 ns in a canonical ensemble
(NVT) and for 19 ns in an isothermal-isobaric ensemble (NPT). Parrinello-Rahman barostat
[29,30] was applied with a coupling constant of 2.0 ps. As thermostats, V-rescale (NVT step)
[31] and Nosé-Hoover (NPT step - equilibration and production phases) [32,33] with coupling
constants of 6 = 0.1 and 0.8, respectively. Also, semiisotropic pressure was applied due to the
presence of the membrane. A constant temperature of 356 K was implemented, since this is the
optimal growth temperature for 4. fulgidus [34]. During equilibration phase, the protein was
subjected to position restraints with a force constant of 1000 kJ-mol"-nm=. Subsequently, in the
production phase, unrestrained MD simulations were performed for 300 ns for each system.
Simulations were performed in triplicates (3 x 300 ns), starting with different velocities, aiming
to enhance the sampling robustness of the conformational ensemble. Data was collected during
the production phase and analyzed employing GROMACS suite tools. VMD [35] and PyMOL

[36] were used for trajectories visualization and for manipulation of structures.

Results
Global Structural Stability

We began by performing a global evaluation of the enzymes observing the deviation from

the initial structures. The root mean square deviation (RMSD) (Figure 2A) plot for the whole
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structure indicates that, despite having an average difference of 0.1 nm between AfAgIB-L-WT
and AfAgIB-L-AP1, the large standard deviation prevents us from asserting a significant
difference between both systems. In contrast, the AfAgIB-L-AISP1 mutated system appears to
suffer from a dramatic increase on its average RMSD value after 200 ns of simulation time,
reaching an average of ~1.1 nm near the end. In this case, in spite of its high standard deviations,
the values are significantly different when compared to the other two systems. Analyzing the root
mean square fluctuation (RSMF) (Figure 3) of the backbone atoms as an average per residue of
the concatenated trajectories, we observed that the TM domain (residues 1 to 500) maintain a
generally stable behavior in its helices for all systems, with some instability for
AfAgIB-L-AISP1. The intracellular loops display higher fluctuations for all systems; EL5 also
shown its expected flexibility. Particularly, the intracellular loop region (residues 454 to 464)
connecting the last two helices of this domain demonstrated an increase of 0.3 nm in
AfAgIB-L-AISP1 when compared to the other systems. Analyzing the C-terminal domain, we
perceived a deeper influence from the structural units deletion. In the mutated systems, there is a
similar pattern of higher fluctuation when compared to AfAgIB-L-WT, augmenting the flexibility
in specific regions of the CC unit, especially pronounced in AfAgIB-L-AISP1: a helix (residues
517-522) and a loop (residues 533-543) (Figure 3) that were previously at the vicinity of P1 unit;
two nearby loops (residues 569-571 / residues 576-582) in the middle of CC; another helix, in
AfAgIB-L-AISP1, which was next to both deleted units; the kinked helix, which carries the DK
motif; the short helix-loop final portion of CC unit. IS unit seems to be naturally flexible, since it
demonstrated some flexibility also in the AfAgIB-L-WT system. However, the deletion of P1

caused an enhancement of this feature, more specifically at the TH-Bundle, which interacts with

10
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the B-hairpin structure, substituting the distorted B-barrel seen in CIPgIB. To further evaluate the

extent of these instabilities, we analyzed the secondary structure content of each system (Figure

2B), considering only the remaining residues in common between all systems. All proteins had a

decrease on their content of at least 20 residues. Both mutations appears to have a higher decrease

trend on the secondary structure content, specially in AfAgIB-L-AISP1 exhibiting the most

pronounced, and significant, diminishment (around 35 residues).
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Figure 2. RMSD and Secondary Structure content during simulations. A) RMSD relative to the crystal

structure for each system at every 10ns with standard deviations. B) Secondary structure content for each

system at every 10ns with standard deviations.
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Figure 3. Individual backbone RMS fluctuation for each residue of every system. Top. RMS fluctuation of
the backbone structure as an average per residue of concatenated replicates for each system. Bottom.
Residues colored by the intensity of the fluctuation in a qualitative comparison with a heat map color
code (blue = low fluctuation; red = high fluctuation).

Structural Units Deletion Affects the Conformational Behavior of AfAgIB

To better comprehend how the mutations impact on the sampling of the conformational

landscape of AfAglB, we employed principal component analysis (PCA) on the MD simulations

12
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data. By plotting the two-dimensional subspace defined by the top two principal components
(PCs) (Figure 4), we were able to evaluate the structural relaxation of the proteins individually.
For the WT system, a similar behavior occurred for all replicates considering the whole protein
structure, as observed by plotting the first and the second eigenvectors projections: an initial
fluctuation, jumping among minimum energy basins, as well as an apparent accommodation by
the end of each simulation. Replicates 1 and 2 sample mostly one specific low-energy state, while
replicate 3 takes some time jumping among different states before finding a more stable
minimum. Despite that, the replicates explored distinct areas from the subspace, indicating that
our simulations did not reach convergence in the time performed. As for the mutated systems, the
replicates behavior are identical: a large drift through the conformational space, with almost no
detectable minimum energy basins, as well as no overlap between systems, indicating that these

systems are even farther from convergence than the apo state simulations.
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Figure 4. Top two PCs projections extracted with PCA technique for the individual systems with
concatenated trajectories. Individual replicates are represented by a color code of shades of black

(AfAgIB-L-WT), red (AfAgIB-L-AP1), and green (AfAgIB-L-AISP1).

To better characterize the influence of the deletions on the protein structure, we employed

13
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the same analysis for the isolated TM domain, and for the C-terminal domain structural units
(CC, IS, and P1) of AfAgIB-L (Figure 5). Firstly, all trajectories are concatenated into one, so
that the results may be compared for a common subspace. Similarly to what we saw for the
RMSD and RMSF plots, AfAgIB-L-WT and AfAgIB-L-AP1 demonstrated a comparable
behavior, including an apparent level of overlap between some of their replicates, specifically in
the TM domain and in the CC unit. In addition, these units movements are more contained at
specific portions of the subspace spanned by the two PCs analyzed, a behavior which suggests
that there is less conformational variation in this domain. Contrastingly, AfAgIB-L-AISP1 is
largely affected by the dual deletion, demonstrating the same drift behavior observed for the
global structure, clearly not converging during the simulation time in most of its replicates. In
fact, the structural adjustment suffered by AfAgIB-L-AISP1 is so intense that subtle
conformational variations from the other two systems are concealed. The CC unit repeated the
same pattern seen for the TM domain: AfAgIB-L-WT and AfAgIB-L-AP1 displayed a similar
shape on the projections, while AfAgIB-L-AISP1 maintained its dominance in the analysis with a
high drifting pattern, even larger than for the TM domain, confirming that this mutation affected
more the C-terminal area. Subsequently, when we analyzed the IS unit, the deletion in
AfAgIB-L-AP1 demonstrated a considerable amount of influence on this unit behavior. Replicate
2 mainly sampled the same regions as the replicate 2 of the WT system, while replicates 1 and 3
from AfAgIB-L-AP1 drifted apart from the others, accounting for most of the variance
constituting both PCs. AfAgIlB-L-WT replicate 3 samples the same area as replicate 1 from the
same system, while replicate 2 generates a new basin. Finally, P1 unit (from Af-AgIB-L-WT)

shown a less diffuse behavior, possessing one well-defined minimum energy state where the

14
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three replicates occupied for some time during the simulations, and two other states that were

occupied separately by replicates 2 and 3, while replicate 1 stayed trapped on the first minimum.
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Figure 5. Top two PCs projections for all systems with concatenated trajectories extracted with PCA
technique. Individual replicates are represented by a color code of shades of black (AfAgIB-L-WT), red
(AfAgIB-L-AP1), and green (AfAgIB-L-AISP1).

Binding Site Coordination and Interface Stability

An important feature of OSTs, as metalloenzymes, is the maintenance of an organized
network of interactions between the catalytic residues, as well as the metal ion coordination
geometry. Consequently, we evaluated these interactions during the MD simulations by
calculating the distances concerning the atoms from the side-chain of essential residues (Table 1).
From that, it was possible for us to observe that all systems maintained a similar coordination

geometry to the one found on the crystallographic structure (PDB ID=3WAK), although with a

15
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couple of differences: His163, which showed an increase on its distance relative to Zn?*, and the
presence of more water molecules surrounding the metal ion (3:1), similarly to the coordination
proposed on crystal form 1 in the same work by Matsumoto et al. (PDB ID=3WAJ) [8]. Glu360,
a presumed critical residue for the catalysis mechanism (equivalent to Glu319 in CIPgIB), did not
interact with the metal ion, thus not forming the complete active site, as detected in the
crystallographic structure. The metal ion remained in a tight binding at the enzyme core, with
very rigid distances between the metal ligands (max. standard deviation of 0.4 A), and one of the
water molecules bridging an interaction involving His163 and Zn*". We identified fluctuating
coordination numbers, between 6 and 7, depending on the denticity of the carboxylates from Asp
and the number of water molecules involved (Figure 6), exhibiting either a distorted octahedral

shape or a face-capped octahedron.

16
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Figure 6. Snapshots of representative coordination geometries for the crystal structure and each system

studied. Residues from the catalytic site are represented in yellow licorice, while the rest of the protein, the

membrane, and other water molecules are hidden for better visualization.

Discussion

The deletion of structural units from the C-terminal domain of AfAgIB-L clearly impacts

on many aspects of the enzyme. The TM domain appears to be the least affected one, as we

expected, since it is far from the mutations area, besides being embedded in the lipid environment

which provides stabilizing interactions. As seen in the RMSD and RMSF plots, the CC unit of

AfAgIB-L-AISP1 was deeply affected by the deletions, showing larger fluctuations throughout

17
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this unit, including modifying the behavior of the kinked helix that carries the DK motif. As
tested by previous reports [11,37], this modification could negatively influence sequon
recognition by the OST, rendering a poor protein binding, and, ultimately, reduce the enzyme
activity. In a lesser extent, AfAgIB-L-AP1 also suffers from the effects observed in the previous
mutant. The destabilization pattern is very similar in the CC unit, repeating the same instability at
the DK motif. The increased flexibility of the IS unit may pose as a drawback because not only it
modifies the binding site interface with the acceptor protein, but it also propagates to the CC unit,
further destabilizing it in many areas, including the DK motif and the area near the LLO cavity.
The presence of P1 in AfAgIB-L-WT stabilizes the IS unit by the interface between the two units,
interacting with helix aC of the TH-Bundle from that unit and the loop connecting it to the CC
unit, as well as the loop from the opposite side (above the LLO cavity).

PCA technique is classified as a valuable tool to assess conformational sampling, and
convergence of simulations [38,39,40]. In our simulations, by using PCA, we identified
important aspects involving the conformational ensembles of the studied systems: 1) In spite of
none of the systems reaching convergence during our simulations, AfAgIB-L-WT was the most
dynamically stable system, since it was able to achieve minimum energy basins, sample this
areas, and has more overlap between its replicates, as well as a smaller drift along the PCs. The
mutations affected the behavior of AfAgIB-L, leading to huge drifts along the conformational
space with few clearly defined basins being explored. 2) When evaluated in the same subspace, it
is evident that the double unit deletion has a heavier impact on protein structure than the single
deletion. In this case, none of the domains from AfAgIB-L-AISP1 demonstrated a stable

behavior, keeping the same projections pattern observed for the whole protein. AfAgIB-L-WT

18
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and AfAgIB-L-AP1, contraringly, exhibited some superimposition, which is probably due to the
dominance of AfAgIB-L-AISP1 largely fluctuating motions. Individual analyses for
AfAgIB-L-WT and AfAgIB-L-AP1 systems confirmed that the overlap between their replicates is
low, as well as highlighted the instabilities in the conformational profile of AfAgIB-L-AP1 when
compared to WT. Therefore, we conclude that the mutated systems are mostly unable to keep a
similar conformational behavior to AfAgIB-L-WT, possibly interfering with the enzyme action,
since the specific conformations that allow the binding of substrates may not be available on
these systems.

Coordination of the metal ion at the binding site was very stable, indicating that, despite
all the disturbance in the protein structure caused by the deletions, the enzyme could still be
catalytic competent, as long as the two substrates manage to bind in the cavities. A puzzling
aspect of the coordination at the catalytic site involves His163. This residue is coordinating the
metal ion in the crystal structure, displaying a distance of 2 A from the nitrogen atom Ne2 to
Zn* . Tt is part of the DXD motif (DXH in AfAgIB-L) of glycosyltransferases, equivalent to
Asp156 in CIPgIB OST, which has not been identified as one of the coordinating residues in its
crystallographic structure [7]. These structures were obtained in different states, the apo
(AfAglB-L) and the cocrystallized with the peptide acceptor (CIPgIB), therefore, one could
assume that Asp156 and His163 may have a coordinating role only when the protein is in its apo
state. However, both in this work and in a previous report from CIPgIB simulations [41], we did
not observe this coordination participation during our simulations. Instead, a bidentate
coordination by Asp47 (Asp56 in CIPgIB) and water molecules mediated this interaction,

maintaining the octahedral coordination geometry. Differently, a recent work [42] also involving
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MD simulations of PgIB, observed a coordination participation from Asp156 in all states studied.
This way, the role of these residues is not clear yet, despite being widespread in this enzyme
family [43], as well as being fundamental to the enzyme activity [44]. One possibility is that
His163 (and Asp156 in CIPgIB) serves as a “backup” coordination ligand, preventing the metal
ion from escaping the catalytic site when e.g. the protein substrate is absent, and/or bridging
water molecules interactions. Another possibility would be that this residue is involved in
catalysis by supporting the binding or the stabilization of the LLO substrate, since the
monosaccharide at the reducing-end of the glycan is a glucose with three sulfates in positions C2,
C3 and C6 and could be accommodated in a pocket consisting of the conserved residues His81,
His162, His163, and Trp215. Of course, we have to consider that MD simulations do not handle
electronic properties directly, which could be a caveat that prevented us from observing a correct
description of the His163 interactions. Glu360 never reached the metal ion during any of the
simulations, hence, the binding site was never fully complete. This strengthens the hypothesis
that acceptor protein binding is important for the formation of the complete binding site [7,8].
The data obtained for the catalytic site coordination corroborates previous data from
PfAgIB, where the catalytic activity of PfAgIB-AIS was not affected by the deletion [10].
Contrastingly, the global motions and the binding interface, as seen by the PCs motions on its
extreme projections (Figure S1), disagree with these observations. In AfAgIB-L-WT, motions are
dominated by ELS5 from the TM unit, and by a rearrangement of the IS unit, similarly to motions
identified in CIPgIB dynamics [41], reinforcing the observations that the IS unit is intrinsically
flexible. In AfAgIB-L-AP1, there is a twisting motion between TM and PP domains, whereas, in

AfAgIB-L-AISP1, we identified huge collective motions, specially on the PP domain,
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disorganizing the protein binding site. Comparing the PP domain of the wild-type structures from
both species (Figure 7), we identified possible explanations for these discrepancies: the IS unit
from PfAglB is a stable B-barrel structure, and the deletion (residues 603-678) allows residues
602 and 679 to be easily connected, thus causing less perturbations in the enzyme core than our
deletion in AfAgIB-L-WT (including the TH-Bundle and one conserved -sheet at the enzyme
core). Indeed, the deletion in PfAgIB permits a structural organization of the CC unit that
resemble the other two paralogs from 4. fulgidus, AfAgIB-S1 and AfAgIB-S2, which do not
portray IS units. Furthermore, PfAgIB possesses two periphery units (P1 and P2), one that
occupies the same place as P1 in AfAgIB-L-WT, and other that encircles the area above the LLO
cavity. As seen in our RMSF plots (Figure 3), this area has many unstable regions with
fluctuations that are largely increased as a side-effect of the deletions. Flexibility of the same
nature, at the same regions, was also seen in CIPgIB [41] MD simulations, confirming that these
are sensitive areas. Possibly, the presence of the B-strand rich P2 unit provides additional
stabilization for PfAglB, protecting CC unit from unfolding, as well as allowing the deletion of
IS to be tolerable. Perhaps, if AfAgIB-L-WT possessed both P1 and P2, it could also tolerate the
deletion of IS, as the single deletion of P1 was less aggressive to the structural organization of the
enzyme core than the double deletion. Besides, the large-amplitude motions observed after both
deletions in AfAgIB-L would be contained by the presence of P2, promoting diminished

fluctuations at the PP domain.
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AfAgIB-L-WT
® AfAgIB-SI-WT (C-term)
© AfAgIB-S2-WT (C-term)
© PfAgIB-WT (C-term)
© PfAgIB-AIS (C-term)
© AfAgIB-L-AISP1

Figure 7. Structural comparison between AfAgIB-L, AfAgIB-S1 and S2, and PfAgIB. A) AfAgIB-L with
all other C-terminal domains aligned to its corresponding domain. B) PfAglB with the deletion of IS unit
folds in a way that resembles the other two paralogs from A. fulgidus. C) Alignment of the C-terminal
domain of PfAgIB-WT to AfAgIB-AISP1 left the P1 and P2 units (orange) aligned near a sensible area
(green spheres) of the mutated system (AfAgIB-AISP1), possibly protecting that region in a hypothetical

chimeric AfAgIB-L.
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Conclusions

Structural studies of OSTs have been in constant advancement, enabling a better
understanding of the molecular basis involving N-glycosylation modifications, which, in turn,
may provide new tools for the glycoengineering of biomolecules . Also, many experiments have
been performed regarding these enzymes catalytic mechanism, usually evaluating residues from
CC unit and TM domain, as well as studies designed to enhance their activities. However, to this
date, only one previous work has assessed the role of other structural units from OSTs [10]. In
this work, we try to contribute for the structural comprehension of OSTs and increase the
knowledge involving structural units dynamics and function. By employing MD simulations, we
could verify that both P1 and IS units provide fundamental stabilizing interactions that permits
both structural integrity of AfAgIB-L in extreme environments, such as the high temperatures
faced by A. fulgidus, along with the preservation of the enzyme conformational profile and
binding interface, important features for its proper functioning. Combining our findings with
previous data from literature, we identified that there might be some interchangeability between
structural units. For example, one could transfer a P1 unit from AfAglB or P1 and P2 from
PfAgIB to another OST, aiming to achieve a new class of engineered chimeric thermostable
OSTs. PgIB from the Campylobacter or Desulfovibrio genera would be good candidates for this
approaches, since they are found in mesophilic species and have a well-known promiscuity [17].
We hope that this work support the development of more assessments regarding OSTs structural

units.
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Table 1. Distances from catalytic residues to Zn*" ion during MD simulations (A )

MD Distance to Zn>" (A)
Residues and Atoms
AfAgIB-L-WT AfAgIB-L-AP1 AfAgIB-L-AISP1
Asp47 061 2.2+0.2 2.2+0.2 2.3+0.4
Asp47 052 2.240.2 2.2+0.2 2.3+0.4
Aspl61 081 2.2+0.2 2.3+0.3 2.4+0.5
Aspl61 052 2.3+0.3 2.2+0.3 2.4+0.5
His163 Ne2 4.4+0.4 4.5+0.4 4.6+0.4
Glu360 Ocl 11.2+1.9 11.3+£2.5 8.8+2.4
Glu360 Og2 11.2£1.9 11.4+2.6 8.842.5
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Supplementary data:

Figure S1. Porcupine plots depicting the movement described by the extreme projections of principal

component 1 (PC1) of each group of replicates for the studied systems.
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Highlights:
e Deletion of structural units causes instability and loss of secondary structure content.
e Conformational behavior of mutated systems deviate from the native structure.
o Coordination of the metal ion from the binding site is not disrupted.

o Hotspots of high fluctuation could be protected by engineering of chimeric OSTs.
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5.3 Capitulo Il

5.3.1 Preambulo

Esse capitulo é uma continuagao dos estudos iniciados no capitulo I da tese,
relativos a PglB. Aqui, o objetivo é a obtengao de uma estrutura do complexo completo
da PglB, incluindo tanto o substrato proteico aceptor como o glicolipideo doador. Em
seguida, esse complexo foi avaliado por DM nos seus estados pré- e poés-cataliticos,
gerando pontos de partida para futuros estudos que busquem a descricado do mecanismo

catalitico envolvendo a agao dessa enzima por métodos QM/MM.

Durante a confeccao dessa tese, simulagoes similares envolvendo esses estados
foram publicadas [161] utilizando um campo de forca (CHARMM) e uma membrana
diferentes (POPC). Entretanto, o enfoque dado nessa publicagdo foi diverso, dando
especial atencao a conformacao adotada pelas hélices do dominio TM e da EL5. Na
medida do possivel, esses dados serdao comparados aqueles ja obtidos a fim de verificar

possiveis convergéncias nas observagoes.

Até o presente momento, duas estruturas completas de OSTs sao encontradas
disponiveis em bancos de dados: a PglB de C. lari e a AglB de A. fulgidus. Os estados
conformacionais cristalografados sdo: o cocristalizado com um peptideo aceptor (PglB) -
cocristalizado com um peptideo aceptor covalentemente ligado na OST (AglB), o estado
nativo (AglB) e o estado com um fon sulfato interagindo no sitio catalitico (AglB)
- 0 qual, segundo os autores, mimetizaria um estado ligado ao glicolipideo devido a
presenca de um fosfato em sua estrutura. Dessa forma, restam algumas lacunas em
termos estruturais para a compreensao do ciclo de reacao completo das OSTs. Nenhum
estado contendo o substrato doador (LLO) foi obtido até o presente momento, de
forma que nao hé indicacao da conformacao adotada pela enzima, nem dos respectivos

substratos, neste estado.

5.3.2 Validacao do modelo obtido para o LLO

Primeiramente, os estudos envolveram a obten¢ao de um modelo para o LLO.
Em colaborac¢ao com o doutorando Pablo Ricardo Arantes do nosso grupo de pesquisas,
realizamos a construcao de uma molécula de LLO de C. lari, conforme descrito na se¢ao
de Procedimentos Metodolégicos. Para a constru¢ao do modelo, um novo potencial
diedral foi obtido (Figura 14), demonstrando concordéncia com o potencial obtido pela
QM. Esse parametro foi validado utilizando um fragmento similar a unidade repetitiva
da cauda hidrofébica do LLO (geraniol) e comparando os valores encontrados na DM

para duas propriedades, a densidade e a entalpia de vaporizacao. O valor para densidade
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Figura 14 — Novo potencial ajustado (vermelho) ao dado quantico (preto). Os pardmetros
antigos (azul e verde) ndo descreviam de forma adequada os minimos de energia
para essa torcao.

correspondeu ao valor experimental (0,89 g/cm?), enquanto o valor da entalpia ficou
proximo (64,24 + 0,08 kJ/mol), com um erro menor que 10% em rela¢do ao dado
experimental (58,83 kJ/mol).

A simulac¢ao do LLO inserido em membrana foi realizada por 1 microssegundo e
indicou uma interagdo constante da glicana com a membrana (Figura 15), similar ao
que foi verificado no trabalho de Kern e colaboradores [158]. Dessa forma, a glicana
permaneceu em paralelo a membrana durante praticamente toda a simulac¢ao. Pelo uso
de métodos de clustering, algumas conformacgoes foram extraidas da DM para formacao
do complexo com a CIPglB. Realizando o atracamento molecular foi possivel obter um
modelo da OST bacteriana com todos os substratos (Figura 16) que respeitasse algumas

distdncias pré-estabelecidas na literatura [158].

5.3.3 Dinamica global dos dominios e unidades estruturais

Inicialmente, verificamos a variacao estrutural ocorrida durante a simulagao em
relagdo a estrutura inicial de entrada (Figura 17). Foi possivel verificar que a quantidade
de variagao estrutural geral da enzima foi comparavel as simulagdes prévias observadas
no Capitulo I (Figura 2 do artigo). Entretanto, analisando separadamente os dominios da
proteina, percebe-se que o dominio TM apresentou um leve aumento quando comparado
a esses dados previamente apresentados, possivelmente induzido pela presenca do LLO.

Nao ha grande discrepancia na contribuicao de cada dominio para a variacao total da
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Figura 15 — Distribui¢ao de densidade dos componentes do sistema simulado do LLO ao
longo do eixo Z, demonstrando a posicdo em que se encontram esses elementos.

Figura 16 — Complexo ternario formado pela PglB e seus substratos, o peptideo aceptor
cocristalizado e uma molécula de LLO, modelada pelo nosso grupo.
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Figura 17 — RMSD total e separado por dominios da PglB. PglB-Pré = PglB no estado pré-
catalise; PglB-P6s = PglB no estado pés-catalise; PglB-Pos-Cristal = PglB no
estado pos-catalise utilizando como referéncia a estrutura inicial do pré-catalise

estrutura. Quanto as unidades estruturais CC e IS, que fazem parte do dominio PP,
as duas variaram na mesma propor¢ao (Figura 17) entre si. Entretanto, a unidade IS
parece realizar rearranjos mais bruscos na sua estrutura em determinados momentos
(Figura 17), reforgando a flexibilidade que é encontrada naturalmente nessa regiao para

diferentes OSTs, como visto nos Capitulos I e II.

Um fator que parece contribuir para o dominio TM ser aquele que demonstra a
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maior variacdo durante a simulacao é a presenca de suas alcas externas, especialmente
EL5 (Figura 17). O valor de RMSD para a EL5 chega a atingir cerca de 1 nm, o que
possivelmente influencia nessa variacao observada. Diferentemente dos casos estudados
no Capitulo I, a EL5 mostrou-se ainda mais flexivel e reorganizou-se mais intensamente
na presenca do LLO. O movimento observado na nossa simula¢gdo modificou considera-
velmente a posi¢ao do motivo TYR-plug (Figura 18), especialmente do residuo essencial
Tyr293, porém de forma distinta do observado no trabalho recém publicado de Lee &
Im [161], j& que esses nao observaram as mesmas interagoes feitas por esse residuo. Ao
analisar separadamente a regiao N-terminal e C-terminal dessa estrutura, a contribuicao
da primeira para a variagao total foi o dobro da segunda (£0.8 nm vs. +0.4 nm),
concordando com o visto por Lee & Im. Essas informacoes reforcam a caracteristica de
alta flexibilidade da EL5, especialmente na porcao N-terminal de sua estrutura, ao passo
que auxilia a explicar a dificuldade em se obter dados tridimensionais cristalograficos
para essa regiao. Ainda, é postulado na literatura [81] que essa porgao N-terminal da
EL5 (residuos 283 & 307) assume uma estrutura secundaria bem definida no processo de
catalise. A proposta sugerida vem da estrutura cristalografica da AglB de A. fulgidus,
que possui uma pequena a-hélice. Durante a simulagao, é possivel verificar a formacao
de duas estruturas distintas: uma hélice-m que permanece formada por toda a simulacao
e carrega boa parte do TYR-plug e algumas estruturas  (folha, volta e dobramento)

instaveis, que se formam e se desfazem diversas vezes.

A mutagao da Tyr293 por um residuo de alanina causa a redugao da atividade
catalitica da enzima em 7000 vezes [81], todavia sem afetar a ligagdo com o substrato
peptidico. Ja a troca desse residuo por outro residuo aromatico, a fenilalanina, causa
a diminuicdo de apenas 44 vezes na atividade. Esses dados indicam que nao s6 a
presenca de um residuo aromatico e hidrofébico é fundamental, mas também que o
grupo hidroxila é relevante na funcao da Tyr293, possivelmente desempenhando um
papel na catéalise. Além disso, nesse mesmo trabalho prévio, foi verificado que esse
residuo nao interage com os monossacarideos da regiao distal da glicana, mas sim
com a extremidade redutora. Na simulagao incluida nessa tese foi identificado que o
residuo Tyr293 realizou dois tipos de interagoes com a N-acetilagao em C4 do residuo da
bacilosamina (Figura 19): i) ligagdes de hidrogénio da hidroxila de sua cadeia lateral com
o grupo cetona; ii) interagoes hidrofébicas do anel aroméatico com o grupo metila. Dessa
maneira, essa interacao pode restringir a movimentagdo do monossacarideo, permitindo
uma otimizagdo e manutencao de uma posicao potencialmente adequada para o ataque

nucleofilico da amida em C1.
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Figura 18 — Estrutura adotada pela EL5 durante a simulagao: estado inicial (cinza); estado
final (vermelho). Acima, d direita. Aproximacao na cavidade da PglB, desta-
cando o rearranjo do motivo Tyr-plug. Abaizo, a direita. Grafico de tipo de
estrutura secundaria adotada pela regiao N-terminal da EL5 (residuos 283-307)
em func¢do do tempo.

5.3.4 Coordenacao da rede de interacdes no estado pré-catalitico

De modo semelhante ao visto no Capitulo I dos Resultados, faz-se relevante uma
analise das distancias envolvendo os residuos do sitio catalitico, sendo eles o Asp56, o
Asp154, o Asp156 e o Glu319, e o cétion divalente Mg?*. Esses componentes sao preditos
como participantes de uma rede de interagoes que permitird a transformacao da amida
em um bom nucledfilo a partir da alteragao da configuracao do atomo de nitrogénio.
Portanto, as distancias foram calculadas (Figura 20) buscando tanto avaliar o padrao
da coordenacao do metal como a presenca de distancias compativeis com a existéncia
de ligagdes de hidrogénio, fundamentais para a hipdtese da amida torcida [61, 64]
e para a reagao catalitica (Figura 21). Os valores calculados vao ao encontro dos
previamente descritos no artigo do Capitulo I, e posteriormente também verificados por
Lee & Im, mostrando uma grande estabilidade na coordenacao do metal pelos residuos
Asp56, Asplb4 e Glu319. Mais uma vez, nao foram vistas distdncias compativeis com
coordenacao do metal para o residuo Aspl56, fato que discorda dos dados encontrados

por Lee & Im, onde esse residuo coordena o metal em diversas ocasioes. O papel do



Capitulo 5. Resultados 115

Distancia (nm)

0.5

0 1 | 1 | 1 | 1 ] 1
0 0.2 04 0.6 0.8 1.C

Tempo (us)

Figura 19 — Acima. Conformacdo de menor energia representativa de um estado onde a
interacao da Tyr293 de EL5 em relagao a N-acetilacdo em C4 da Bac estd bem
caracterizada. Abaizo. Distancia entre o grupo -OH da Tyr293 e o 09 da Bac
em fung¢do do tempo.
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Atomos Distancia para Mg?*  Distancia para Asn-N52
Asp56-061 2,1+0,01 A 3,5¢0,2 A
Asp56-062 2,1+0,01 A 5,2+0,4 A
Asp154-061 2,2+0,01 A -
Asp154-062 2,1+0,01 A -
Glu319-Oe1 2,140,01 A 51+0,3 A
Glu319-0g2 2,1+0,01 A 3,6+0,3 A

Figura 20 — Distancias dos residuos cataliticos para o metal divalente e para o nitrogénio
(ND2) da Asn.

residuo Asp156, e, por consequéncia, do residuo na terceira posi¢ao do motivo DXD ainda
permanece sem uma explicacao clara, apesar de estudos mostrarem ser essencial para a
atividade das GTases [80]. As distancias iniciais, que guiaram o atracamento molecular,
foram mantidas, indicando a estabilidade dos substratos no estado pré-catélise e a

existéncia de condigoes apropriadas para a reacao de transferéncia da glicana.

5.3.5 Caracterizacdo do comportamento estrutural e conformacional da
PglB

Para melhor compreender como a dindmica da enzima ¢é afetada por sua acao,
antes e apds a transferéncia da cadeia de oligossacarideos, empregamos a analise de
componentes principais (ACP). Buscando obter estados conformacionais relevantes
para o mecanismo catalitico, foram analisados os dois primeiros componentes principais
para os sistemas pré e pés-catalitico, tanto separadamente (Figuras 22 e 23), como
considerados dentro de um mesmo subespaco (Figura 24. Analisando o comportamento
separadamente para a simulagao do estado pré-catalitico, o comportamento global
da proteina aponta inicialmente para uma flutuagdo por minimos locais, até que na
metade da simulagao ela encontra uma regiao de menor energia, ali permanecendo
até o final. Entrentato, se a andlise for realizada separadamente para os diferentes

elementos estruturais, vemos padroes especificos para cada regiao da enzima: o dominio
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Distancia na DM? Angulo na DM
Mg?* - P2-LLO 286 A+0.01A(<6A) -
Asn-ND2 - C1-Bac 353A+02A(<4A) -
Arg375-NH1 - P1-LLO 40A+03A(<6A) -
Asn-ND2 - C1-Bac — 057B-LLO - 109.1° + 8.6° (< 90°)

aValores em parénteses representam os esperados para uma reag¢ao catalitica SN2

Figura 21 — Acima. Representagio esquemética das interagdes essenciais para a ocorréncia
da reacdo catalitica da PglB. Abaixo. Distancias e dngulo observados na DM
para essas interagOes. Entre parénteses, os valores esperados experimentalmente
para esse processo.

TM (excluindo EL5) move-se gradualmente durante a simulagdo alcangando um minimo
mais estavel apenas no fim da simulacao; a EL5 comporta-se de forma semelhante,
porém atinge um minimo antes, por volta do mesmo periodo que a proteina como
um todo se estabiiza (metade da simulacdo); a unidade CC move-se intensamente e
apesar de encontrar uma regiao de menor energia na porcao final da simulagao, continua
explorando o espaco conformacional; por fim, a unidade IS, assim como visto no gréafico
de RMSD, faz mudancas de estados conformacionais bruscas, porém encontra um
minimo apds o primeiro tergo da simulagao e ali permanece até o fim, sendo a estrutura

que mais rapidamente estabilizou-se no calculo realizado.

A simulacao do estado pods-catalitico funcionou quase como uma continuacao da
simulacao do estado pré-catalitico, porém comecando de uma conformacao extraida no

tempo 618 ns. Foram caracterizadas algumas varia¢des dentro do perfil conformacional
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Figura 22 — Projecbes dos dois primeiros componentes principais da PglB em seu estado
pré-catalitico inteira e separada por seus dominios e unidades estruturais: TM
(sem EL5); EL5; CC; IS.
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da PglB descrito pelos CPs do estado pés-catalitico, possivelmente influenciados pela
mudanca entre os substratos: o dominio TM continuou a explora¢ao conformacional,
sendo a Unica estrutura a nao se estabilizar nessa simulagio; a EL5 sofre uma mudanca
para um minimo de energia préximo ao seu estado inicial; a unidade CC encontra uma
conformacao e chega a interconverter para o seu estado inicial; a unidade IS manteve-se
no minimo inicial e explora as regides proximas, sem alterar seu perfil. Esse dado indica
que apos a transicao do estado pré-catalitico para o pos, a regiao com maior mobilidade
é o dominio TM, que inclusive permanece explorando o subespaco formado pelos dois
primeiros CPs sem se estabilizar, possivelmente devido ao novo substrato ali presente

(UndPP sem a glicana).

Buscando uma comparagao direta entre os perfis conformacionais dos dois
estados, as duas trajetorias das simulagoes foram concatenadas e a APC foi feita
em cima dessa nova trajetoria, garantindo assim que os dados gerados pela andlise
sejam comparados em um mesmo subespago. No dominio TM (novamente sem EL5),
percebe-se que ha um periodo com sobreposicao inicialmente, todavia a conformagcao
das hélices transmembranas é modificada pela troca de estados e substratos. Na EL5
hé uma semelhanca bem maior, com um pequeno desvio conformacional mais para
o fim da simulacao do estado pds, indicando pequenas alteragoes nos movimentos
dessa subestrutura. O caso da unidade CC é mais curioso: a conformacao extraida da
simulagao do pré-catalitico, apesar de ser a de menor energia globalmente, ndo pertencia
a0 mesmo minimo da porc¢ao final da simulacao do estado pré-catalitico. Ao ser simulada
no estado poés-catalitico, ela nao segue o mesmo caminho da simulagao do pré-catalitico,
selecionando essa regiao de minimo de forma mais estavel e ampliando a amostragem
desse fosso, como visto na interconversao de estados para a APC no paragrafo anterior.
Assim, a conformacao dessa regidao parece ter sido estabilizada nesse ponto pela troca
da glicana, anteriormente ligada a UndPP, para o peptideo. Por fim, o estado IS parece
ser o unico totalmente convergido entre as duas simulagoes, pois toda a area amostrada
no tempo de simulacao do pds-catalitico é sobreposta a conformacao final do estado
pré-catalitico, indicando a identificacdo de um minimo global entre os dois cédlculos.
Essa informagao faz sentido, ja que o ponto de troca entre substratos esta relativamente
distante dessa unidade e a mudancga nao parece ter efeitos dréasticos na estrutura da

enzima.

5.3.6 Analise de estados conformacionais da PglB

Com a aplicacado da APC, estados conformacionais de menor energia e, por-

tanto, possivelmente relevantes dentro da dindmica da proteina estudada, puderam ser
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Figura 23 — Projecoes dos dois primeiros componentes principais da PglB no estado pds-

catalitico inteira e separada por seus dominios e unidades estruturais: TM (sem
EL5); EL5; CC; IS.
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Figura 24 — Projecbes dos dois primeiros componentes principais da PglB em seus dois
estados para um mesmo subespaco, tanto inteiras como separadas por seus
dominios e por suas unidades estruturais: TM (sem EL5); EL5; CC; IS.
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selecionados. Foi realizada, entao, uma comparacao com o estado inicial da PglB que
foi empregado na simulacao do estado pré-catalitico. Para essa comparacao, a anélise
de porcupine plot ou grafico porco-espinho foi utilizada. Nessa analise, dois estados
diferentes sao comparados e flechas sdo geradas conforme o tamanho da variagdo entre
as diversas regioes da molécula de interesse. A partir desse grafico, caracterizou-se
tridimensionalmente a variacao encontrada em decorréncia da introdugdao do LLO na
estrutura da enzima, destacando-se um movimento pronunciado nas hélices transmem-
brana localizadas na regiao a direita do agrupamento de hélices, préximo ao N-terminal
da EL5 (Figura 25). Esse movimento intenso na presenca do substrato doador também
foi visto no trabalho de Lee & Im, onde duas conformagoes, aberta e fechada, foram
propostas para essa regiao. No trabalho dessa tese movimentos intensos das hélices
TM5-9 empurram a por¢ao N-terminal da EL5, causando o rearranjo dessa area e expli-
cando a grande flexibilidade verificada durante a simula¢ao. O préprio motivo Tyr-plug
é empurrado para cima, sendo aproximado por um tempo em dire¢do a bacilosamina.
Calculando as distancias identificadas no trabalho de Lee & Im (Figura 25), entre os
carbonos vy dos residuos Leu202 e Leu365 e entre os carbonos « dos residuos Tyr293 e
Met368, foi identificado que os valores sao semelhantes, o que indica que a EL5 esta na

sua conformagao aberta, reforcando esse dado prévio.

Para o estado pds-catalitico, as mesmas distdncias foram calculadas (Figura
26) mostrando que a enzima permanece com a EL5 na conformagao aberta, devido
a interacao com a undecaprenila pirofosfatada que permanece interagindo no sulco
hidrofébico apés a glicosilagao do peptideo. Utilizando a mesma analise de porcupine
plot, entretanto agora com os estados pré-catalitico e pds-catalitico de menor energia,
percebem-se diferencas muito sutis: um movimento para fora da membrana da hélice
TM9, que liga na por¢ao N-terminal da EL5, bem como um movimento discreto dessa
mesma regiao da EL5 em direcdo ao corpo da proteina. Ademais, alguns pequenos
movimentos sao vistos nas unidades CC e IS, que nao parecem influenciar fortemente
na direcdo de um novo estado conformacional da PglB, endossando o que foi observado

nos graficos dos CPs.
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Figura 25 — Porcupine plot diferenciando o estado inicial e a conformagdo de menor energia
identificada por APC na simulacio do estado pré-catalise. Direita. Distancias
entre os residuos identificados para a conformacgao aberta de EL5 e do sulco
hidrofébico onde o LLO interage.
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Figura 26 — Porcupine plot diferenciando o estado inicial do sistema pods-catalise e a con-
formagao de menor energia identificada por APC para essa mesma simulacio.
Direita. Distancias entre os residuos identificados para a conformagao aberta de
EL5 e do sulco hidrofébico onde o LLO interage.
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6 Discussao geral

“Nothing in Glycobiology makes sense,
except in the light of evolution”
Ajit Varki

O Grupo de Bioinformatica Estrutural tem se envolvido desde seu inicio com
a area de glicobiologia. O foco inicial do grupo envolveu pequenas estruturas sacari-
dicas, como di- e oligossacarideos, buscando acessar a conformagao dessas biomolécu-
las [204-206]. Com o avango do poder computacional, problemas mais complexos, como
glicoproteinas inteiras, comecaram a ser abordados [129,207,208]. Desse movimento
em direcdo a problemas maiores e de magnitude mais ampla, surge a necessidade de
buscar um melhor entendimento das bases moleculares relativas a construgao dessas
estruturas glicoproteicas. Em 2011, com a obtenc¢ao da primeira estrutura cristalografica
completa de uma OST, foi possivel iniciar os primeiros estudos de caracterizacao da
dindmica dessa enzima. Durante o meu Mestrado, iniciado em 2012, comegamos a
analisar essa familia de enzimas empregando DM para avaliacao da conformacao e
dindmica da PglB, bem como ferramentas de filogenia para tentar compreender a sua

evolugao molecular [159].

Nosso estudo envolvendo a caracterizagao da dinamica estrutural da PglB foi
o primeiro estudo com resolucdo atomistica desse tipo [160]. Partindo da estrutura
cristalografica, propomos um primeiro modelo para a regiao N-terminal da EL5 ja
que, devido a grande flexibilidade dessa regiao, ela nao pode ser obtida no estudo
cristalografico original. Por intermédio de simula¢des por DM, verificamos que a EL5
assume conformacoes distintas durante a simulagao, confirmando a flexibilidade intrin-
seca postulada para essa estrutura. Buscamos avaliar também a PglB em estados nao
descritos no experimento cristalografico, como a PglB nao complexada e na presenca
do glicopeptideo produto da reacao. Contudo, o principal enfoque desse trabalho foi
estudar a coordenagao do metal divalente do sitio ativo, bem como o comportamento
das interacoes de residuos conservados e relevantes para o processo da catalise. O
mecanismo de agao proposto para a PglB foi inicialmente postulado juntamente a sua
estrutura cristalografico [64]. Posteriormente, foi refinado por um segundo trabalho [61],
onde a hipdtese da carboxamida torcida ganhou maior suporte. No nosso trabalho
caracterizamos a coordenac¢ao do ion metalico por MM e QM, extraindo janelas da

simulagao onde a Asn aceptora possuia diferentes conformagoes, bem como os residuos
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que coordenam o fon catalitico. Dessa forma, verificamos que em uma das conformacoes
do sitio ocorreu uma mudanca na configuracao do nitrogénio da amida, a partir da
influéncia causada pelas ligacdes de hidrogénio dos residuos cataliticos, reforcando a
proposta mecanistica da literatura. Ainda, havia sido sugerido que 3 ou 4 moléculas
de dgua participariam da coordenagao metdlica [64]. Com os nossos calculos postula-
mos que, na auséncia da undecaprenila pirofosfatada, apenas uma molécula de dgua
assume essa fungao, enquanto os outros residuos (Asp56, Aspl54 e Glu319) variam

entre coordenagoes mono- e bidentadas.

Esse trabalho sofreu com alguns obstaculos. A PglB é uma molécula considera-
velmente grande para estudos computacionais (711 AA) sendo, ainda, uma proteina
transmembrana. Esses fatores levaram a construcao de um sistema possuindo uma
quantidade préxima aos 200.000 atomos, exigindo um alto custo computacional. Por
ser um sistema complexo e de grande magnitude, idealmente seria necessario realizar
simulac¢oes mais longas ou um maior nimero de replicatas para cada sistema. Por
consequéncia, apesar de ser um trabalho iniciado no Mestrado, o tema das OSTs de-
monstrou a exigéncia de uma maior dedicacao, sendo assim continuado no Doutorado,
paralelamente aos estudos da outra OST, a AglB, que teve sua estrutura cristalografada
descrita em meados de 2013, pouco antes do inicio do meu Doutorado. Soma-se a isso o
fato de que durante o desenvolvimento inicial desse trabalho diversos questionamentos
surgiram, tais como: Qual o papel das unidades estruturais das diferentes OSTs? Qual
o comportamento da PglB quando na presenca de todos seus substratos? Podemos
extrapolar esses dados para outras OSTs e empregar em estudos relacionados a gli-
coengenharia? Delinearam-se assim as diversas vertentes que foram analisadas nesse
trabalho.

As unidades estruturais das OSTs constituem uma questao particular. Essas
enzimas, apesar de serem amplamente distrbuidas nos dominios Eukarya e Archaea,
além de terem uma consideravel presenca no dominio Bacteria, sao bastante diferentes
quando se fala em termos de estrutura primadria, ou seja, sequéncia de aminoacidos. A
despeito disso, analisando as duas estruturas 3D atualmente disponiveis, percebe-se
claramente uma semelhanca topoldgica nos seus respectivos enovelamentos globais,
apesar de possuirem variagoes locais nas estruturas [32], talvez um indicativo de que
ocorreu convergéncia evolutiva. O mesmo pode ser observado para as estruturas parciais
obtidas até o momento [62,63,65,71,209]. A estrutura considerada mais distante
evolutivamente e diferente em termos estruturais é a tinica estrutura parcial do dominio
Eukarya, descrevendo o enovelamento o dominio C-terminal da subunidade STT3 de S.
cerevisiae como um agrupamento de a-hélices (a-heliz bundle), enquanto nas estruturas

procaridticas caracterizadas esse enovelamento é do misto «/f (mized-a/f). Como
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comentado anteriormente na Introducao, enquanto ja se identificou diferentes unidades
estruturais (IS, P1, P2) em organismos procariéticos, em eucariotos apenas foi vista
a unidade CC. Dois fatores devem ser levados em consideracao: a auséncia de mais
estruturas eucaridticas, dificultando a nogao de distribuicdo de unidades nesse dominio,
e o fato de que a subunidade STT3 faz parte de um complexo OT nesse dominio, que em
geral possui 5-8 subunidades. Uma hipétese da literatura [65] é de que algumas dessas
subunidades poderiam desempenhar o papel das unidades que foram encontradas nos
dominios procariétios. Entretanto, a baixa identidade de sequéncia é um contratempo
que torna dificil a identificacdo de similaridade entre as proteinas desses dominios. Um
trabalho [210] com andlise evolutiva da via de N-glicosilagdo (que serd mais discutido a
seguir) tentou encontrar ortélogos nos diferentes dominios, usando tanto identidade de

sequéncia como busca por padroes (HMM), porém também nao obteve sucesso.

Uma abordagem tentada, entre o meu Mestrado e o meu Doutorado, foi uma
andlise de aspectos filogenéticos das OSTs, empregando o método de Maxima Verossi-
milhanca [211] e procurando entender como ocorreu a evolugdo molecular dessa enzima,
assim como verificando a distribui¢do das unidades estruturais pelos dominios (Figura
27). A baixa identidade e as grandes diferencas nos tamanhos das enzimas (como
exemplo, a Af-AglB-S1 e a S2 sdo as menores OSTs ja identificadas e essas possuem
cerca de 550 residuos, enquanto a OST de Thermoplasma acidophilum possui cerca de
1500 residuos) foram condigoes que prejudicaram inicialmente a obtengao de resultados
confidveis. Posteriormente, em 2016, um artigo [210] com andlises filogenémicas foi
publicado, porém para varias GTases importantes da via de N-glicosilacao, entre elas
as OSTs (Figura 28). Para tal fim, o autor empregou o método de Inferéncia Bayesi-
ana [212], conhecido por aplicar a probabilidade posterior como parametro de confianga.
Os dados obtidos por Lombard e colaboradores tém similaridades importantes com
o que verificamos. Um exemplo claro disso é que, em seu trabalho, ele observou que
¢é bastante provavel que o dominio Bacteria tenha recebido a OST por transferéncia
horizontal de genes (THG) do dominio Archaea, em especifico vindo do filo Euryar-
cheota, algo que também se verifica na arvore proposta por nés. O ramo ligado aos
eucariotos estaria proximo ao superfilo putativo TACK (Thaumarchaeota, Aigarchaeota,
Crenarchaeota, Korarchaeota), chamado de Proteoarchaeota ou Proteoarchaea. Esse
ultimo dado é, inclusive, reforgado por dados recentes que mostram que a N-glicana do
organismo Pyrobaculum calidifontis é similar a do dominio Eukarya. Portanto, ha dados
que apontam para uma divisao mais clara de como ocorreu a distribuicao de OSTs pelos
dominios da vida. Devido a grande sobreposicao de dados entre os trabalhos, decidimos

descontinuar a nossa investigacao.

Considerando as informacoes disponiveis, partimos para uma tentativa de realizar



Capitulo 6. Discussdo geral 128

Bacteria
mssmsmm Archaea

s Eukarya

) Sy, D )
S T

oog D01, o ok
g

Homo_sapiene. ST i
)_sapiens bial
Pan_troglodytes S DiiZioferax_volcanni
Mus_musculus_ Halaoapiaius_pauchalophilus
os._taur 38 Hg,gggg'merr'cumonnquense
Ratius_norvegicus St Felocadterium_salinarum_Ry
Gallus_gal! oS- Morthuze
jis_melife Halosimpus_tiamae,
AR e mplex a_SARL4B

HalomigieX_Carisbaggy
p::E HalgamiCrobim: s0adense

inalf
WS-l A O3CUl oMUk
s YUl Yy iensis

Figura 27 — Arvore filogenética gerada pelo método de Méxima Verossimilhanca para 210
sequéncias de aminoacidos de OSTs. Os dominios seguem o cédigo de cores,
enquanto em uma escala de azul (>50%) a vermelho (<50%) sao mostrados os
valores de bootstrap.

uma inferéncia estrutural baseada na classificacao filogenética das OSTs (Figura 28). Uti-
lizamos ferramentas disponiveis em servidores como o Phyre2 [213] e o [-TASSER [214]
para a obtencao de modelos tridimensionais por modelagem comparativa, reconhe-
cimento de enovelamento (fold recognition) e ab initio para uma parte dos grupos
observados na filogenia publicada por Lombard. Dentro do dominio Bacteria, conse-
guimos gerar alguns modelos com maior grau de relevancia, bem como para arquéias
metanogenas mais préximas filogeneticamente. Inclusive verificamos que a AglB de M.
maripaludis modelada ficou bastante semelhante as PglBs com uma unidade IS em
forma de (-barril. Isso reforca a informacao de que possivelmente houve THG nesses
organismos. Isso é factivel pois arquéias metanogenas, por exemplo, habitam ambientes
que nao sao tao extremos, podendo partilhar a mesma localizagdo com outras bactérias.
No dominio Eukarya, apesar da alta identidade entre as unidades STT3, ha dificuldade
em realizar a modelagem pois apenas uma estrutura parcial do dominio C-terminal esté

disponivel, a de S. cerevisiae (ID 2LGZ). Dessa forma, a modelagem da subunidade
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estruturais para espécies representativas.



Capitulo 6. Discussao geral 130

STT3 completa desse organismo é possivel, pois as topologias transmembrana das OSTs
sdo provavelmente similares para todos dominios da vida [215]. Como esperado, dado
o tamanho da sequéncia e os dados previos obtidos para a estrutura parcial, apenas
uma unidade estrutural foi encontrada, a CC. Na tentativa de modelar a enzima de
organismos eucariéticos que estejam mais préximos do dominio Archaea, a OST de
Trichomonas vaginalis foi a obtida com maior confianca (96% dos residuos modelados
com confianca >90%). Mesmo assim, sua estrutura nao ¢ muito informativa e talvez
nao seja confiavel: parece possuir uma pequena organizacao estrutural posicionada na
regiao da unidade IS com algumas pequenas (-fitas e com algumas voltas que nao
interagem com o restante do corpo da enzima. Esse caso ajuda a ilustrar as dificuldades
na elucidacao estrutural de OSTs, onde mesmo na presenca de estruturas com bons
indicadores para modelagem comparativa (100% de cobertura da sequéncia, identidade
acima de 30%), ndo é possivel obter para uma descri¢ao acurada dos casos encontrados

nessa classe de enzimas.

Em Archaea, a modelagem torna-se ainda mais complicada: a despeito de
possuir algumas estruturas parciais descrevendo o dominio C-terminal e 3 estruturas
descrevendo enzimas completas (A. fulgidus), ndao é possivel obter modelos para a maior
parte das espécies. Quando tratamos dos filos dentro do superfilo Proteoarchaeota, a
situacao é ainda mais complicada: os dominios C-terminais tem estruturas com confianga
baixissima, geralmente resultando em modelos fisicamente irrelevantes. Nesse dominio
da vida, as estruturas de OSTs sao quase caso-especificas, tamanha a diferenca entre
as enzimas das espécies. Uma hipotese seria de que a pressao evolutiva é mais alta
nesses organismos, devido as condi¢oes extremas, o que implicaria em alteragoes mais
frequentes e perda de similaridade nas espécies atuais. Na atual conjuntura, somente
obtendo estruturas cristalograficas completas correspondendo a cada filo poderiamos
avaliar a diversidade de unidades estruturais e suas atribuigoes, sejam elas estruturais

ou para a fun¢ao das OSTs.

Apesar da diversidade de estruturas encontradas nessas enzimas, muito pouco
ainda se sabe sobre a importancia funcional das suas unidades estruturais. Nesse sentido,
os resultados apresentados no Capitulo II dessa tese sao os primeiros dados voltados
para a elucidagao da dindmicas dessas subestruturas e como elas afetam as OSTs. Com
isso, foi verificado que, para a AglB-L de A. fulgidus, as unidades P1 e IS sdo, no
minimo, importantes para a integridade estrutural da OST. Os resultados apontam
para a relevancia dessas estruturas no processo de manutencao da estrutura em altas
temperaturas, ja que observamos que a estrutura nativa se desorganiza, assim como
a interface de interacao com os substratos é alterada e ocorre perda de estrutura

secundaria em alguns casos, indicando um possivel inicio de desnaturacao. Quanto
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ao sitio catalitico, esse manteve-se com a coordenacao estavel em todos os sistemas
mutados, assim como visto para as simulacoes dos sistemas nativos. Isso de certa forma
nao foi uma surpresa ja que, como mostrado no artigo do Capitulo I, um estudo prévio
demonstrava a total funcionalidade da enzima apds a delecdo da unidade IS em P.
furiosus, sugerindo assim que a coordenacao do ion nao era necessariamente afetada
in vitro [65]. Entretanto, na AglB-L de P. furiosus ha a presenca de duas unidades
periféricas P1 e P2 que envolvem toda a unidade CC, com P1 ainda fazendo contatos
com a unidade IS, proporcionando uma estabilidade bem maior em regices da OST
que demonstraram intensa flutuacao tanto nesse artigo como no trabalho do Capitulo L.
Essas duas unidades periféricas, especificamente, parecem ser mais ligadas a protegao
estrutural contra fatores externos, como as altas temperaturas e as altas concentracoes
salinas, ja que sao ricas em [-fitas e com menor mobilidade. Ainda, até o momento,
so6 foram encontradas em organismos do dominio Archaea, que comumente habitam

ambientes inéspitos sob as condi¢des mais variadas.

O conhecimento de que algumas dessas unidades parecem possuir uma certa
independéncia estrutural e que algumas evidéncias apontavam para a hipdtese da ter-
moestabilidade levou-nos a fazer algumas tentativas envolvendo engenharia de proteinas
com a construcao de uma PglB quimérica, visando a atingir a estabilidade em altas
temperaturas para a enzima bacteriana. Realizamos duas simulacoes dessas quimeras
na temperatura 6tima de A. fulgidus, cada uma com um método diferente de insercgao:
a primeira empregando o software Modeller [216] diretamente e selecionando o modelo
com melhor porcentagem de residuos em regides favoraveis no grafico de Ramachan-
dram [217]; a segunda realizando uma substituigdo molecular, alinhando as estruturas
da AfAglB-L com a CIPglIB e removendo a estrutura de arquéia. Contudo, em 50 ns de
simulacao nenhum dos sistemas manteve-se estavel o suficiente, obtendo-se resultados
levemente melhores no segundo caso, com a estrutura da unidade P1 na PglB mantendo-
se mais parecida com a original AglB e realizando mais interacoes com o resto do corpo
da enzima (Figura 29). As regides C-terminais das estruturas das PglBs quiméricas
movimentaram-se em dire¢do a membrana, modificando o comportamento das enzimas
nativas. Por essas razoes, concluimos que mais estudos ainda sao necessarios para o
desenvolvimento de uma nova série de enzimas termoestaveis. Uma proposicao que
fazemos é a de realizar mutagoes na PglB para que a regidao de interface com a nova
unidade transferida fique com um ambiente fisico-quimico mais semelhante ao da AglB
(Figura 29). Futuramente, uma segunda geragao de PglBs quiméricas serd testada em

condic¢oes extremas para buscarmos a formacao de OSTs bacterianas termoestaveis.

O mecanismo completo das OSTs vem sendo estudado [61], em conjunto com o

objetivo de obter-se estruturas dessas enzimas em todos os estados do ciclo de reacao.
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Atualmente, o ciclo de reagao foi proposto por Matsumoto e colaboradores (Figura
30) [66] e envolve os seguintes passos: 1) o estado nativo ou apo é representado pela
estrutura cristalografica da AfAglB-L forma 2 (ID 3WAK), com a EL5 ordenada e
o Glu360 nao acoplado ao sitio catalitico; 2) o estado com o substrato proteico é
representado pela CIPglB (ID 3RCE), com as interagoes da Asn e da Thr da assinatura
bem estéaveis no sitio e a formagao da portinhola por onde ocorrera a catélise; 3) estado do
complexo ternario, sem estrutura obtida experimentalmente; 4) estado transiente apés a
reacao de transferéncia com o reagente e o produto ainda dentro da enzima, também sem
dados experimentais. Contudo, foi visto [70] que o motivo WWD é flexivel o suficiente
para que ocorra a liberagao da Ser/Thr da assinatura e a saida do produto da reagao; 5)
o estado ligado apenas ao carreador lipidico, apds a saida da glicoproteina é representado
pela estrutura da AfAgIB-L forma 1 (ID 3WAJ), com um fon sulfato representando o
grupamento fosfato do carreador, com a EL5 completamente desordenada. O recém
aceito trabalho de Lee & Im [161] propoe atualizagoes para os passos faltantes do
ciclo: no passo 3, a forte ligacao do LLO com a Arg375 induz movimentos nas hélices
TM, especialmente na regiao que compreende as hélices TM5-9, o que aumenta ainda
mais a flexibilidade da porcao N-terminal de EL5, causando a conformacao aberta e
permitindo a glicosilagdao; no passo 4, a undecaprenila pirofosfatada mantém-se ligada a
proteina, enquanto o N-terminal da EL5 permanece desordenada, até que a glicoproteina
sai da enzima e a EL5 torna-se totalmente desordenada. Os resultados que incluimos
nessa tese tem sobreposi¢ao com os dados de Lee & Im. Todavia, trazemos algumas
observagoes novas para esse tema. Vimos algo similar em relagdo ao movimento das
hélices do dominio TM, porém demonstramos que isso causa um rearranjo da ELDS,
distanciando-a da cavidade da enzima e permitindo a flexibilidade caracteristica dessa
regiao nesse estado. Vimos ainda que o Tyr-plug assume conformacoes distintas em
nossas simulacoes, realizando inclusive interagoes entre Tyr293 e a N-acetilacao na
posicao C4 da Bacilosamina, algo que nao havia sido observado na litratura previamente
e que, como sugerido por Lizak e colaboradores [81], pode auxiliar na restrigdo de um
estado conformacional mais adequado a catélise. Esses dados ainda servirao como um
ponto de partida, fornecendo conformacoes relevantes para estudos de QM buscando

descrever o mecanismo catalitico da PglB.

Um ponto que permanece nao esclarecido ¢ a N-acetilagao obrigatéria na posicao
(C2 do primeiro monossacarideo em Bacteria e Eukarya. Apds todos esses estudos, ainda
nao parece haver nenhuma explicacao para esse requerimento. Dentro da cavidade da
PglB, esse grupo acetoamida nao apresenta nenhuma interagao com residuos proximos,
descartando, inicialmente, algum papel especifico na estabilizacdo de uma conformacao

pré-catalitica. O LLO permaneceu dentro da cavidade como observado por Lee & Im e
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também nos nossos dados; as interagoes tanto de um fosfato com o ion metélico, como
do outro fosfato com a Arg375, restringem a movimentagao do substrato doador. Assim,

fazemos duas propostas nessa tese a respeito da importancia desse grupo funcional:

e a presenca desse grupo pode modificar a flexibilidade das ligacoes glicosidicas
no LLO, gerando um estado conformacional que permite (na presenca) ou nao
(na auséncia da acetilagdo) a entrada na OST. No trabalho de caracterizagao
dos LLOs em colaboragao com o colega Pablo Arantes verificamos, por DM, que
a presenca de uma glicose no lugar da bacilosamina pode alterar os valores do
angulo v da ligagao glicosidica com o carreador lipidico, o que poderia gerar um
novo estado conformacional incompativel com o sitio da PglB. A analise de um
LLO de Archaea, mais especificamente o de A. fulgidus ou de outro Euryarchaeota,
podera auxiliar na resposta a essa pergunta, pois os organismos desse filo nao
possuem a obrigatoriedade dessa N-acetilagao (nessa espécie, particularmente, é

um residuo de glicose). Estas andlises encontram-se em andamento;

e a auséncia das interagoes realizadas pela N-acetilacao nessa posicao, sejam elas
intra ou intermoleculares, altera o perfil conformacional populado por essa molécula
e impossibilita a entrada do LLO na cavidade de ligagdo. Duas abordagens que
podem auxiliar a resolugdo dessa questao futuramente seriam a metadinamica ou
o pulling seguido de umbrella sampling para forcarmos a entrada do substrato na

cavidade e verificarmos os aspectos essenciais inerentes ao processo.

Nao podemos descartar também a possibilidade dos nossos experimentos nao
terem descrito apropriadamente as interagoes no interior da enzima, impedindo de

caracterizarmos corretamente a ligagao com a OST.

Por fim, um aspecto que foi bastante abordado nesse trabalho foi a coordenacao
no sitio catalitico. Particularmente, o papel do residuo na terceira posicao do motivo
DXD (DXH na AfAglB) foi discutido nos Capitulos II e III como nao sendo muito
claro, pois apenas na estrutura cristalina de AfAglB ele participava na coordenagao.
Realizamos uma simulagao da PglB em seu estado apo por 1 microssegundo também,
porém ela nao foi abordada nessa tese. Apesar disso achamos relevante mencionar que,
durante essa simulacdo, a Aspl56 coordenou o metal de forma bidentada (2,05 A e
2,12 A de médias) juntamente com o Asp56, o Asplb4 e o Glu319 nos tltimos 200
ns da simulacao. Isso reforca a hipotese de que esse residuo pode realizar um papel
de auxilio na manutenc¢ao do metal preso e estavel no sitio catalitico. Para tanto, na
auséncia de elementos que facilitam a coordenacao, como o peptideo e o LLO com seu

pirofosfato, ele participa na coordenacao do fon divalente. Inclusive, o ion parece estar
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sempre presente no sitio [61], sendo provavel que desempenhe um papel estrutural e de
organizagao de todo o entorno do sitio catalitico nessa enzima. Ressalte-se, novamente,
que a MM nao é a ferramenta mais adequada para descrever coordenacao metéalica,

portanto devemos ter cuidado ao interpretar os dados advindos dessas simulagoes.
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7 Conclusoes

A presente tese tratou dos objetivos tracados e permitiu:

[. Descricao da dindmica do sitio catalitico da PglB de C. lari:

i.

ii.

Descrever a coordenagao catalitica no sitio ativo por dois métodos distin-
tos (MM e QM), demonstrando como o comportamento dos residuos pode

influenciar no mecanismo;

Demonstrar que a presenca dos substratos proteico e glicoproteico influenciam
na movimentacao das unidades estruturais e na dindmica conformacional da

EL5, estrutura essencial no processo catalitico.

II. Avaliacao do papel funcional das unidades estruturais da AglB de A. fulgidus:

i.

ii.

1ii.

Caracterizar a alteracao estrutural causada pelas mutagoes, com perda consi-
deravel do perfil conformacional nativo da enzima, possivelmente induzindo

a diminuicao ou perda total da atividade;

Verificar se ha manutencao dos requisitos basicos para catalise em todos

sistemas;

Realizar uma primeira geragdo de OSTs quiméricas e identificar interagoes
que poderao ser empregadas em uma segunda geracao de enzimas com

termoestabilidade aumentada.

IIT. Caracterizacao dos estados pré- e pos-cataliticos da PglB de C. lar::

i

ii.

Construir um modelo validado para o LLO e identificar que a sua interacao
com a PglB afeta diretamente o comportamento de uma regiao do dominio
TM e da EL5, particularmente no motivo Tyr-plug, gerando novas interagoes

entre enzima e substrato que podem interferir na catalise;

Obter estados conformacionais para os sistemas pré- e pos-catalise, a partir
de regioes de menor energia durante as simulagoes, incluindo estruturas com
sobreposicao conformacional para serem empregados em calculos de QM

envolvendo o mecanismo catalitico da PglB.
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8 Perspectivas

O desenvolvimento dos trabalhos contidos nessa tese trouxe novas informacoes
para o campo da glicobiologia, mais especificamente na N-glicosilacdo de proteinas
como uma ferramenta multipropdsito. Dentre as linhas pesquisadas, surgem as seguintes

perspectivas:

1. Realizar investigagoes que contemplem o processo de ligacao e de saida dos
substratos da PglB, utilizando-se métodos que permitam também o célculo da
afinidade dos ligantes, como a metadinamica e o pulling seguido de umbrella
sampling. A compreensao das interagoes que regem essa ligagao possibilitaria a

introducao de novos substratos e uma manipulagao mais fina do processo;

2. Testar a maleabilidade das enzimas quanto a troca entre unidades estruturais

diferentes e os efeitos causados por essas alteracoes;

3. Construir uma segunda geracao de PglBs quiméricas que possuam termoestabili-
dade com potencial biotecnoldgico para que possam utilizar sua promiscuidade

com alta rentabilidade;

4. Empregar calculos de QM para descrever o mecanismo catalitico da PglB, tornando
palpavel a modificagdo racional do sitio catalitico para que a enzima catalise

eficientemente substratos distintos (em sinergia com o item 1).
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ANEXO A - ABP1

Durante o Doutorado tive a oportunidade de realizar um trabalho em colaboracao
com a Dra. Cibele Tesser da Costa e o Prof. Arthur Fett-Neto (Laboratério de Fisiologia
Vegetal) estudando a proteina ligadora de auxina 1 (auxin binding protein 1 - ABP1)

por simulagdes de DM. Este trabalho estd atualmente submetido a revista Glycobiology.



The role of Zn*, dimerization and N-glycosylation in the interaction of Auxin Binding Protein 1

(ABP1) with different auxins

Cibele Tesser da Costa, Conrado Pedebos, Hugo Verli, Arthur Germano Fett-Neto

Abstract

Auxin is critical for plant growth and development. The main natural auxin is indole-3-acetic acid (IAA),
whereas 1-naphtalene acetic acid (NAA) is a synthetic form. Auxin Binding Protein 1 (ABP1) specifically
binds auxins, presumably playing roles as receptor in non-transcriptional cell responses, although this role
has been recently challenged by genetic analyses. ABP1 structure was previously established from maize
at 1.9 A resolution. To gain further insight on ABP1 structural biology, this study was carried out
employing molecular dynamics simulations of the complete models of the oligomeric glycosylated
proteins from maize and Arabidopsis thaliana with or without auxins. In maize, both Zn" coordination
and glycosylation promoted increased conformational stability and most of such stabilization effect was
located on N- and C-terminal regions. The & -helix of C-terminal regions in ABP1 of both species
unfolded during simulations, assuming a more extended structure in maize. In Arabidopsis, the helix
appeared more stable, being preserved in most of the monomeric simulations and unfolding when the
protein was in the dimeric form. In Arabidopsis ABP1 bound to IAA or NAA, glycosylation structures
arranged around the protein, covering the putative site of entrance or egress of auxin. NAA bound protein
folding was more similar to the crystal structure showing higher stability compared to IAA bound. The
molecular structural differences of ABP1 found between the species and auxin types indicate that this
auxin binding protein shows functional specificities in dicots and monocots, as well as in auxin type

binding, which may reflect on its biological effects.
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ANEXO B - DDB1 e DDB2

Outra colaboracao que participei no periodo do Doutorado foi com o aluno
MSec. Bruno César Feltes e o Prof. Diego Bonatto estudando (também por simulagoes
de DM) os efeitos de mutagdes que ocorrem naturalmente no complexo DDB1-DDB2
causadoras da doenga Xeroderma pigmentoso. Esse trabalho estd atualmente em fase

final de preparacao para submissao a revista Nucleic Acid Research.



Dynamics of DDB2-DDB1 complex: structural origin for the role of
mutantions into Xeroderma Pigmentosum disease

Bruno César Feltes', Conrado Pedebos', Hugo Verli' and Diego Bonatto'

Abstract: Xeroderma Pigmentosum (XP) is a disease caused by mutations in the
nucleotide excision repair (NER) pathway, a molecular mechanism responsible for
removing UV-induced DNA lesions. In this process, the DNA lesion recognition is
performed by the DDB-Complex, composed by DDB2 (XPE) and DDB1. However, not
much is known about how those mutations affect XP proteins structure and complex
assembly. Thus, we searched for structural evidences associated to the role of three
naturally occurring mutations found in DDB2 on XPE patients, R273H, K244Glu, and
L350P, on the DDB-complex. Through a series if molecular dynamics simulations,
DDB2 mutation promoted loss of flexibility, as well as loss of key movements of both
domains, producing different a conformational behavior in comparison to the WT. In
addition, a region comprising residues 354 to 371 was affected in the mutants. The DDB
complex, containing the mutated forms of DDB2, showed three distinct behaviors:
R273H displayed higher instability when complexed; L350P affected DDB1 protein-
protein binding with DDB2, changing the motion all of the three, B-propellers of DDBI1;
and K244P, similar to the L350P mutant, loss all interacting residues when compared to
the WT. Distinct domain motions were observed for DDB2 and DDB1 in each variant,
explaining how the study mutations can impact on the DDB-Complex conformation,

generating instability and impairing its proper function.
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