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"Um homem precisa viajar. Por sua conta,
ndo por meio de historias, imagens, livros ou TV.
Precisa viajar por si, com seus olhos e pés,
para entender o que € seu.
Para um dia plantar as suas proprias arvores e dar-lhes valor.
Conhecer o frio para conhecer o calor.

E o oposto.

Sentir a disténcia e o desabrigo para estar bem sob o proprio teto.

Um homem precisa viajar para lugares
que ndo conhece para quebrar essa
arrogancia que nos faz ver o mundo como o imaginamos,
e ndo simplesmente como é ou pode ser;
que nos faz professores e doutores do que ndo vimos,
quando deveriamos ser alunos,

e simplesmente ir ver."

Amyr Klink, Mar sem fim.
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Escopo da tese

Esta tese esta organizada da seguinte forma: Introducéo, Objetivos, Capitulos 1 e 2,
Considerac6es Finais e Perspectivas e Referéncias. A Introducéo geral da tese apresenta
uma revisdo teorica sobre o objeto de estudo desta tese, a proteina Major Royal Jelly Protein
(MRJP1) bem como sobre principios basicos da espectrometria de massas e sobre a técnica de
hydrogen deuterium exchange mass spectrometry (HDX-MS). Os Objetivos sdo compreendidos
entre o geral e os especificos. O capitulo 1, Caracterizagdes Bioquimicas Preliminares de
MRJP1, apresenta experimentos bioquimicos preliminares que nortearam todo o resto desta
tese. O capitulo 2, Characterizing the Structure, Dynamics and Oligomerization of Major
Royal Jelly Protein 1 (MRJP1)/Apisimin by Mass Spectrometry and Complementary
Biophysical Tools, contém o contetdo do trabalho publicado na revista Biochemistry da editora
American Society of Chemistry (ACS) desenvolvido em uma colaboracéo internacional entre o
Laboratdrio de Bioquimica e Quimica de Proteinas da Universidade de Brasilia (UnB), o
Department of Chemistry, The University of Western Ontario, London, Canada e o Proteomics
Center of Excellence, Departments of Chemistry and Molecular Biosciences, Northwestern
University, Evanston, Illinois, EUA. Considerac6es Finais e Perspectivas resume 0s principais
achados da tese bem como o0s novos caminhos e desafios no entendimento da estrutura e funcéo
de MRJP1. Referéncias lista somente os trabalhos a parte do manuscrito publicado.
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Resumo

Geleia Real (GR) dispara o desenvolvimento de larvas de abelhas fémeas até rainhas. Este
efeito tem sido atribuido a presenca de Major Royal Jelly Protein 1 (MRJP1) presente na
geleia real. MRJP1 isolada de GR esta intimamente associada a apisimina, um peptideo
helicoidal com 54 residuos de aminoacidos que promove uma associacdo ndo covalente de
MRJP1 em oligbmeros de diferentes tamanhos. Ndo existem dados de alta resolucéo
disponiveis para essas estruturas e até mesmo sua estequiometria ainda néo é clara. Nesta tese,
examinamos a relacdo MRJP1/apisimina usando um arsenal de técnicas biofisicas. Também,
investigamos o comportamento de MRJP1/apisimina em amostras ap0s remocao de seus
carboidratos e de apisimina associada. Nossos dados de espectrometria de massas (MS)
nativos demonstraram que 0s complexos existem predominantemente numa estequiometria
de MRJP1l4/apisiminas. Blue native PAGE demonstrou a prevaléncia de estruturas
tetraméricas e monoméricas. Microscopia de forca atdmica demonstrou a presenca de
populacdes que puderam ser agrupadas em dois grandes grupos. Troca do hidrogénio por
deutério (HDX) seguida de analises por espectrometria de massas revelaram que MRJP1,
nesses complexos, é desordenada na extensdo dos residuos 20-265. Estruturas secundarias
(provavelmente folhas beta antiparalelas) estaveis sdo encontradas marginalmente ao redor
dos residuos 266-432. Estas sdo regides fracamente estruturadas com conformacfes que
variam entre estruturada e desestruturada, gerando uma distribuicéo isotopica bimodal (EX1).
NGs propomos que 0s complexos nativos (tetrameros) tém uma estrutura quaternaria formada
por “dimero de dimero”, onde as cadeias de MRJP1 sdo ligadas por apisimina.
Especificamente, nossos dados sugerem que apisimina age como um ligante que forma
contatos hidrofébicos envolvendo o segmento 1®VLFFGLV3?? de MRJP1. Esta proteina tem
dois sitios de glicosilagdo localizados nos residuos de aminoéacidos 144 e 177. Por 2DE
podemos ver 9 proteoformas de MRJP1, mesmo ap6s a remocdo dos carboidratos.
Deglicosilacdo produz grandes agregados soluveis, enfatizando o papel dos glicanos como
inibidores de agregagéo. Amostras com apisimina parcialmente removida formam complexos
diméricos com estequiometria (MRJP12/apisimina;). As informagdes produzidas neste
trabalho podem contribuir para uma melhor compreensdo da relagdo estrutura/funcdo de

MRJP1, que possui papéis unicos na biologia da abelha.

Palavras chave: abelhas, complexos proteicos, troca de hidrogénio/deutério, interacéo

hidrofébica, modelo estrutural.



Abstract

Royal jelly (RJ) triggers the development of female honeybee larvae into queens. This effect
has been attributed to the presence of major royal jelly protein 1 (MRJP1) in RJ. MRJP1
isolated from royal jelly is tightly associated with apisimin, a 54-residue a-helical peptide that
promotes the noncovalent assembly of MRJP1 into multimers. No high resolution structural
data are available for these complexes, and their binding stoichiometry remains uncertain. We
examined MRJP1/apisimin using a range of biophysical techniques. In addition, we
investigated the behavior of deglycosylated samples, as well as samples with reduced apisimin
content. Our mass spectrometry (MS) data demonstrated that the native complexes
predominantly exist in a (MRJP14 apisiming) stoichiometry. Blue native and showed the
prevalence of tetrameric and monomeric structures in native conditions. Atomic force
microscopy also showed two populations. Hydrogen/deuterium exchange (HDX) MS
revealed that MRJP1 within these complexes is extensively disordered in the range of the
residues 20-265. Marginally stable secondary structure (likely antiparallel B-sheet) exists
around residues 266-432. These weakly structured regions interchange with conformations
that are extensively unfolded, giving rise to bimodal (EX1) isotope distributions. We propose
that the native complexes have a “dimer of dimers” quaternary structure in which MRJP1
chains are bridged by apisimin. Specifically, our data suggest that apisimin acts as a linker
that forms hydrophobic contacts involving the MRJP1 segment 3®VLFFGLV?3??2, MRJP1 has
2 glycosites located at amino acids 144 and 177. By using 2-DE, we observed 9 MRJP1
proteoforms, even after carbohydrate removal. Deglycosylation produces large soluble
aggregates, highlighting the role of glycans as aggregation inhibitors. Samples with reduced
apisimin content form dimeric complexes with a (MRJP1, apisiming) stoichiometry.
Therefore, the information uncovered in this work should help pave the way towards a better
understanding of the structure/function relationship for MRJP1, which possesses unigue roles

in the honey bee biology.

Keywords: honeybee; protein complex; hydrogen/deuterium exchange; hydrophobic

interaction; structural model.



1. INTRODUCAO GERAL

1.1.  ABELHAS, GELEIA REAL E A PROTEINA MRJP1

Um dos mais tipicos casos de plasticidade fenotipica ocorre em abelhas Apis mellifera,
onde a larva que se tornard a rainha é alimentada com grandes quantidades de geleia real (GR)
(Figura 1), enquanto as forrageiras e nutridoras sdao alimentadas com uma mistura de
secrecdes glandulares, pdlen e mel durante seus dois Ultimos estagios de desenvolvimento.
Essa diferenca na alimentacdo dispara estimulos envolvidos no desenvolvimento enddgeno
acarretando diferencas morfoldgicas acentuadas entre a rainha e as demais abelhas [1, 2],
sendo assim um interessante modelo de estudo de desenvolvimento ontogenético.

A geleia real é uma secrecdo produzida no sistema glandular cefalico (glandulas
hipofaringeas, mandibulares e pds-cerebrais) da abelha e € o alimento de suas larvas [3-5]. A
glandula hipofaringea € um 6rgdo tuberoso longo conectado a varios acinos (glandulas
secretdrias) compostos de cerca de 12 células secretdrias [6]. Na (Figura 2) podemos observar
a estrutural basica do cérebro das abelhas. A sintese das principais proteinas da GR pela
glandula hipofaringea é dependente também da idade e do papel social da operéaria [7]. A
geleia real é composta principalmente por agua (60-70%), proteinas (12-15%), carboidratos
(10-12%), lipideos (3—7%), sais minerais e vitaminas [8], e também &cidos nucleicos [9],
apresentando pH entre 3,5 e 4,5 [8].

Figura 1. Larvas de abelhas em alvéolos com geleia real. Dois alvéolos de rainha foram abertos para mostrar as

larvas designadas a rainhas flutuando em geleia real (A). Larvas de rainhas alguns dias mais velhas com geleia

real no topo do alvéolo (B). Figura disponivel em en.wikipedia.org/wiki/royal_jelly (acesso: outubro/2014).
Diversos efeitos bioldgicos tém sido relacionado a GR como antibi6tico [10],
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imunomodulatério [11, 12], inibit6rio de auto-imunidade em camundongos [13], indutor de
expressdo de TNF-a por queratindcitos humanos [14], estimulador de proliferacdo celular
[15], protetor de células hepaticas de camundongo [16], anti-inflamatdrio [17], antialérgico
[18], antitumoral [19, 20], inibitério de angiogénese induzida [21], cicatrizante [22],
supressivo de desenvolvimento de lesdes cutaneas [23], indutor de producdo de colageno por
fibroblastos [24], cicatrizador de Ulceras nos pés [25], estimulador de resisténcia a insulina
[26], supressor de niveis de lipideos totais séricos e colesterol [27], hipocolesterolémico [28],
estimulador de metabolismo de lipoproteinas [29], estimulador de atividade estrogénica [30],
anti-hipertensivo [31], antifadiga [32], antioxidante [33-35], estimulador de crescimento de
células gliais de camundongos [36], indutivo de diferenciacdo de células neurais de rato [37],
facilitador de restauracdo da habilidade cognitiva [38], compensatdrio ao declinio de funcdes
da hipdfise dependentes da idade [39], entre outros. Isso demonstra a versatilidade desse

material biol6gico e a importancia de se conhecer melhor a sua biologia.

Figura 2. Representacdo tridimensional do cérebro de abelhas. A medula 6tica (ME) e o Iébulo (LO) estdo
apresentados em amarelo, o lobo antenal (AL) em lilas e o par de corpos cogumelares em rosa, com o0s célices
laterais (LC) e mediais (MC). Em azul claro estd o lobo protocerebral. Em cinza, encontra-se o ganglio
subesofagico (SOG). Figura extraida de Menzel e colaboradores [47].

Os estudos de protedmica de abelha tém apenas poucos anos, com o primeiro artigo
publicado em 2005 [40] sobre a composi¢do do veneno de Apis mellifera. Outros artigos na
mesma data avaliaram o pdlen e geleia real [41] e as glandulas hipofaringeas.

Nosso grupo tem realizado anélises proteémicas de Apis mellifera ja ha alguns anos.
Em 2008, o grupo publicou um artigo pioneiro mostrando modificagdes no perfil proteébmico
cerebral relacionadas a ontogenia e comportamento desses animais [42]. Interessantemente,

neste trabalho, os proteomas cerebrais de abelhas nutridoras e operarias foram comparados



por eletroforese bidimensional a fim de encontrar proteinas relacionadas ao desenvolvimento
ontogenético e comportamental. Vinte proteinas diferencialmente expressas foram detectadas
e identificadas por espectrometria de massas. No cérebro de abelhas nutridoras, as expressées
das proteinas MRJPs (major royal jelly proteins) MRJP1, MRJP2 e MRJP7 foram
aumentadas. E sabido que estas proteinas podem estar relacionadas na diferenciacéo de castas.
Além disso, este mesmo trabalho mostrou que a proteina MRJP1 esta presente em células
cerebrais ao longo de filamentos do citoesqueleto em células dos lobos antenais e corpos
cogumelares. MRJP1 tambem foi encontrada em espacos intercelulares de células dos corpos
cogumelares, indicando que esta é uma proteina secretada. Outras proteinas envolvidas em
sinteses e funcgBes putativas no sistema olfatorio foram encontradas super expressas em
cérebros de nutridoras. Ja em abelhas operarias, as proteinas diferencialmente super expressas
estavam relacionadas especialmente a producdo de energia, ligacdo ao ferro e metabolismo
de neurotransmissores [42].

Pouco mais tarde, este mesmo grupo utilizou abordagem baseada em LC-MS/MS e
realizou andlises protebmicas em larga escala. Neste caso, 2.742 proteinas de amostras de
cérebro de forrageiras e nutridoras foram identificadas sendo que 17 % do total das proteinas
encontradas foram diferencialmente abundantes entre as castas citadas [43]. Imunomarcacao
do cérebro e da glandula hipofaringea revelou expressao diferencial de MRJPs em varias
regibes cerebrais e em diferentes castas e sub-castas de abelhas. A identificacdo e localizacdo
destas MRJPs contribuem para a elucidacdo dos papéis bioldgicos de esta familia de proteinas
no cérebro de abelhas [44].

As MRJPs (major royal jelly proteins) sdo as proteinas mais abundantes na GR.
Atualmente existem nove MRJPs identificadas na geleia real [45], das quais MRJP1, MRJP2,
MRJP3, MRJP4 e MRJP5 comp&em cerca de 82% do total de proteinas da secrecdo [46]. Os
genes codificantes das MRJPs sdo exclusivos de Apis [45]. Tais proteinas tém massa
molecular entre 49 e 87 kDa [46, 47].

Embora as MRJPs sejam estruturalmente relacionadas, os perfis de suas expressoes
sdo distintos. O mMRNA de MRJP1 € presente em altas quantidades na glandula hipofaringea
de nutridoras e forrageiras, enquanto MRJP2, MRJP3 e MRJIP4 sdo sintetizadas
predominantemente nas glandulas hipofaringeas de nutridoras [7]. Além disso, o nivel de
expressao de MRJP4 na glandula hipofaringea é muito menor comparado aos de outras
MRJPs [7]. Recentemente, foi demonstrado que a MRJP2 é expressa no cérebro de forrageiras
[48].

A diviséo de trabalho dependente da idade (alteracéo de funcédo), fenémeno chamado



idade polietismo [49], tem sido observado nesses animais. Mudancas no perfil de expressdo
dependentes da idade em glandulas hipofaringeas, bem como a correlagdo entre os titulos do
horménio juvenil (HJ) na hemolinfa, também foram observados [50, 51], sugerindo que o
horménio juvenil pode estar envolvido na reprogramacdo das funcdes da glandula
hipofaringea [6]. Estes fatos sugerem que a expressao dos genes de MRJPs é precisamente
regulado para ser altamente tecido-especifico e tempo-restrito [52].

Essa familia de proteinas apresenta alguma homologia de sequéncia com a familia de
yellow proteins. Tais proteinas yellow sdo expressas em alguns insetos [53-55] e em bactéria
[56], mas foram descritas inicialmente em Drosophila melanogaster [57]. Na mosca da fruta,
“yellow” esta associada a polimerizagao de precursores de melanina em estruturas cuticulares
[58]. Essa proteina controla a pigmentacao da cuticula em adultos e partes da boca de larvas
[46]. “Yellow” também ¢ requerida para a morfologia e locomog¢d0o normais de larvas e
adultos [59], assim como para 0 comportamento de acasalamento normal do inseto [60].
Algumas MRJPs apresentam uma regido repetitiva na extremidade C-terminal com
propriedade hidrofilica, composta principalmente por aminoacidos polares, o que ndo é
verificado nas sequéncias de proteinas “yellow” [46, 47]. Porém, dois genes codificantes para
proteinas “yellow-like” foram também encontrados no genoma de A. mellifera [61]. Muito
provavelmente um gene ancestral comum deu origem aos genes yellow e mrjp, considerando
seu alto grau de homologia [45, 61]. Nenhuma outra proteina relacionada a MRJPs foi descrita
ainda para outras espécies de metazoarios.

MRJPs sdo sintetizadas com um peptideo sinal N-terminal consistindo de 16-20
residuos e sdo, portanto, destinadas a secrecdo. A maioria das MRJPs sdo ricas em
aminoacidos essenciais para abelhas (Arg, His, lle, Lys, Met, Phe, Thr, Trp, Val) [62], e
algumas tém um alto teor de nitrogénio que serve como estoque para funcdes bioldgicas [45].

A principal proteina da GR, a MRJP1, foi evidenciada inicialmente em 1992 e
representa 31% das proteinas da secrecdo e 48% dentre as hidrossoluveis [41, 63]. Essa
proteina é codificada por um Unico gene em uma cadeia polipeptidica Unica [45].
Apresentando uma mobilidade relativa entre 55 e 57 kDa em gel, a MRJP1 é composta por
432 aminodcidos [6, 48], sendo a regido N-terminal (19 residuos) um peptideo sinal [45]. Uma
pequena diferenca de migracdo em gel foi encontrada entre a MRJP1 isolada de GR e de
glandula hipofaringea, com 57 e 55 kDa, respectivamente.

Deglicosilada com N-glicosidase F, a MRJP1 apresentou 47-48 kDa em SDS-PAGE
[6]; sendo que a massa molecular suposta para a sequéncia primaria dessa proteina é de 47,1
kDa, sem o peptideo sinal. Portanto, a diferenca de massas da MRJP1 deve-se, muito



provavelmente, as cadeias de oligossacarideos presentes na proteina nativa. Na GR, a MRJP1
estd presente na forma de monémero, oligbmero e interagindo com &cidos graxos (10-2-
HDA), formando agregados insoluveis [64].

Foi sugerido que o monémero de MRJP1 ou roylactina (royalactin - royal jelly-
derived protein), definido em [65] ndo possuia somente um efeito nutricional, sendo, na
verdade, o principal fator ativo da GR responsavel pela diferenciacdo de larvas a rainha.
Royalactina induziu a diminuicdo do tempo de desenvolvimento paralelamente a aumento no
tamanho da massa corporal na fase adulta e tamanho do ovario da rainha. Curiosamente, 0
mondmero de MRJP1 também induziu mudancas fisioldgicas e morfologicas em Drosophila
fémea (Figura 3), lembrando o fendtipo de abelhas rainhas, também por um mecanismo
semelhante ao de abelhas [65]. Esse mesmo autor utilizou a técnica de RNA de interferéncia,
nocauteou o gene responsavel pela expressao do receptor do fator de crescimento epidérmico
(EGFR) em Apis mellifera e observou os tamanhos do corpo e do ovario menores que no
grupo controle. Também foi constatado um maior tempo de desenvolvimento até a fase adulta,
sugerindo que o EGFR age como mediador da royalactina na diferenciacdo de castas. Além
disso, ainda descobriu que a royalactina induz uma longevidade prolongada em Drosophila
via EGFR, indicando que essa proteina deve ser também responséavel por longevidade
prolongada em abelhas rainhas [65].

Figura 3. Comparagdo do tamanho do corpo de moscas sem (& esquerda) e com suplementacéo de royalactina
(a direita) [65].

1.2. ESPECTROMETRIA DE MASSAS
A espectrometria de massas é uma ferramenta indispensavel em ciéncias protedmicas.
Protebmica é um sistema para analises de proteinas expressas em uma célula, tecido ou

organismo em um dado tempo [66, 67]. Embora o termo protedmica se relaciona ao uso de
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qualquer tecnologia que procura interrogar um largo nimero de proteinas, atualmente este
termo é usado para se referir a trabalhos onde a plataforma central é a espectrometria de
massas (MS). A estratégia protedmica mais comumente usada para a identificacdo de
proteinas é denominada shotgun [68, 69]. Aqui, uma mistura complexa de proteinas é digerida
a peptideos por uma protease, geralmente tripsina, com clivagens no C-terminal de lisinas e
argininas. Subsequentemente, os peptideos sdo separados por cromatografia em fase reversa
e analisadas por espectrémetros como os quadrupole/time-of-flight (Q-TOF), ion trap (IT),
orbitrap (OT) [70, 71].

Além da identificacdo de proteinas, a espectrometria de massas pode ser utilizada para
extrair informacfes quantitativas das amostras. A quantificagdo de proteinas pode ser
absoluta, se forem adicionadas quantidades conhecidas de um analogo pesado do analito de
interesse, antes da analise num espectrometro de massas, ou relativo, se forem comparadas
amostras em diferentes estados [72, 73]. As estratégias mais populares para a quantificacéo
relativa sdo label free, marcagdo metabolica e marcagdo quimica.

Finalmente, a espectrometria de massas também é uma ferramenta extremamente Util
para determinar caracteristicas de estrutura e dinamica de proteinas (REF), como ocorreu
nesta tese.

Duas técnicas de ionizacdo sdo usadas em espectrometria de massas, as quais
permitem a transferéncia de analitos peptidicos ou proteicos para fase gasosa sob suaves
condicdes. Sdo elas matrix assisted laser desorption ionization (MALDI-MS) e electrospray
ionization (ESI) [74]. Essas técnicas de ionizacdo permitem a investigacdo de componentes
que podem variar de poucos Daltons (Da) a mega Daltons (MDa) [75, 76] . Em MALDI, os
analitos sdo embebidos em uma matriz e, com a ajuda de um pulso de laser, sdo ionizados e
transferidos para fase gasosa [77]. Como o ESI é predominantemente usado neste trabalho,

seu mecanismo serd discutido com maior riqueza de detalhes na proxima sessao.

1.2.1. Eletrospray lonization
ESI é uma técnica suave capaz de ionizar e transferir proteinas e peptideos em solucéo
para fase gasosa. ESI tem vérias vantagens em relacdo a MALDI. ESI pode ser acoplado a
cromatografia liquida (LC), a qual possibilita separagcdes on-line, além de gerar ions com
maultiplas cargas, ao contrario de MALDI que gera ions com cargas Unicas.
Na ionizagéo por eletrospray, os analitos séo dissolvidos em um solvente adequado e
injetado no espectrdmetro de massas através de um capilar estreito de metal [78]. Apds a

injecéo, a solucdo encontra-se eletricamente neutra; no entanto, o capilar esta conectado a



uma fonte de alta tensdo. Esta alta voltagem causa remocdo de elétrons da solugcdo (por
exemplo pela oxidacéo do solvente: 2H.O - 4H" + 4e” + O,), fazendo com que haja acimulo
de cargas positivas na ponta do capilar [79]. Essas cargas positivas causam distor¢do do
liquido na saida do capilar para dentro de um cone de Taylor [80], o qual emite uma fina
névoa de goticulas carregadas para a fase gasosa (Figura 4). As microgotas sdo aceleradas
por um gradiente de potencial elétrico entre o capilar e o cone. As gotas iniciais sofrem réapida
evaporacdo, aumentando a densidade de cargas com o encolhimento das goticulas a ponto que
sua tensdo superficial € igual a repulsdo de Coulomb [81]. A desfavoravel repulsao
eletrostatica que as cargas sofrem forga as gotas a se dividirem em partes cada vez menores,

até que as cargas do solvente se depositem sobre a proteina ou peptideo [75, 82].
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Figura 4. Representacdo esquematica de uma fonte ESI operando no modo positivo. A voltagem aplicada
causa separacgdo das cargas e um acumulo de cargas negativas. O cone de Taylor formado no final do capilar
ejeta uma fina névoa de cargas. A constante evaporacao e fissdo das gotas criam novas gotas prole.
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O mecanismo de ESI é amplamente investigado, e trés cenarios tem sido colocados
para explicar como ions sdo formados: CRM (Charge Residue Model), CEM (Chain Ejection
Model) e IEM (lon Evaporation Model), [83-85]. O modelo CRM (Figura 5A) é aplicado a
proteinas em seu estado nativo enquanto o modelo CEM (Figura 5B) tem sido proposto para
explicar como proteinas desnaturadas sofrem ESI [85, 86]. Apds a formacdo da gota
carregada, a cadeia polipeptidica da proteina desnaturada rapidamente sai da gota enquanto
parte das cargas da superficie da gota sdo transferidas para a proteina em ejecao. Esta rapida
ejecdo é facilitada pela repulséo eletrostatica das cargas, sendo estas distribuidas a cadeia
emergente e permanecendo em sua superficie (Figura 5B).

A transferéncia de carga foi observada primeiramente usando dissociacdo induzida

por colisdo (CID — collision induced dissociation) de proteinas oligoméricas, onde a proteina



desnaturada obtinha uma quantidade assimétrica de cargas em relagdo ao resto das
subunidades [87]. Em ultima analise, tanto CRM quanto CEM tentam explicar as diferencas
na distribuicdo de cargas observadas nas analises por espectrometria de massas. Um terceiro
mecanismo, 0 mecanismo de evaporacdo de ions (IEM), é também usado para descrever

ionizacdo na fase de gas, porém apenas para pequenas moléculas [79, 88].

Figura 5. lonizagédo por eletrospray em proteinas. A) No CRM observa-se a transferéncia de cargas para uma
proteina globular na fase de gas. B) CEM descreve o modelo de ejecéo de proteinas desdobradas, adquirindo
mais cargas do que no modelo CRM.

1.2.2. Analisadores de massa
Um analisador de massa € usado para separar ions carregados baseados em seus

valores m/z. O estado de carga de um ion multiplamente carregado é dado por:

(Eq. 1)

onde m é a massa, z é a carga e H € o hidrogénio (1.007 Da). A separagdo dos ions pode ser
alcancada ao usar um campo elétrico e/ou magnético [89, 90]. Diferentes analisadores de
massas incluem quadrupolos, tempo de voo, armadilha de ions linear [91], orbitrap [92-94] e
FTICR (fourier transform ion cyclotron resonance) [95]. Alguns destes analisadores de
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massas podem ser acoplados em conjunto para aplicacdes em espectrometria de massas in
tandem. Somente o quadrupolo, TOF e o orbitrap serdo discutidos na préxima sessao por

serem diretamente relevante aos experimentos deste trabalho.

1.2.3. Analisadores de massas quadrupolos
O analisador de massas mais comum encontrado em espectrdmetros de massas é 0

quadrupolo (Figura 6A).

(a)
(b) (c)
Somente RF RF e CD juntas
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Figura 6. Representacdo esquemética de um quadrupolo e seu funcionamento. A) Representacdo
esquematica de um analisador de massas quadrupolo. B) Somente com corrente de radio frequéncia (RF)
aplicada, todos os ions (circulos verde e amarelo) podem passar através do quadrupolo até o detector. C) Ao
aplicar uma corrente direta (CD), somente ions com m/z especificos serdo selecionados, todos os demais
colidirdo contra os bastdes do quadrupolo.

Espectrometros de massas com apenas um quadrupolo foram muito usados para
estudar proteinas e peptideos no passado. No entanto, eles sdo limitados pelo pequeno alcance
do m/z especialmente quando usados como Unico analisador [83, 88, 96, 97]. Um quadrupolo
possui dois pares de bastdes de metal cilindrico carregados positivamente e negativamente.
Estes metais sdo alinhados para que os pares de polos iguais estejam um de frente ao outro.
Durante um experimento, uma corrente RF (radio frequéncia) € aplicada ao quadrupolo, mas
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a inclusdo de uma corrente continua (DC) pode ser utilizada para estreitar uma faixa m/z
observavel. Quando aplicada apenas a corrente RF, todos os ions carregados passarao atraves
do quadrupolo (Figura 6B); no entanto, o m/z pode ser estreitado ao impor uma corrente DC
(Figura 6C) junto a voltagem RF. Somente ions com m/z especifico alcancardo o detector
para uma dada razdo da RF/DC; em contrapartida, todos os demais ions colidirdo com os
bastbes devido a suas trajetorias instaveis [98].

1.2.4. Analisador de massas por tempo de voo — TOF (Time-of-Flight)

Os analisadores do tipo TOF geralmente cobrem uma maior faixa de m/z do que os
quadrupolos. Um instrumento desse tipo mede o tempo que um dado ion leva até alcangar um
detector (tempo de voo). Quando um ion é acelerado pela voltagem, U, a energia potencial,
Ep, é convertida em energia cinética.

Os ions acelerados viajam em uma regido livre e no vacuo em dire¢do ao detector. O
tempo levado pelo ion até o detector é funcdo do seu m/z. Versdes ortogonais do tradicional
TOF linear tém se tornado padréo [99]. Pequenos desvios na velocidade de ions com m/z
idénticos sdo observados, resultando em diferentes tempos de voo e diminuindo a resolugéo.
Para mitigar esse problema, a maioria dos TOFs usam refletores, um conjunto de anéis
empilhados com um potencial aplicado. Ao entrar no tubo TOF, os ions sdo impulsionados
perpendicularmente numa queda de potencial em dire¢do a um espelho refletor (Figura 7A).
Mesmo se dois ions tenham a mesma razdo m/z, suas velocidades podem se diferenciar
ligeiramente. Portanto, o ion que viaja a uma maior velocidade penetrara mais profundamente
em direcgdo ao refletor aumentando assim seu tempo em direcdo ao detector (Figura 7A e B).
O ion mais lento penetrara no refletor mais tardiamente, mas a reflexao gastara menos tempo
na mudanca da trajetéria do ion. Assim, com este mecanismo de correcdo da velocidade os
dois fons com mesmo m/z alcancardo o detector ao mesmo tempo. A corre¢do feita pela
reflexdo pode ser descrita como duas bolas com massas similares rolando rampa acima em

diferentes velocidades [100, 101] , de acordo com a figura 7B.
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Figura 7. Desenho esquematico de um TOF ortogonal. A) Os ions sdo impulsionados em direcéo ao refletor.
Esta reflexdo também corrige desvios na trajetéria. B) A bola vermelha move-se mais rapido e atinge um ponto
mais alto na rampa, demonstrado pela linha pontilhada vermelha, enquanto que a bola verde se move mais
lentamente e atinge a rampa por Ultimo, mas nado percorre até a linha pontilhada vermelha. O tempo de atraso é
corrigido e, finalmente, as duas bolas saem da rampa a0 mesmo tempo.

1.2.5. Analisador de massas - Orbitrap
O orbitrap (Figura 8) é um dos mais recentes analisadores dentre um conjunto de
ferramentas aplicadas na identificacdo, caracterizacdo e quantificacdo de componentes em
sistemas bioldgicos [93]. Como o nome sugere, orbitrap € um ion trap. Ndo hd uma radio
frequéncia nem um ima para reter os ions. Ao invés disso, 0s ions em movimento sdo

aprisionados em um campo eletrostatico [92, 102].

Figura 8. Representacdo esquematica de um analisador orbitrap. Em verde, vermelho e amarelo estéo
representados fons orbitando um orbitrap.

A atracdo eletrostatica em direcdo ao eletrodo central é compensada pela forca

centrifuga que surge a partir da velocidade tangencial dos ions, semelhante a um satélite em
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Orbita. O campo eletrostatico experimentado pelos ions faz com que esses se movam em
padrBes espirais complexos. O componente axial destas oscilacbes é dependente da energia
inicial, angulos e posicdes, e pode ser detectado como uma corrente de imagem nas duas
metades de um eletrodo, encapsulando o orbitrap (Figura 8). A transformada de Fourier é
usada para obter a frequéncia de oscilagBes de ions com diferentes massas, resultando em uma

acurada leitura do m/z dos analitos [93].

1.2.6. Espectrometria de massas estrutural

A espectrometria de massas tem se tornado especialmente Gtil no estudo de estruturas
de proteinas. Muitas das técnicas empregam a estratégia bottom-up, pela qual é possivel obter
informacBes estruturais ao examinar pequenos fragmentos de proteinas. CID (collision
induced dissociation), HCD (higher energy collisional dissociation) e espectrometria de
massas in tandem (MS/MS) sdo usados para sequenciar proteinas apés digestdo proteolitica
seguida de identificacdo dos peptideos gerados. Em MS/MS, peptideos sdo induzidos a colidir
com gas residual fragmentando-os em ions ainda menores, 0s quais podem fornecer
informac@es da sequéncia de aminoacidos do analito [103]. Fragmentacdes pode ser induzida
também por ECD (electron capture dissociation) ou ETD (electron transfer dissociation). Em
ECD, elétrons livres sdo transferidos ao peptideo [104-106], enquanto ETD emprega radicais
anidnicos para disparar a fragmentacdo [107-109].

A fragmentacdo de peptideos em um espectrometro de massas € um fendmeno que
ocorre em fase gasosa e tem sido extensivamente discutida na literatura. No entanto, o
mecanismo pelo qual esses fragmentos sdo formados ainda nao esta esclarecido [110, 111].
Fragmentos oriundos de CID sdo formados da quebra da ligacdo entre o nitrogénio da amida
e o carbono carbonilico na sequéncia da proteina (Figura 9). Se a carga permanecer no
segmento C-terminal recém-formado, este é chamado de b-ion; e se permanecer no recém-
formado N-terminal, é denotado como um y-ion (Figura 9). Fragmentacdo usando ECD/ETD
ocorre com a quebra entre o nitrogénio da amida e o carbono alfa, produzindo c-ions (carga
no C-terminal) e z-ions (carga no N-terminal) [105, 112, 113]. As identificacGes destes
fragmentos de peptideos podem ser especialmente Gteis quando uma protease ndo especifica
é utilizada para digestéo [114, 115].
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Figura 9. Esquema de fragmentacao de peptideo. CID induz fragmentagdo de ions b/y entre o nitrogénio da
amida e o carbono carbonil (vermelho) enquanto ECD/ETD induz fragmentacdo de ions c/z entre a amida do
nitrogénio e o carbono alfa (verde). A presenca de fragmentacdo de ions a/x é rara e ocorre entre o carbono alfa
e o carbono carbonil (azul).

Estruturas de proteinas também podem ser estudadas em fase gasosa usando IMS (ion
molibity spectrometry) e, subsequentemente, comparadas com suas estruturas em solucédo
[116]. Em experimentos usando IMS, os ions sdo empurrados através de uma regido que
contém um gas inerte em um campo elétrico fraco (Figura 10). Os ions sdo acelerados a uma
taxa proporcional a carga, mas experimentam uma forga oposta gerada pelo gas que preenche
a célula. Como resultado, os ions moverao através da célula IMS a uma taxa proporcional a
sua carga, mas inversamente proporcional ao seu CCS (collisional cross section), Q. Proteinas
na forma nativa, enoveladas, possuem um menor valor de Q2 e se movem através da célula
IMS rapidamente. Contrariamente, as proteinas desnaturadas movem-se mais lentamente por

terem um valor de Q maior [116].
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Figura 10. Onda viajando em um separador IMS. Uma onda € formada pela combinagdo de RF e uma
transiente voltagem DC. Espécies de ions com maior mobilidade viajardo mais rapidamente. lons que possuem
baixa mobilidade sdo impedidos de ser acelerados devido a colisdes com o gas e deslizam atras das ondas.

1.3. TROCA DO HIDROGENIO POR DEUTERIO ASSOCIADO A
ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Troca de hidrogénio por deutério, hydrogen deuterium exchange (HDX), é uma
poderosa ferramenta para estudar estrutura e dindmica de proteinas [117]. HDX acoplado com
ESI-MS é também muito utilizado no estudo de interacdes proteina-proteina e proteina-
ligantes em solucédo [118-121]. Em HDX, a proteina € exposta ao solvente contendo D20 ou
uma proteina completamente deuterada é exposta a H2O. Regifes da proteina que néo estdo
envolvidas em pontes de hidrogénio tém uma répida cinética de troca, enquanto que regides
que estdo no interior da proteina ou envolvidas em pontes de hidrogénio tém uma cinética de
troca muito mais lenta [122]. Dependendo da acessibilidade do solvente e da forca de ligagéo
do hidrogénio, diferentes hidrogénios de amidas na cadeia polipeptidica (N-H) podem diferir
nas taxas de trocas isotdpicas (Figura 11) [123]. A troca também pode acontecer nos sitios

O-H, N-H e S-H das cadeias laterais; no entanto, esses
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Figura 11. Representacéo esquematica da troca do Deutério pelo Hidrogénio. Aminodacidos representados
pertencentes a uma Unica sequéncia polipeptidica.

deutérios sdo perdidos durante a cromatografia liquida (LC), em um processo chamado back-
exchange. Assim, as cadeias laterais ndo contribuem nas medidas do deslocamento de massas
[124]. O mecanismo geral do funcionamento do HDX pode ser descrito de acordo com a

equacao abaixo:

Kab Ktr Kfec
N-H (fechado) N-H (aberto) N-D (aberto) 4 N-D (fechado)
Kfec Dzo Kab

(Eq. 2)

onde Kab, Kfec, e Kir sdo as constantes de abertura, de fechamento e de troca,
respectivamente. Cada hidrogénio de amida em uma proteina pode exibir uma Unica
combinacédo de Kab, Kfec e Ktr. Para que ocorra a troca em uma regido da proteina, a amida
de interesse deve estar acessivel ao solvente, o que significa que pontes de hidrogénio serdo

transientemente quebradas [125].

1.3.1. EX1EEX2
Sob condigdes nativas, a maioria das proteinas em uma dada populacdo ocupa o seu
estado minimo de energia. No entanto, devido a natureza dindmica das proteinas, uma
pequena fracdo da populagdo transientemente visita estados de alta energia, retornando
posteriormente ao seu estado nativo (Figural2A e B). Nessas condi¢Oes de alta energia, a

estrutura da proteina difere muito do seu estado nativo, tal que certas regibes podem se
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desdobrar e pontes de hidrogénio podem ser desfeitas (Figura 12A). Através da utilizacdo de
HDX, é possivel determinar até que ponto proteinas ocupam esses niveis de energia mais
elevados [126-131]. O grau no qual a proteina desvia da sua estrutura nativa, quando em
estados de mais alta energia, sera visto via HDX de acordo com o grau de captacao de deutério.
Na presenca de D20, todos os hidrogénios das amidas irdo eventualmente trocar por deutério.
As taxas nas quais essas trocas ocorrem podem ser atribuidas primeiramente ao grau de
flexibilidade das estruturas secundarias e também a contribuicdes de acessibilidade ao
solvente, de acordo com a equacdo 2 [125]. Regides altamente organizadas como alfa-hélices
e folhas-beta trocam hidrogénio por deutério muito mais lentamente se comparados com
estruturas desestruturadas como os loops. Esta ideia pode ser estendida para estudos de sitios
de ligacdo de proteinas. Ligantes sd@o conhecidos por estabilizar estruturas de proteinas.
Portanto, sob a inclusdo de um ligante, o equilibrio de uma dada proteina seguiria o principio
de Le Chatelier, sendo deslocado para o estado de ligacdo com o ligante (Figura 12B). Esse
deslocamento reduz a porcentagem das amostras de proteinas experimentando maiores
estados de energia e, consequentemente, a observacao da diminuicdo na captacdo de deutério
no HDX.

Existem dois principais regimes vistos na cinética de HDX para proteinas no estado
nativo: EX1 e EX2 (Figura 13). O regime de troca EX2 é normalmente observado para
proteinas nativas em pH fisiologico onde a maioria da marcacdo acontecera com Kyec >> Ky,
Este regime de troca é manifestado via picos em envelopes que se deslocam para maior m/z,

a medida que o tempo de exposicao ao deutério aumenta (Figura 13).
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Figura 12. A dinamica do equilibrio de proteinas. A) Em condic¢Bes nativas, proteinas estdo em equilibrio
com o estado nativo (N) e estados de maiores energias, como estados desdobrados (D). B) A incorporacao de
um ligante (circulo vermelho), desloca o equilibrio destes estados de alta energia para um novo estado NL,
geralmente mais estavel apo6s a ligagéo.

Contrariamente, EX1 ndo é muito comum em pH fisioldgico. Neste cenario, a taxa de
troca € maior que a taxa de fechamento da proteina (K >> Krec). ESse regime pode ser
promovido pela presenca de agentes desnaturantes ou altas temperaturas. EX1 é caracterizado
por uma distribui¢do bimodal de massas (Figura 13).

Experimentos de HDX-MS continuo sdo realizados como a seguir (Figura 14).
Primeiramente, a proteina é exposta a D-O nas condi¢des em que ela se encontra nativa (pH
7, 25°C). Entéo, aliquotas séo retiradas a cada tempo desejado, e a reacdo de troca € parada
rapidamente ao diminuir o pH e a temperatura (pH 2.3, 0°C) [132]. Assim, proteinas podem
ser analisadas na forma intacta ou podem ser proteoliticamente digeridas, utilizando uma
protease acida como a pepsina. Uma protease &cida é necessaria porque outras enzimas como
a tripsina ndo funcionam em baixo pH, que é requerido na solucdo para parar a reacao.
Inicialmente, a digestdo com pepsina era feita em solucdo, mas atualmente estdo disponiveis

colunas com pepsina imobilizada designada para HPLC [114, 115, 133].
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Figura 13. Desenho esquematico demonstrando os regimes EX1 e EX2. No EX1, observa-se distribui¢do
isotdpica bimodal dos peptideos, enquanto EX2 é caracterizado especialmente por distribuigdo isotdpica Unica.

A separacdo dos fragmentos pépticos, antes da analise por espectrometria de massas,
utilizando high performance liquid chromatography (HPLC) online tem se tornado padrao.
Existe, no entanto, um problema no qual as amidas deuteradas podem sofrer back-exchange
durante o processo de separacdo [134, 135]. Para minimizar este back-exchange, o sistema é
refrigerado a 15 °C durante a digestdo e a 0 °C durante a separagdo cromatografica [135]. O
gradiente gerado no HPLC € também otimizado para diminuir o tempo de retencdo sem
comprometer a resolucdo. HPLC de fase reversa € usado para separar fragmentos peptidicos
com acetonitrila agindo como eluente organico. Depois, 0s peptideos sdo ionizados por ESI
e, finalmente, analisados por MS, onde deutérios incorporados — 0s quais geram um
deslocamento de massa — podem ser observados (Figura 13). Recentes avancos utilizando
ultra performance liquid chromatography (UPLC) e LC semi ou completamente
automatizado tem refinado o fluxo de trabalho em HDX, valendo ressaltar que HDX-MS pode
ser também usado para estudos de cinética de proteinas [136]. Pulsed HDX-MS tem sido
utilizado em experimentos de redobramento de proteina ao se expor brevemente a proteina a
deutério a medida que esta redobra na escala de milissegundos [137, 138]. Consequentemente,
regides com menos deutério sdo indicativas da formacdo de estruturas secundarias ao longo
do caminho do dobramento.

HDX-MS apresenta algumas limitagdes quando se analisa estrutura de proteinas.
Experimentalmente, necessita-se de ampla cobertura de sequéncia da proteina em analise, que

pode ser conseguida por identificagcdo de peptideos produzidos por digestdo com uma protease
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ndo especifica. Proteases tipicas e que possuem sitios de clivagem conhecidos, como tripsina
[139], ndo sdo utilizadas, j& que essa perde sua atividade catalitica em baixo pH. Pepsina e
outras proteases ndo sitio-especificas podem sofrer autOlise sob as condi¢bes acidas
empregadas [140]. O tamanho da proteina também ¢é fator limitante devido ao nimero e
comprimento dos peptideos gerados por protedlise, aumentando o tempo consumido para
identificar cada peptideo corretamente e diminuindo a resolucéo espacial. Recentemente, o
tempo investido na identificacdo de peptideos tem diminuido dramaticamente com o
aparecimento de novos softwares [141]. A sensibilidade a temperatura também pode ser um
problema, aumentando o back-exchange. LimitacGes também aparecem quando HDX-MS é
utilizado para estudo de proteinas-ligantes.

“Quench reaction”
" , 10 sec (PH 2.5,00°C)
t2 ) 1 min

t3 1 » 10 min
t4 100 min N

Digestédo com

Protelnalntact\/ Xpepslna(o"c pH 2.5)

Fluxo de trabalho em HDX-MS E

j
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Figura 14. Protocolo geral para um experimento bésico de HDX. Aliquotas sdo expostas a D,O e entéo
pepsinizadas por tempos crescentes. Entdo, os peptideos gerados sdo separados por HPLC de fase reversa. Os
solventes A e B sdo usados para formar um gradiente durante separacdo dos peptideos, onde o solvente A é dgua
e B o solvente organico acetonitrila. Os peptideos sdo entdo injetados pelo em espectrdmetro de massas, que ird
gerar dados da captacdo de deutério e consequente deslocamento de massa, que serdo usados em anélise de dados
e interpretacéo dos resultados.

Ligantes geralmente estabilizam as proteinas as quais se associam e induzem a reducdo das
taxas de HDX. As maiores mudancas tendem a acontecer em regides que interagem
diretamente com o ligante, embora efeitos alostéricos também possam desempenhar
importantes papéis [129, 142]. Baixa afinidade do ligante frequentemente gera cinéticas
indistinguiveis a respeito dos cenarios com ligante e sem ligante. Desta forma, usar HDX-MS
para determinar mudancas estruturais € limitado pela forca de interacéo proteina-ligante.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral da tese consiste na caracterizacdo estrutural da proteina MRPJ1, seus

oligdbmeros e sua associacdo com apisimina.
Estdo compreendidas as seguintes metas:
1) Caracterizar e entender a influéncia de modificacBGes pos-traducionais
como glicosilacbes de MRJP1 na formacdo de oligbmeros e sua influéncia na

estrutura terciaria da proteina;

2) Associar técnicas espectroscopicas e bioquimicas a espectrometria de
massas na caracterizacao estrutural e oligomeérica de MRJP1.

3) Descrever uma possivel funcdo para apisimina no hetero-complexo
MRJP1/apisimina.
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3. JUSTIFICATIVA

Entender as relagdes entre estrutura e funcdo proteica permanece um foco primario na
biologia estrutural com consequéncias importantes nos campos da biologia molecular,
genética, bioquimica, engenharia de proteinas e bioinformatica. A estrutura tridimensional de
uma proteina define ndo apenas seu tamanho e forma, mas também sua funcéo.

Como ja foi exposto no topico “INTRODUCAO GERAL DA TESE”, nosso grupo
tem se dedicado a determinar proteinas cerebrais relacionadas a comportamento e
aprendizagem em abelhas Apis mellifera. Desta forma, o presente trabalho insere-se na linha
de pesquisa “BIOQUIMICA DO COMPORTAMENTO E DA APRENDIZAGEM?”, ativa no
Laboratorio de Bioquimica e Quimica de Proteinas e do Programa de P6s-Graduagcdo em
Biologia Molecular, Departamento de Biologia Celular, Universidade de Brasilia.

De acordo com nossos achados, bem como outras evidéncias na literatura, a proteina
MRJP1, objeto do presente trabalho, € uma proteina que tem papel de destaque na biologia de
abelhas e que ainda ndo possui estrutura determinada por cristalografia de raios-X, nem
mesmo por outras técnicas. A determinacgdo da estrutura dessa proteina nos ajudara a entender
a sua funcdo, assim como também funcGes de outras proteinas correlatas.

Diante da evidente importancia funcional de MRJP1 e reconhecendo que a estrutura
tridimensional de uma macromolécula bioldgica esta intimamente relacionada a sua funcéo,
faz-se necessario um estudo aprofundado da estrutura terciéria e quaternaria dessa proteina, a
fim de relacionar ou, ao menos, direcionar futuros trabalhos a compreender sua relacdo

estrutura/funcao.
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4. CARACTERIZACOES ESTRUTURAIS
PRELIMINARES DE MRJP1 E SEUS
CARBOIDRATOS

1. INTRODUCAO

O estudo das propriedades bioquimicas, biofisicas e fisico-quimicas de uma
macromolécula é essencial para o entendimento das suas funcbes dentro de um dado
organismo. Muitas técnicas como a cristalografia ainda se mantem invidvel para uma vasta
gama de macromoléculas, dentre elas as glicoproteinas. A ressonancia magnética nuclear,
apesar de ser uma poderosa ferramenta, possui grandes limitaces especialmente quando se
diz respeito ao tamanho de uma macromolécula a ser analisada. Para superar estes desafios, a
fim de se obter uma maior compreensdo da estrutura de uma proteina em seu nivel atbmico,
caracterizacdes bioquimicas e biofisicas basicas se fazem necessarias para que 0s primeiros
passos sejam dados. Para este fim, este capitulo dedica-se em dar contribuicdes na

caracterizacdo de MRJP1 e no entendimento da influéncia estrutural de seus carboidratos.

2. MATERIAIS E METODOS

1.1.  Purificacdo de MRJP1 por cromatografia de troca ibnica

Uma amostra de 250 g de geleia real (Apivita, Rio Claro, Brasil) foi homogeneizada
em 1.2 mL de tamp&oTris-HCI 50 mM pH 7.5 (Tampédo A) contendo 10 mM de EDTA e um
coquetel de inibidores de proteases (cOmplete Mini, Roche, Mannheim, Alemanha). O extrato
entdo foi misturado por 2 min em Vortex e centrifugado a 16.000 g por 30 min a temperatura
ambiente. O material soltvel foi submetido a cromatografia liquida de troca ibnica usando
uma coluna Mono-Q® HR 10/10 (Pharmacia, Uppsala, Suécia) acoplado a um sistema de
FPLC (Pharmacia, Uppsala, Suécia). A coluna foi equilibrada com tamp&o A sob um fluxo
de 1.5 mL/min. A eluicdo foi realizada usando um gradiente de NaCl de 0-1 M em tampé&o A:
0-10 min, buffer A; 10-60 min, 0-0.2 M NaCl; 60—90 min, 0.2-0.5 M NaCl; 90-95 min, 0.5—
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1 M NaCl; 95-100 min, 1 M NaCl. A cromatografia ocorreu a temperatura ambiente e foi
acompanhada por absorcdo a 280 nm. Cada fracdo foi analisada por SDS-PAGE, tal que

aquela de interesse foi dialisada contra agua destilada a 4°C e liofilizada.

1.2.  Eletroforese desnaturante em poliacrilamida (SDS-PAGE) e transferéncia
de proteinas para membrana de nitrocelulose

Eletroforese desnaturante em poliacrilamida seguiu o protocolo original de Laemmli
(Laemmli, 1970). Para a confec¢do dos géis, foram utilizadas placas de vidro de 16,5 cm x
15,5 cm, espacgadores de 0,75 mm e pentes com 10 pocos. O gel foi polimerizado pela adigéo
de 100 pl de persulfato de aménio 10 % e 10 pl de TEMED a cada 10 ml de solucédo de gel
separador (13 %). O gel separador foi aplicado as placas e coberta com 500 pl de butanol para
evitar contato com ar e consequente oxidacdo. Apos polimerizacdo, o butanol foi retirado, a
superficie do gel foi lavada com agua destilada e secada com papel filtro para retirar o excesso
de agua. Em seguida, foi adicionado o gel concentrador com 50 pl de persulfato de aménio
10 % e 5 pul de TEMED. Entdo, tamp&o de amostra foi adicionado as amostras de proteinas,
que foram incubadas a 100 °C por 5 min para garantir desnaturacdo completa das proteinas.
As eletroforeses foram realizadas com uma corrente constante de 25 mA a temperatura
ambiente. Ap6s o término da corrida, a coloracdo do gel foi realizada com solucdo contendo
0.07 g de Coomassie Blue R-250 em metanol 50 % e &cido acético 10 %, incubando-o sob
agitacdo a temperatura ambiente por 2 h e descorando-o em seguida para visualizacdo das
bandas. O processo de coloracdo do gel ndo era realizado se 0 mesmo fosse utilizado para
transferéncia de proteinas.

A técnica de transferéncia semi-seca foi realizada utilizando um sistema Semi — Dry
Transfer Cell (BIO-RAD), com membrana de nitrocelulose (Hybond-C extra membrane
0,45um, Amersham). Apds a corrida de eletroforese, as proteinas foram transferidas para uma
membrana. Para isso, uma pilha de trés pedacos de papéis de filtro previamente saturados com
tampdo de transferéncia foi colocada sobre o anodo do sistema de transferéncia. Sobre esta
primeira pilha de papel de filtro, foi colocado o gel, e sobre o gel, a membrana de nitrocelulose
seguida de outras trés folhas de papel de filtro. O eletrodo anidnico foi acoplado ao sistema e
a transferéncia, realizada com uma amperagem constante de 0,8 mA/cm? de membrana por

aproximadamente 1 h.

1.3. Coloracao de carboidratos de MRJP1

Apbs transferéncia de proteinas de gel SDS-PAGE para uma membrana de
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nitrocelulose, esta foi incubada em PBS por 10 min. Em seguida, o PBS foi retirado e a
membrana passou por um outro processo de incubagdo com uma solucdo de 10 mM de
metaperiodato de sdédio dissolvido em 100 mM de tampéo acetato, pH 5, por um periodo de
20 min. Em seguida, a membrana foi lavada 3 x com PBS por um periodo de 10 min cada
lavagem. Adicionou-se, entéo, 40 pl de 0,125 mM de biotina hidrazida a 20 mL de 100 mM
de tampéo acetato pH 5.5, no qual a membrana ficou incubada por 20 min. Ao final da
incubacdo, a membrana foi lavada novamente com PBS por 3 X, 10 min cada lavagem. Em
seguida, incubou-se a membrana em 20 mL do agente bloqueador de membrana a 5% por 60
min. Novamente, realizou-se o processo de lavagem com PBS, como descrito acima. Em
seguida, incubou-se em 20 mL de uma solugéo de estreptavidina peroxidase em uma dilui¢cdo
de 1:1000 em PBS por 30 min. Repetiu-se as lavagens. A revelacdo foi realizada utilizando o

kit ECL Glycoprotein Detection System da GE Healthcare.

1.4.  Coloracao com nitrato de prata

Cada gel de SDS-PAGE foi submetido a coloracdo com nitrato de prata. O gel foi
incubado “overnight” com solucdo fixadora. Na sequéncia, o gel foi submetido a duas
lavagens de 20 min com uma solucdo contendo 50 % de etanol. Em seguida, o gel foi incubado
com 0,02 % de tiossulfato de sodio e, depois, lavado trés vezes com agua Milli-Q. A
impregnacao foi feita com uma solucdo contendo 0,2 % de AgNOze 0,075 % de formaldeido
por 20 min e lavado novamente por trés vezes com agua Milli-Q. As proteinas foram reveladas
com uma solucéo reveladora contendo 6 % de Na2COs (p/v), 0,05 % de formaldeido e 0,4 mg
de tiossulfato de sodio (p/v). A reacdo foi parada com solucdo de 50 % de metanol e 12 % de

acido acético [10].

1.5.  Eletroforese bidimensional (2DE)

Eletroforese bidimensional foi realizada utilizando sistemas IPGphor 3 (GE
Healthcare) e Protean 11 xi Cell (BioRad, Hercules, EUA). A proteina foi solubilizada em 350
uL de tampdo de lise contendo tampdo pH 4-7. A focalizagdo isoelétrica foi realizada com
tiras de gradiente de pH imobilizado de 18 cm usando sistema Ettan IPGphor 3 (GE
Healthcare), em temperatura constante de 20°C. Tiras focalizadas em sarcdfagos foram
submetidas a corrente maxima de 50 pA e voltagem maxima de 8.000 V, enquanto que para
aquelas focalizadas em sistema “manifold”, usou-se corrente e voltagem maximas de 75 pA
e 10.000 V respectivamente. As tiras de pH 3-10 foram reidratadas em sarcofago por 6 h
sequido por focalizacdo a 30 V por 6 h, 500 V por 1 h, 1.000 V por 1 h e 8.000 V por 4 h,
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totalizando 33.680 Vh. A reidrata¢do ocorreu por 16 h e a focalizagdo a 500 V por 1 h, 1.000
V (gradiente) por 1 h, 10.000 V (gradiente) por 3 h e 10.000 V por 1 h e 45 min, totalizando
35.300 Vh.

Realizou-se a reducéo das pontes dissulfeto das proteinas por incubacao das tiras em
tampdo de equilibrio [Tris-HCI 50 mM pH 8,8 ureia 6 M, glicerol 30% (v/v) e SDS 2%]
contendo DTT 125 mM. A alquilacdo foi feita, em seguida, com carbamidometilacdo dos
radicais sulfidrila (residuos de cisteina) em tampéo de equilibrio com iodoacetamida 300 mM.
As tiras foram transferidas para géis de poliacrilamida contendo SDS, com concentragéo fixa
de acrilamida (10%). Os géis foram corados com nitrato de prata (Blum et al., 1987),

compativel com espectrometria de massa.

1.6. Espalhamento de luz dindmico (DLS)

Espalhamento de luz dindmico (dynamic light scattering — DLS) é uma técnica util
para a analise da homogeneidade, distribuicdo, tamanho ou agregacdo de moléculas em
solucéo.

A MRJP1 purificada foi dissolvida em tampao Hepes 50 mM e centrifugada a 16.000
g durante 15 min a 20 °C. Todas as solugfes utilizadas foram previamente submetidas a
filtragem (0,22 pm). Os experimentos foram realizados em equipamento Malvern Zetasizer
Nano Series Z5 em cubeta de acrilico correspondente para um volume final de 1.000 pL. O
comprimento de onda de luz utilizado foi de 633 nm. As amostras foram analisadas quanto a
dispersdo, numero e volume hidrodinamico da MRJP1, a partir da relacdo entre o sinal da
intensidade da luz espalhada e a massa da amostra em solucéo.

1.7.  Preparo de amostras para espectrometria de massas na identificacao de
glicopeptideos
MRJP1 foi dissolvida em 20 mM de TEAB (triethylammonium bicarbonate) para uma
concentracdo de 20 pg/pL, reduzidas com 20 mM de DTT a 56 °C por 45 min, alquiladas
com 40 mM de iodoacetamida em temperatura ambiente e no escuro por 60 min, e, em
seguida, digerida “overnight” a 37 °C com 1 pg de tripsina (Promega, Madison, USA). Apos
a digestdo, as amostras foram acidificadas com TFA para uma concentracéo final de 0,1 % e
dessalinizadas com microcolunas em ponteiras de 10 pl contendo resina de fase reversa Poros
R3 (PerSeptive Biosystems, Framingham, USA), empacotados com 1 cm comprimento,
adaptado de [144].
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1.8.  Enriquecimento de glicopeptideos

O digesto proteico foi submetido a enriquecimento de glicopeptideos e digestdo com
PNGase F como descrito em (Mysling et al., 2010), com pequenas modificacdes. Brevemente,
resina de ZIC-HILIC (Merck Millipore, Darmstadt, Alemanha) foi empacotado em
microcoluna de 1 cm em ponteiras de 200 pl. A microcoluna empacotada foi primeiramente
lavada com 20 pl de solucéo de eluicdo (5% de acido formico) e entdo equilibrada com 40 pl
de solugao “load/wash” (80% ACN, 1% TFA). As amostras foram solubilizadas em 10 pl de
solugdo “load/wash” em uma coluna usando uma seringa de 1 mL, lavadas com 40 pul de
solugdo “load/wash” ¢ os glicopeptideos foram eluidos com 10 pl de solucéo de eluigdo e
secos em centrifuga a vacuo. As amostras enriquecidas de glicopeptideos foram divididas em
duas e, em uma delas, os glicanos N-ligados foram removidos utilizando 0.2 unidades de
PNGase F em 50 mM de TEAB. As analises de espectrometria de massas foram realizadas

em ambas as amostras, a fim de observar a deaminagéo de asparaginas [145].

1.9. LC-MS/MS e anélise de dados

Amostras dessalinizadas foram ressuspendidas em 1 % de &cido férmico e 2 pg
(quantificadas em sistema Qubit) de cada foram submetidas a LC-MS/MS em um sistema
DIONEX 3000 nanoUPLC (Thermo Scientific, Waltham, USA) acoplado on line a um
espectrometro de massas LTQ-Orbitrap Elite (Thermo Scientific, Waltham, USA).

A cromatografia foi feita em um sistema de duas colunas capilares: (i) trap column
(150 um de diametro interno e dois cm de comprimento) e (ii) coluna analitica (75 um de
diametro interno, 15 cm de comprimento), empacotadas (home made) com resina de fase
reversa ReproSil-Pur C18-AQ, 5 um (Dr. Maisch GmbH, Germany) e lavadas por 5 min com
98 % de tampéo A (0.1 % &cido férmico) e 2 % de tampéo B (0.1 % de acido férmico, 95 %
de acetonitrila). A eluicéo foi realizada utilizando um gradiente de 2 % de tampé&o B para 30
% de tampdo B por 90 min, 30 % para 98% de tampéo B por 5 min, 98 % de tampdao B por
10 min, voltando para 2 % de tampéo B por 1 min e reequilibrando por 15 min em 2 % de
tampédo B (um total de 121 min e 300 nl/min). Os espectros de massas foram gerados no modo
de aquisicao positivo e data-dependent MS scan. Cada MS scan no orbitrap (intervalo de m/z
de 400-1300 e resolucdo de 120.000) foi seguido de MS/MS dos 15 ions mais intensos. A
fragmentac&o foi realizada por colisdo de alta energia (HCD) com exclusdo dinamica por 15
s dos peptideos ja selecionados uma vez para fragmentacdo por MS/MS. Dados brutos foram
visualizados utilizando Xcalibur v.2.1 (Thermo Scientific, Waltham, USA). O processamento

dos dados foi realizado usando Proteome Discoverer v.1.3 (Thermo Scientific, Waltham,
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USA). Os arquivos raw gerados pelo espectrometro foram submetidos a identificagdo no
Proteome Discoverer com algoritimo SequestHT contra banco de dados de proteinas de Apis
mellifera (baixado em julho de 2014) a partir do UniProt / Swiss-Prot e UniProt / TrEMBL.
Proteinas contaminantes (varios tipos de queratinas humanas, BSA e tripsina porcina) foram
também adicionados & base de dados e todas as proteinas contaminantes foram removidas
manualmente da lista de resultados. As pesquisas foram realizadas com 0s seguintes
parametros: 10 ppms de erro no MS e 0,06 Da de erro no MS/MS, carbamidometilacdo de
cisteinas como modificacéo fixa e deamidacao de asparaginas e oxidacéo de metioninas como

modificagOes variaveis.

1.10. Microscopia de forca atbmica

As imagens foram adquiridas em um microscopio de forca atbmica SPM-9600
(Shimadzu, Kyoto, Japan). O equipamento foi operado em modo contato intermitente. A
sonda utilizada foi uma Tap190AI-G (Budget Sensors, Sofia, Bulgaria), com aplicabilidade
em contato intermitente, fabricada com silicio, revestida com aluminio e caracterizada por um
cantilever longo. Os resultados obtidos foram analisados através dos programas Shimadzu
SPM-9600 e 0 WSxM verséo 4.0.

2. Resultados

MRJP1 foi submetida a um processo de purificacdo de proteinas sollveis oriundas da
GR utilizando cromatografia de troca idnica, como descrito em [146]. Isso foi feito com o
objetivo de conseguir formas monodispersas da MRJP1. Em seguida, a proteina purificada e
liofilizada foi ressuspendida em tampé&o carbonato/bicarbonato 0,02 M, glicina 0,5 M, NaCl
0,15 M, pH 7 e submetida a cromatografia de exclusdo molecular, em que dois miligramas de
proteina foram injetados em uma coluna Superdex 75. Foi possivel observar um pico principal
de MRJP1, cuja coleta permitiu obter uma forma mais pura de MRJP1 (Figura 1).

Para analisar se a proteina se encontrava na forma monodispersa ou se apresentava
estados oligoméricos, realizamos experimentos de DLS para se determinar a
polidispersividade (Pd), que é um parametro a ser usado principalmente para interpretacao de
amostras com distribuicdo monomodal. Este pardmetro é usado como indicador da
homogeneidade de distribuicdo das moléculas na amostra. Valores de Pd menores que 15%
indicam uma solugcdo monodispersa e maiores que 30%, uma quantidade significativa de
polidispersividade [143]. Aqui, constatamos que apesar da separagdo por cromatografia de

exclusdo molecular, a proteina MRJP1 ainda se apresentava polidispersa (resultados nao
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mostrados), inviabilizando ensaios de cristalizagao.

ApOs Vérias tentativas sem sucesso de purificacdo de formas monodispersas e
assumindo que a MRJP1 é uma glicoproteina [6], decidimos analisar a possivel influéncia dos
carboidratos ligados a proteina e sua influéncia na polidispersividade e formacdo de
oligbmeros. Com esse intuito, utilizamos a PNGase F, que é capaz de clivar residuos N-
ligados em asparagina. Apds a retirada dos carboidratos, foi possivel observar que a MRJP1

perdeu cerca de 7 kDa em sua massa molecular (Figura 2).
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Figura 1. Cromatografia de exclusdo molecular de MRJP1 em tampdo carbonato/bicarbonato 0,02 M, pH
10,0, com glicina 0,5 M. Dois miligramas de proteina foram injetados em coluna Superdex 75 (GE Healthcare).
O tampéo de eluigdo foi carbonato/bicarbonato 0,02 M, Gly 0,5 M, pH 10,0. Elui¢do acompanhada por absorcéo
Otica a A =280 nm.

PNGase F

64 —

49 —

Figura 2. SDS-PAGE para comparar o peso molecular de MRJP1 glicosilada e deglicosilada. A diferenca
na massa da proteina apés deglicosilagdo observada demonstra a eficiéncia da PNGase F em deglicosilar MRJP1.

Para certificar que a proteina foi completamente deglicosilada, realizamos
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experimentos de coloracdo de carboidratos, pelos quais foi possivel constatar uma completa
deglicosilagdo da MRJP1. Este experimento foi especialmente importante uma vez que néo
sabiamos se MRJP1 possuia apenas glicanos N-ligado. Neste caso, glicanos O-ligado nao
seriam removidos da proteina devido a especificidade da enzima utilizada. Entdo, neste
experimento, utilizamos como controle negativo uma proteina ndo glicosilada, a albumina
bovina BSA. Como controle positivo (proteina sobre a qual deveria ocorrer a marcacdo dos
carboidratos), utilizamos a propria MRJP1 glicosilada. Uma terceira amostra correspondendo
a MRJP1 deglicosilada com PNGase F foi analisada e observamos que a marcagdo de
carboidratos caracteristica ndo aconteceu no controle negativo e nem na proteina
deglicosilada. Por outro lado, houve uma intensa marcacdo em MRJP1 (proteina controle
positivo). Sendo assim, demonstramos a eficiéncia da deglicosilacdo enzimatica e

confirmamos que a MRJP1 possui apenas N-glicanos (Figura 3).

(a) (b)

Figura 3. Demonstrac&o da eficiéncia da deglicosilagdo. A esquerda (a), um gel SDS-PAGE demonstrando o
perfil proteico do experimento. Foi aplicado 4 pg de cada proteina. (1) Marcador de massa molecular, (2)
Controle negativo — BSA, (3) MRJP1 glicosilada e (4) MRJP1 deglicosilada. A direita (b), revelacdo dos
carboidratos marcados.

Como foi demonstrado em [146], a MRJP1 existe em nove diferentes proteoformas
guando analisadas em gel 2-DE. A fim de saber se essas diferentes proteoformas de MRJP1
sdo oriundas de diferentes graus de glicosilagdo, assim como sugerido por aqueles mesmos
autores [146], realizamos experimentos de eletroforese bidimensional com 0s mesmos

parametros deles. O perfil proteico apresentou-se com pls entre 4,7 e 5,2, assemelhando-se
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aquele observado no trabalho citado acima (Figura 4). Além do mais, foi possivel observar
todas as nove proteoformas anteriormente descritas. No entanto, apenas as seis uUltimas
proteoformas se tornaram bem distintas, podendo ser isoladas do gel. As manchas de proteinas
mais a esquerda do gel apresentaram-se com aparéncia difusa, indistinguiveis entre si, mas

com aparente diferenca em seu ponto isoelétrico.
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Figura 4. 2-DE da fracéo 6 separada em FPLC de troca anidnica. Um gradiente imobilizado de pH 4-7 foi
utilizado na primeira dimensdo e SDS-PAGE em poliacrilamida 10%, na segunda dimensdo. Dez microgramas
de proteina deglicosilada foram analisadas. Experimento realizado por Cruz et. al. 2011 [146] pode ser observado
no inset.

1.1.  Caracterizacdo de sequéncia primaria por espectrometria de massas e

mapeamento de sitios de glicosilacao.

Dando continuidade a caracterizacdo de MRJP1, resolvemos usar espectrometria de
massas para determinar sitios de glicosilacdo baseados na deamidacdo de asparagina, um
processo de modificacdo quimica decorrente da clivagem enzimética por PNGase F.

Para o desenvolvimento deste experimento, utilizamos a proteina MRJP1 de duas
formas (Figura 5). A primeira corresponde a MRJP1 glicosilada, que, apds digestdo triptica,
foi submetida a enriquecimento de glicopeptideos. Este material enriquecido foi entdo
distribuido em dois diferentes tubos. Um tubo foi tratado com PNGase F (tratado) e o outro
ndo submetido a tratamento enzimatico (ndo tratado). Na amostra tratada, foi realizada busca
por deamidacOes, enquanto o ndo tratado nos serviu como controle para o0 experimento.
Sabendo que as deamidacbes podem ocorrer naturalmente, foi fundamental o controle da
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proteina sem deglicosilacdo para garantir que sitios de deamidacéo detectados fossem devido
a presenca de carboidratos ligados a cadeia peptidica e ndo a artefato do preparo da amostra.

MRIJP1
I
I |
Glicosilada Deglicosilada
Enriquecimento de Cobertura
Glicopeptideos por completa por PSM
HILIC | edenovo
I
I I
Tratados
Nio tratados
Busca por Controle de
Deamidagdes | Deamidagoes |

Figure 5. Fluxograma representando a estratégia experimental do mapeamento de sitios de glicosilagéo
bem como cobertura completa de MRJP1. Em amostras tratadas, utilizamos PNGase F para deglicosilar
MRJP1 e em ndo tratadas ndo houve agéo enzimatica.

Na Tabela 1, estdo listados os dois sitios de glicosilagdo encontrados em peptideos tripticos
da MRJP1 identificados por PSM (peptide spectrum match) cujas deamidacdes estavam
presentes no sitio consenso de N-glicosilagdes (NXS/T/C, X#P) detectados somente na

amostra tratada.

Tabela 1. Glicopeptideos identificados em MRJPI

¥

Sequence PSM  # Proteins L LAt C_vroup Modifications XCorr Charge MH+ [Da] . RT [min]
s Groups Accessions [ppm]
QVEIPHDVAVRATTGK 148 2 1018330 N11(Deamidated) 437 21679.85661  -2.00 1589
LWVLDSGLVONTQPmeS 150 4 1018330 N10(Deamidated); M15(Oxidation); ~ 3.06 32176.04001  -0.64 3486
PK C16(Carbamidomethyl)

Glipeptideos N-ligados encontrados em MRJP1. Deamidagfes encontram-se no sitio consenso e ndo foram
identificados na amostra controle.

No segundo experimento, MRJP1 foi submetida a digestdo triptica e, em seguida, a
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deglicosilagdo enzimatica por PNGase F. Estas amostras foram analisadas por espectrometria
de massas com duas abordagens de identificacdo de espectros (PSM e de novo) visando a
identificacdo de outras modificacBes poés-traducionais biologicamente relevantes e que
pudessem justificar a presenca de proteoformas da proteina em géis 2-DE, aliado a tentativa
de cobertura completa da sequéncia proteica.

Utilizando o PSM, foi possivel obter a cobertura de grande parte da sequéncia da
MRJP1, no entanto, como pbde ser observado (Figura 6), dois grandes peptideos 1 e 2
(sublinhados em vermelho), que poderiam abrigar modificacbes relevantes, ndo foram
identificados. Outras pequenas sequéncias de aminoacidos também nédo foram identificadas,
provavelmente por estarem fora da faixa de leitura, devido ao seu pequeno tamanho, tornando
inviavel a deteccao.

Para tentar buscar mais informacdes sobre eventuais modificacdes pos-traducionais da
MRJP1, bem como informages a respeito daqueles peptideos néo identificados por PSM,
utilizamos uma outra ferramenta de identificacdo de espectros de MS baseada em
sequenciamento de novo, utilizando-se o software PEAKS™. Neste caso, ndo foram
especificados na busca outros tipos de modificacdo pos-traducional, exceto
carbamidometilacdo de cisteinas, oxidacdo de metioninas e deamidacdo de asparaginas.

Ao contrario do PSM, o sequenciamento de novo pbde identificar outras modificacoes
pos-traducionais ndo previamente especificadas para a busca, assim como 3 possiveis
mutacdes na sequéncia primaria (Figura 7). A primeira mutacdo foi observada no residuo
135, onde uma leucina foi substituida por uma fenilalanina, ambos de caracteristicas
hidrofébicas e com pequena diferenca em sua massa molecular. A segunda mutacdo
observada foi no residuo 149, onde uma metionina foi substituida por uma tirosina. Neste
caso, houve a substitui¢cdo de um aminoacido hidrofébico (metionina) por um polar sem carga
(tirosina). A terceira e Ultima mutagdo foi no residuo 174, onde houve substituicdo de uma
valina por uma prolina, dois amino&cidos hidrofébicos. Os 20 primeiros aminoécidos
permaneceram ndo identificados, enquanto o peptideo 2 ndo identificado por PSM,

compreendendo entre os aminoacidos 236 e 249, pode ser identificado utilizando o PEAKS™,
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Sequence | Modfication List
ik 11 21 18 41 51 L8 T 81 28 i1
1 ) b
MTRLFMLVCL GIVCEGTTGN ILAGESLNFS LPILEEWKFF DYDFGSDERR QUAILSCEYD YRNNYPSUID QWEDKIFVIM LAYNGVPSSL NVISKEVGDG GPLLOPYPOW
W
1
111 c c oD oc b oD o )
SFAKYDDCSG IVEASKLAID BCURLWVLDS GLVNHTORMC SPELLTFOLT TSOLLKOVEI PHOVAVNATT GHGRLSSLAV OSLOCHTHSD TMVYIADEKG EGLIVYENSD
L] L]

mn D D c
DEFHRLTSNT FOYDPKITIM TIDGESYIAQ DGISGMALSP MINNLYYSEY ASTSLYYVNI EQFATSDYOD NDIHYEGVOM ILDTOSSAKY VSKSCVLFFC LVGDSALGOW

2
EEi o 0 I ¢ D D CD D
WEHRTLEAHN IRTVAQSOET LOMIASMKIK EALPHVPIFD RYINREVILV LSHEMUKMVN NDFNFOOVHE RIMHANVNEL ILNTRCENPD NDRTPFKISI HL
AR

Figura 6. Cobertura de sequéncia da MRJIP1 identificada por PSM wusando o software
ProteomeDiscoverer/ProteinCenter. C - carbamidacdo; D - deamidacéo e O - oxidacdo de metionina. As letras
abaixo da sequéncia de aminodcidos representam modificagdes que ja estdo descritas na literatura. N -
deamidagdo de asparagina, possivelmente um sitio de glicosilagdo N-ligado e AA, duas modificacdes em
aminoacidos também j& descritas na literatura. Os peptideos sublinhados 1 e 2 ndo foram detectados.
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Figura 7. Cobertura de sequéncia e modificacdes pos traducionais da MRJP1utilizando o PEAKS™. A
direta na figura, esta a legenda de todas as possiveis modificagcdes p6s traducionais encontradas em MRJP1.

1.2. Caracterizac0es iniciais de MRJP1 por microscopia de forca atomica.

Experimentos preliminares de microscopia de forca atdbmica foram realizados a fim de
dar continuidade as caracterizacGes estruturais de MRJP1 e seus oligdmeros. Na Figura 8a,
observamos as alturas médias de populacGes de MRJP1 quando analisadas por microscopia
de forca atdbmica. Duas principais populacdes podem ser observadas, uma variando
principalmente entre 21 e 23 nm e outra entre 29,5 e 31, 5 nm (Figura 8a). Na Figura 8b,
observamos a imagem de estruturas correspondentes a MRJPL.

Uma grande estrutura pode ser observada na parte superior da figura 8b,

provavelmente tal estrutura corresponde a um grande agregado. Vale ressaltar que
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experimentos de AFM foi realizado em modo seco, o que pode ter induzido a formagéo de
agregados ao longo de toda analise. Mesmo sob essas condic¢des, apenas duas populactes

foram observadas e com diferentes alturas.

(a) 210 -

Numero de estruturas

20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38
Altura meédia (nm)

(b)

0.00

0.00
10.00 x 10.00 [um] Z 0.00 - 73.67 [nm]

MRIP1-1

Figura 8. Microscopia de for¢a atdmica de MRJP1. A) Agrupamento médio de diferentes populagdes de
MRJP1 analisados por microscopia de forca atbmica. B) Imagem observada pela microscopia.

4. DISCUSSAO

Mais da metade de todas as glicoproteinas conhecidas sdo N-ligadas por ligacéo

covalente de glicanos a residuos de asparaginas dentro da sequéncia consenso Asn-X-Ser/Thr,
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X#Pro. Embora esse tipo de modificagdo tenha sido atribuida somente a eucariotos superiores,
as glicosilagcBes N-ligadas séo, na verdade, uma antiga via metabdlica descoberta antes da
diversificacdo das archeas, bactérias e eucariotos, existindo, desta maneira, em todos os trés
dominios da vida [147, 148].

Para se ampliar o conhecimento sobre modificagdes pds-traducionais na MRJP1,
investigamos especialmente deamidagdes em residuos de asparagina, usando estratégias
baseadas em 2-DE e espectrometria de massas bottom-up. Os sitios de glicosilacdo, bem como
a influéncia dos carboidratos de MRJP1 aqui descritos, nos fornecem importante
conhecimento no sentido de determinar e entender a imensa versatilidade da proteina em
estudo.

Quando analisada por 2-DE, constatou-se que a MRJP1 possui nove diferentes
proteoformas [146]. Utilizando as mesmas condicdes experimentais publicadas [146], um
novo ensaio foi realizado com a proteina na sua forma deglicosilada. Aqui, observou-se o
mesmo padrdo de distribuicdo de manchas em gel 2DE (Figura 4), 0 que sugere que 0S
carboidratos ndo possuem influéncia nas diferentes proteoformas da MRJP1. Tal perfil pode
talvez ser atribuido a diferentes nimeros de sitios de metilagdo na proteina, que faz com que
as proteoformas migrem da faixa acida para a basica proporcionalmente ao nimero de cargas
extras que carreguem [149, 150]. Poucos sitios de fosforilagcdes foram detectados na MRJP1
e ndo poderiam gerar o polimorfismo observado por 2DE [150]. As metilacdes podem
potencializar a baixa reatividade da carbamido na aspargina, onde os glicanos séo
covalentemente ligados ao aminoacido; ou seja, as metilacdes podem facilitar a glicosilacéo
de proteinas [149]. Vale ressaltar que as MRJPs pertencem a uma familia de glicoproteinas
[41, 151], e isto implica que, provavelmente, as metilacbes presentes na GR estdo diretamente
relacionadas as glicosilagbes de MRJPs [150]. Aléem do mais, metilagdes ocorrem na maioria
das MRJPs e essas modificacBes também podem ajudar a caracterizar a grande formacéo de
micelas e a alta viscosidade encontrada na GR, podendo influenciar na auto-associacéo e
adsorcéo derivada da hidrofobicidade [149, 150].

A deamidacdo em proteinas € um processo ndo enzimatico que acontece em residuos
de asparaginas quando proteinas sofrem degradacdo [152]. Quando mapeamos os sitios de
glicosilacdo da MRJP1, pesquisamos aqueles sitios onde ocorreram a deamidacdo e, para
certificarmos de que essas modificacbes ndo eram decorrentes de um processo natural,
utilizamos como controle os fragmentos tripticos da MRJP1 ndo submetidos ao processo de
deglicosilagdo enzimatica. Dois sitios de glicosilagdo foram encontrados nos residuos 144 e

177 (Tabela 1), os quais ja haviam sido descritos em predicdes teoricas e posteriormente
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confirmados experimentalmente [153]. Além disso, refor¢ando os indicios de que tais sitios
de deamidac&o sdo de fato sitios de N-glicosilagdo, os sinais desses dois peptideos sdo 0s mais
abundantes dentre todos os peptideos com deamidacdes detectados na amostra enriquecida
para glicopeptideos e, consequentemente, geraram o maior numero de PSMs identificados
(Tabela 1).

Durante a realizagdo das buscas de diferentes modificagdes pos-traducionais, varias
delas foram encontradas, porém a maioria ndo apresentou um contexto biolégico relevante,
exceto trés mutagdes. A mutacao no residuo 174, no qual ocorreu a substituicdo de uma valina
por uma prolina, se faz especialmente interessante, pois, apesar de ambos serem hidrofébicos,
a prolina possui uma cadeia lateral atipica em relagdo aos demais aminoacidos. Sua cadeia
lateral conecta-se a amida primaria, fazendo que ocorra uma dobra na estrutura terciaria da
proteina onde haja prolina na cadeia polipeptidica. Isso possivelmente poderia alterar a
estrutura tridimensional de MRJP1. As demais modificagdes observadas ocorreram
possivelmente em decorréncia do processo de preparo de amostra necessario para realizagdo
de experimentos bottom-up (Figura 7).

Em relacdo aos peptideos ndo identificados por PSM (Figura 6), o peptideo 2 foi
identificado pelo PEAKS™, mas nenhuma modificagdo pos-traducional foi identificada nele.
Um importante aspecto relacionado as proteinas da familia MRJPs é que a maioria de seus
componentes (MRJP1-9) possuem um peptideo sinal na regido N-terminal em sua sequéncia
de aminoacidos, justificando a ndo deteccdo do peptideo 1 marcado na Figura 6. Isso se
justifica uma vez que as MRJPs possuem fungdes nutritivas na GR e séo secretadas [45].
Ademais, assim como as yellow proteins [154], as MRJPs sdo glicoproteinas com cadeias de
carboidratos N-ligados [151], os quais podem regular fatores envolvidos na sinalizacéo
extracelular [155].

Os dados encontrados por microscopia de forga atbmica mostraram a existéncia de
duas principais popula¢cdes. Experimentos com amostra nativa ainda sdo necessarios para
entender tal fendmeno. Mesmo 2-DE ndo poderia gerar alguma especulacdo a respeito uma
vez que se trata de um experimento desnhaturante. Como foi descrito nos resultados,
experimentos de microscopia de forga atbmica foram realizados de modo que as amostras
foram secas sobre uma superficie. Isso pode ter levado a agregagédo da proteina ou mesmo a
um efeito falso positivo. Uma alternativa para contornar tal situacdo serd utilizar outra
estratégia da microscopia que permita analises de macromoléculas em solucdo. Dessa
maneira, iremos prover uma situacdo mais proxima da realidade, uma vez MRJP1 ja foi

localizada no citoplasma e nos espacos intercelulares [42], locais caracteristicos de possuirem
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proteinas e eletrolitos em solugdo aquosa.

5. CONCLUSAO

Experimentos preliminares de caracterizagdes estruturais da MRJP1 demonstraram a
versatilidade e a complexidade desta glicoproteina. Observamos que as diferentes formas da
MRJP1, quando submetidas a andlises por 2DE, ndo sdo devidas a diferentes graus de
glicosilagdo, uma vez que a realizagdo desse mesmo ensaio com a proteina deglicosilada
apresenta as mesmas proteoformas. Por espectrometria de massas, mapeamos dois sitios de
glicosilacdo em MRJPL, localizados nos residuos de aminoacidos 144 e 177. Além disso, trés
mutacdes foram identificadas nos residuos 135, 149 e 174. Experimentos de microscopia de
forca atbmica mostraram a prevaléncia de duas principais popula¢des de MRJP1, variando
entre 21 e 23 nm e 29,5 e 31, 5 nm de altura.

Esses estudos preliminares forneceram valiosas informacdes para a continuidade deste
trabalho. Na proxima etapa da tese, outras técnicas de espectrometria de massas, tais como
HDX-MS e top-down nativo, associadas a outras técnicas bioquimicas e biofisicas nos
permitirdo aprofundar ainda mais no entendimento da estrutura, dindmica e oligomerizacéo
de MRJPL.

Vale ressaltar que nenhuma proteina homologa a esta esta disponivel em bancos de
dados e, especificamente, nenhuma estrutura cristalogréfica ainda foi resolvida com as
MRJPs. A obtencdo da estrutura 3D abrira caminhos para resolucéo de outras proteinas, uma
vez que modelagem por homologia estrutural é muito utilizada por aqueles que trabalham

com macromoléculas bioldgicas.
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ABSTRACT: Royal jelly (RJ) triggers the development of female honeybee
larvae into queens. This effect has been attributed to the presence of major royal
jelly protein 1 (MRJP1) in RJ. MRJP1 isolated from royal jelly is tightly
associated with apisimin, a S$4-residue a-helical peptide that promotes the
noncovalent assembly of MRJP1 into multimers. No high-resolution structural
data are available for these complexes, and their binding stoichiometry remains
uncertain. We examined MRJP1/apisimin using a range of biophysical
techniques. We also investigated the behavior of deglycosylated samples, as
well as samples with reduced apisimin content. Qur mass spectrometry (MS)
data demonstrate that the native complexes predominantly exist in a (MRJP1,
apisimin,) stoichiometry. Hydrogen/deuterium exchange MS reveals that MRJP1
within these complexes is extensively disordered in the range of residues 20~265.
Marginally stable secondary structure (likely antiparallel S-sheet) exists around
residues 266—432. These weakly structured regions interchange with conformers
that are extensively unfolded, giving rise to bimodal (EX1) isotope distributions

MRJP1
20-265

MRJP1
266-432

apisimin
MRJP1

316-322
glycans

e
S

. We propose that the native complexes have a

“dimer of dimers” quaternary structure in which MRJP1 chains are bridged by apisimin. Specifically, our data suggest that
apisimin acts as a linker that forms hydrophobic contacts involving the MRJP1 segment SSVLEFGLV?2, Deglycosylation
produces large soluble aggregates, highlighting the role of glycans as aggregation inhibitors. Samples with reduced apisimin
content form dimeric complexes with a (MRJP1, apisimin,) stoichiometry. The information uncovered in this work will help
pave the way toward a better understanding of the unique physiological role played by MRJP1 during queen differentiation.

dult honeybees (Apis mellifera) form three castes. Females

can develop into queen or worker bees, while males are
known as drones."”> Each colony has only a single queen that
mates with drones and lays eggs. Worker bees are sterile but
perform numerous tasks, including foraging for food and
feeding of larvae.” The dimorphism of female bees is governed
by the nutritional environment experienced by the larvae.*™”
Future queens are fed royal jelly (RJ) throughout their
development. Worker larvae receive RJ only for an initial
period of 3 days, after which their food is switched to worker
jelly.""* Male larvae receive drone jelly. The various jellies differ
in their protein composition, as well as their fructose:glucose
ratio and vitamin content.* "

RJ is secreted by the hypopharyngeal and mandibular glands
of worker bees at an early stage of their life cycle, during which
they are members of the nurse subcaste."” RJ contains proteins,
carbohydrates, lipids, vitamins, salts, and free amino acids."
The so-called major royal jelly proteins (MRJPs) constitute
roughly 90% of the total RJ protein.” This family comprises

< ACS Publications  © 2017 American Chemical Society

1645

nine homologous members, designated MRJP1-9.""'>"* The
high percentage of essential amino acids in MRJPs underscores
their nutritional role in bee larvae.”"

The ability of RJ to modulate the development of female
larvae may be partially related to the presence of histone
deacetylase inhibitors," microRNAs,” and other factors."
However, the key ingredient that drives queen development
appears to be MRJPI, the most abundant protein in RJ."
Although the exact role of MRJP1 remains under riisputt:,16
there is strong evidence that this protein triggers queen
differentiation via an epidermal growth factor receptor
(EGFR)-mediated signaling pathway.'>'” MRJP1 also exhibits
antibacterial effects,'” as well as zmtihypertensinn1'J and growth
factor-like activity in mammalian cells."”

Received:  January 10, 2017
Revised:  March 1, 2017
Published: March 2, 2017

DOl 10.1021/acs biochem.7b00020
Biochemistry 2017, 56, 1645—1655

41



Biochemistry

MRJP1 is expressed as a chain consisting of 432 amino acids.
Subsequent cleavage by a signal peptidase removes an N-
terminal 19-residue segment,‘ resulting in a chain with an
expected molecular weight (MW) of 46861 Da. During
maturation, MRJP1 undergoes additional post-translational
modifications.” Isoelectric focusing reveals the presence of
nine MRJP1 isoforms that share a similar MW but have slightly
different pls between 4.7 and 5.2.>"** Differences in the nature
and extent of post-translational modifications are thought to be
chiefly responsible for this heterogeneity.”

Mature MRJP1 is a g‘!l coprotein, and its glycans have been
analyzed in great detail.””** Sugars are bound mainly at N144
and N177, although other attachment sites also exist.”" The
glycans were shown to include a unique Galff1-3GalNAc
unit.”* Deglycosylation by PNGase F causes a mass shift on
sodium dodecyl sulfate (SDS) gels from an apparent MW of 56
KkDa to an apparent MW of 47 kDa,” the latter being consistent
with the amino acid sequence of the mature protein.’

‘When isolated from royal jelly, MRJP1 is copurified with the
S4-residue (5.54 kDa) a-helical peptide apisimin.™ Apisimin
promotes the association of MRJP1 into higher-order
structures,' " producing MRJP1 /apisimin complexes that
exhibit considerable thermal stability, " The composition of
these complexes remains uncertain,'’ Electrophoretic densi-
tometry suggested a 5:1 MRJP1:apisimin stoid‘linmetry,“ but
other binding ratios could not be ruled out. Chromatographic,
electrophoretic, and light scattering studies yielded size
estimates of 280—420 kDa for these MRJP1/apisimin
assemblies.'"”**® Binding is mediated solely by noncovalant
interactions, as intermolecular disulfide bridges are absent.™

Structural investigations of MRJP1/apisimin complexes are a
prerequisite for gaining a better understanding of the unique
role that MRJP1 plays during queen development.'® Unfortu-
nately, it has not been possible thus far to %enerate high-
resolution conformational data for this system.” In the work
described here, we applied different mass spectrometry (MS)
techniques and various other biophysical tools to close some of
the existing knowledge gaps. Our primary goal was to elucidate
aspects of the MRJP1/apisimin structure and dynamics under
native conditions. In addition, we examined how the formation
of higher-order complexes depends on the presence of apisimin
(A) and glycan chains (G). We compared the behavior of
native MRJP1 in the presence of apisimin (“A+”) and with
glycans attached (“G+”) to that of samples that had undergone
deglycosylation (“G—") as well as partial apisimin removal
(denoted as “A="). The four types of samples generated in this
way are denoted A+G+, A—G+, A—G—, and A+G—. Our data
allow us to propose simple structural models for the complexes
encountered under these different conditions.

B MATERIALS AND METHODS

Sample Preparation. Protein samples were prepared in 50
mM HEPES (pH 7.5), unless otherwise noted. The MRJP1/
apisimin complex was purified as described previously,”
resulting in stock solutions containing 50 uM protein. A subset
of these A+G+ samples was subjected to apisimin depletion.
Size exclusion and ion exchange methods have previously been
shown to be ineffective for separating apisimin from MRJPI,
pointing to high-affinity noncovalent interactions.”® The
presence of intermolecular disulfide bonds can be ruled out
because apisimin does not contain Cys residues.”® We thus
attempted to separate apisimin from MRJP1 by dialysis. Initial
tests during which the MRJP1/apisimin complex was dialyzed
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against native buffer or 7 M urea solutions did not result in any
appreciable change in the apisimin:MRJP1 ratio, as judged by
ESI-MS signal intensities after separation on a reversed phase
column (BEH300 C4, 1.7 pgm, 2.1 mm X 50 mm, Waters,
Milford, MA). A more effective strategy for apisimin depletion
was dialysis against dilute aqueous formic acid solutions at pH 2
for 14 days on ice [using molecular weight cutoff (MWCO)
20000 cassettes from Thermo, Waltham, MA]. This procedure
reduced the apisimin:MRJP1 ratio by approximately 50%
relative to that of the original A+G+ samples. The apisimin-
depleted protein was exchanged back into nondenaturing
HEPES at pH 7.5 and equilibrated for 24 h on ice prior to
further analyses. The samples obtained in this way are denoted
“A—G+". MRJP1 deglycosylation (with or without apisimin
depletion) was performed using PNGase F (Promega, Madison,
WI),* producing deglycosylated samples A—G— and A+G—.
Quantitative glycan removal was confirmed using SDS—
polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE).*

Optical Spectroscopy. CD data were recorded on a Jasco
(Easton, MD) J-810 spectropolarimeter using a 1 mm optical
path length. Protein-free blanks were subtracted from the
reported data. Secondary structure analysis was performed
using the Spectra Manager software package supplied by the
instrument’s manufacturer. Fluorescence data were acquired
using a Jasco FP-6500 spectrofluorimeter with an excitation
wavelength of 285 nm.

Blue Native Polyacrylamide Gel Electrophoresis (BN-
PAGE). For BN-PAGE,*"*® protein samples were transferred
into 50 mM bis-Tris-HCI buffer containing 15% (w/v) glycerol.
Separation was performed on 5 to 18% (w/v) polyacrylamide
gradient gels that were run at 15 mA and 4 °C for 4 h in an SE
600 electrophoresis system (Hoefer, San Francisco, CA). The
anode buffer consisted of 50 mM bis-Tris HCI, while the
cathode buffer consisted of 50 mM Tricine, 15 mM bis-TTis,
and 0.02% (w/v) Coomassie brilliant blue G-250 (Bio-Rad,
Hercules, CA). Thyroglobulin (669 kDa), ferritin (440 kDa),
catalase (232 kDa), lactate dehydrogenase (158 kDa), and
bovine serum albumin (66 kDa) were used as calibrants.
Apparent molecular weights (MW,,,) were determined from
using distance of migration versus log(MW) plots.”

Native Top-Down Mass Spectrometry. Native ESI-MS
was performed as described previously’' using a modified
Orbitrap Q-Exactive instrument (Thermo Fisher, Bremen,
Germany). Fragment ion spectra were calibrated internally and
matched manually with a tolerance of 10 ppm using mMass.”
MRJP1 samples were washed three times in a 100 mM neutral
ammonium acetate solution, using Amicon filters with a
MWCO 30000 membrane (Millipore, Darmstadt, Germany)
prior to infusion. ESI was performed using a sheath-flow
capillary electrophoresis device operated at a sprayer voltage of
1.5 kv, Prosight PC 3.0 (Thermo Fisher) and Prosight Lite
were used for data analysis.

Hydrogen/Deuterium Exchange Mass Spectrometry.
MRJP1 samples (5 #M) were mixed with D,0-based labeling
buffer in a 1:9 volume ratio at 22 °C. Aliquots of 200 uL were
removed after 10 s, 1 min, 10 min, and 100 min and reactions
quenched by adding an equal volume of an ice-cold solution
containing 0.675 M guanidinium chloride, 1% formic acid, and
15 uL of a 3 mg mL™" pepsin solution (final pH of 2.5). Offline
pepsin digestion took place on ice for 1 min. The samples were
flash-frozen in liquid nitrogen and stored at —80 °C prior to
analysis. The aliquots were then rapidly thawed to ~0 °C and
manually injected into a nanoACQUITY UPLC instrument
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with HDX technology (Waters). Desalting and peptide
separation were performed at 0 °C within 25 min on an
equilibrated reversed phase column (BEH C8, 1.7 um particle
size, | mm X 100 mm) using a water/acetonitrile gradient with
0.1% formic acid at a rate of 40 L min~'. Analysis was
performed on a Waters Synapt G2 mass spectrometer. Zero-
time controls (m,) for the correction of in-exchange were
performed by exposing MRJP1 to quenching buffer, followed
by D,0 exposure, resulting in the same final solution
composition that was seen for all other samples. Controls for
fully exchanged MRJP1 (mq, for the correction of back
exchange) were prepared by incubating 5 M MRJP1 in a
labeling solution at pH 2.0 and 70 °C for 12 h. Normalized
deuteration levels are reported as (m, — my)/(mgq — my) X
100%, where m, represents the centroid mass of the peptide of
interest after HDX for time f. Extensive washing and blank
injections were used between individual runs to prevent
carryover, thereby eliminating false EX1 artifacts.”* Peptide
identification was performed using MSE and PLGS version 2.5.3
(Waters), HDX data were analyzed using DynamX version 3.0
(Waters). All experiments were conducted in triplicate

Thirty-four peptic peptides could be consistently observed
with adequate signal/noise (S/N) ratios across all four types of
samples. The HDX/MS peptic digestion map is depicted in
Figure S1, using the standard residue numbering of full-length
MRJPL” Only peptides that were observed under all four
conditions are shown, providing a sequence coverage of 55%.
This relatively low coverage is partially attributed to the
presence of glycans in G+ samples, which precluded the
detection of peptides in the vicinity of glycosylation sites N144
and N177.*" Control experiments using trypsin yielded a
sequence coverage of 64%, only slightly higher than that for
pepsin (Figure S2). The sequence stretches covered by trypsin
mapping resemble those detected after pepsin digestion. The
limited sequence coverage seen with both proteases is
consistent with the fact that MRJP1 experiences various post-
translational modifications”*’ in addition to glyv:ﬂsylatian.24
Any such covalent modifications will interfere with peptide
matching, which relies on comparisons with the cDNA-derived
MRJP1 sequence.” Analyses of the apisimin HDX behavior
were not possible because of the low signal intensity of the
corresponding peptides.

B RESULTS AND DISCUSSION

Stoichiometry of Native MRJP1/Apisimin Complexes.
As a first step toward a comprehensive characterization of the
MRJP1/apisimin system, we determined the composition of
unmodified (A+G+) samples. Native ESI-MS™ ™ of A+G+
yielded a series of peaks, corresponding to MRJP1/apisimin
complex ions with an average mass of 231.88 kDa and charge
states of 27+ to 32+ (Figure la). Collisional activation of 30+
precursor ions released monomeric species with an average
mass of 51.97 kDa and charge states of 12+ to 20+ (Figure 1b).
This dissociation behavior is similar to asymmetric charge
partitioning events seen for other complexes.” The spectrum
in Figure 1b also shows an intense apisimin®* signal, consistent
with the expected 5.54 kDa mass of the peptide. Activation of
the intact complex (m/z 7000—8000) in the HCD* cell
yielded a remarkably clean spectrum with three dominant peaks
corresponding to apisimin 1+ to 3+ (Figure 1b, inset). Pseudo-
MS? was implemented by subjecting monomeric MRJP1'** to
HCD, generating fragment ions that were matched to the
expected sequence” (Figure 1c). The matched fragments
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Figure 1. (a) Native ESI mass spectrum of the MRJP1/apisimin
complex isolated from RJ (A+G+ sample). (b) Collisional activation of
30+ precursor ions releases highly charged MRJP monomers and
apisimin. The peak marked with an asterisk corresponds to apisimin®*
with an unidentified 222.15 Da adduct. The inset in panel b shows
apisimin ions in charge states of 1+ to 3+, generated by collisional
activation of the intact complex. (¢) Deconvoluted top-down
fragmentation spectrum of MRJP1'** precursor ions. The inset in
panel ¢ shows the graphical fragment map, with cleavage sites
corresponding to N-terminal (b-type) ions and C-terminal (y-type)
jons that could be matched to the protein sequence with a mass
accuracy of <5 ppm. The fragmentation map of apisimin is included in
the inset of panel b.

correspond to cleavages within the 35 N-terminal and 16 C-
terminal residues, consistent with reports that glycosylation™
and other post-translational modifications” affect only residues
closer to the center of the sequence.
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Figure 2. BN-PAGE analyses of protein—protein interactions. Lane 1 contained MW markers. Lanes 2—5 show data for MRJP1 samples A+G+, A—

G+, A—G—, and A+G—, respectively.

The data depicted in Figure 1 unambiguously reveal the
binding stoichiometry of the MRJP1/apisimin complexes in A
+G+ samples. The measured mass (231.88 kDa) represents 4
times the measured MRJP1 mass plus 4 times the mass of
apisimin (4 % 51.97 kDa + 4 X 5.54 kDa = 230.04 kDa). The
slight difference between the two values (231.88 kDa vs 230.04
kDa) likely reflects the loss of weakly bound nonspecific
adducts during collisional activation, as previously reported for
other protein cnml:»lexes.35 Overall, we conclude that native A
+G+ samples contain a substantial fraction of complexes with a
(MRJP1, apisimin,) stoichiometry. The ESI-MS-derived mass
is in reasonable agreement with estimates of ~290 kDa that had
been obtained using light scattering.”* We do not rule out the
possibility that larger aggregates may form under mildly
denaturing conditions (e.g, at pH 9), as reported previ-
ously. 2%

The measured monomer mass (51.97 kDa) significantly
exceeds that expected from the MRJP1 amino acid sequence
(46.86 kDa).” This 5.11 kDa difference is attributed largely to
MRJP1 glycoqflati(m.z}i25 Glycosylation usually causes mass
heterogeneity, """ consistent with the substantial width (full
width at half-maximum of &1 kDa) of the spectral signals in
Figure 1b. Other post-translational modifications may contrib-
ute to MRJP1 mass heterogeneity, as well.”*’

In addition to (MRJP1, apisimin,}, native ESI-MS reveals the
presence of monomeric MRJP1 in A+G+ samples (Figure S3).
Unfortunately, detection biases and differences in ionization
efficiency make it difficult to estimate the molar ratio of
monomeric MRJP1 to (MRJP1, apisimin,) in solution from
these ESI-MS data."%**

Effects of Glycan and Apisimin on the Quaternary
Structure of MRJP1. BN-PAGE is a complementary approach
for monitoring biomolecular interactions. The association with
Coomassie dye imparts negative charge to quasi-native proteins
within the gel, allowing their electrophoretic separation while
preserving interactions with binding partners.””*° BN-PAGE
was particularly useful for interrogating the properties of
MRJP1 samples after apisimin depletion (A—) and after
glycosylation (G—), because it was difficult to generate high-
quality native ESI mass spectra (not shown) under those
conditions. Hence, we applied BN-PAGE to MRJP1 samples of
the type A+G+, A—G+, A—G—, as well as A+G— (Figure 2).

A+G+ samples exhibit an intense band at a MW, of ~287
kDa corresponding to the native (MRJP1, apisimin,sp complex.
In addition, these samples show monomeric protein at a MW,
of 2255 kDa. These data are in agreement with the native ESI-
MS data depicted in Figure 1.

A—G+ and A—G— samples both exhibit BN-PAGE bands at
a MW,;,, of ~86 kDa. To interpret these bands, we recall two
points that became apparent during sample preparation (as
noted above). (i) A‘Pisimin exhibits a a very high binding
affinity for MRJPL™® (i) As a result of this high affinity,
apisimin depletion in our “A—" samples was incomplete. The
apisimin:MRJP1 ratio of these preparations was reduced by
~50% compared to that of the the original A+G+ samples.
Accordingly, it seems likely that the MW, ~ 86 kDa bands
predominantly correspond to (MRJP1, apisimin,) assemblies.
The measured MW, is lower than expected for such 2:1
complexes (theoretical MWs of 109.5 kDa for A—G+ and 99.3
kDa for A—G—). However, such deviations are quite common
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in BN-PAGE, where exposed hydrophobic areas can favor
excessive Coomassie binding. Such conditions cause elevated
electrophoretic mobilities that give rise to abnormally low
MW, values.* A+G— samples form large assemblies that
cannot migrate into the gel (last lane in Figure 2).

In summary, the combination of native ESI-MS and BN-
PAGE yields a consistent picture of the binding stoichiometries
for the different types of samples studied here. A+G+ samples
contain (MRJP1, apisimin,) complexes, as well as MRJP1
monomers. A—G+ and A—G- conditions give rise to the
formation of (MRJP1, apisimin, ) complexes. The prevalence of
dimeric MRJP1 assemblies in these perturbed samples suggests
that native (MRJP1, apisimin,) possesses a “dimer of dimers”
architecture. A similar situation is encountered for many other
tetrameric proteins, where two pairs of tightly bound chains
come together to form the overall complex." " Large
assemblies of the type (MRJP1,, apisimin,), where m > 4
and n >> 4, are encountered for A+G— samples.

Our data support the view'"”® that apisimin promotes the
noncovalent association of MRJP1. Apisimin depletion shifts
the binding stoichiometry from species containing four MRJP1
chains to assemblies that contain only two MRJP1 chains
(Figure 2). After deglycosylation, the presence of apisimin
triggers the formation of large aggregates [A+G— (Figure 2)].
The fact that these large assemblies form only after glycan
removal points to the role of glycans as ag§regation inhibitors,
in line with reports for other proteins.”” ™

Characterization by Optical Spectroscopy. Far-UV CD
spectra provide insights into secondary structure”” (Figure 3a).
A+G+ samples exhibited a main minimum at 208 nm.

10
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Figure 3. (a) Far-UV CD spectra and (b) Trp fluorescence emission
spectra of the four types of MRJP1 samples.
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Deconvolution of this spectrum suggests 47% antiparallel f-
sheet and 28% random coil, with the remainder being due to a-
helices, parallel -sheet, and f-turns. Apisimin depletion and/or
deglycosylation caused only minor changes in the CD spectra.
A+G— samples displayed a small shift in the position of the CD
minimum from 208 to 207 nm, suggesting a 5% reduction in
antiparallel f-sheet content and a subtle (2%) increase in
random coil character. While these percentages represent only
semiquantitative estimates,” "> Figure 3a nonetheless indicates
that MRJP1 exhibits a relatively high degree of disorder under
all conditions studied.

MRJP1 possesses five Trp residues. The Trp emission
maximum for A+G+ was at 335 nm (Figure 3b). The other
three types of samples showed spectra that were slightly red-
shifted, with maxima of 338 nm (A—G+), 341 nm (A—G-),
and 340 nm (A+G—). These UV emission properties report on
the environment of Trp side chains.”® The observed spectral
shifts relative to A+G+ indicate structural changes from a
hydrophobically buried environment to a conformation in
which Trp side chains become slightly more solvent
accessible.”** Thus, some hydrophobic contacts that exist in
native MRJP1 (A+G+) become disrupted after apisimin
depletion and/or deglycosylation.

The spectroscopic data of Figure 3 also provide insights into
the nature of the large (MRJP1,, apisimin,) assemblies formed
under A+G— conditions. The CD and fluorescence signatures
of these species remain quite similar to those seen for the other
sample types. This behavior reflects the fact that the A+G—
assemblies do not precipitate. Insoluble precipitates would
show spectra with greatly reduced signal amplitudes and
diminished S/N ratios.” " In other words, our data imply that
A+G— conditions produce soluble aggregates, resembling the
behavior seen for several other proteins under mildly
denaturing conditions.”**”

Hydrogen/Deuterium Exchange. HDX/MS is a sensitive
tool for examining how protein structure and dynamics respond
to changes in biomolecular interactions or other external
factors."*~®* HDX/MS measures the mass increase that
results from the deuteration of backbone NH groups in D,0-
based labeling buffer. At near-neutral pH, disordered segments
undergo exchange with rate constants (ky,) on the order of =1
s7L97% HDX rates are greatly reduced in well-structured
regions that are stabilized by backbone hydrogen bonds. These
folded regions usually undergo deuteration in the EX2 regime,
which is characterized by isotope envelopes that gradually shift
toward higher masses. EX2 behavior is indicative of opening/
closing transitions that take place on a time scale much faster
than 1 s™.*" Conversely, correlated opening/closing events
much slower than 1 s™! give rise to bimodal isotope
distributions (commonly termed EX1 exchange).m'ﬁﬁ‘ﬁ'"

Representative HDX kinetic plots are depicted in Figure 4
(see Figure S4 for the complete data set). Most peptides exhibit
deuteration levels greater than 50% already at the earliest
labeling time point of 10 s. After 100 min, all peptides approach
complete deuteration. This is in contrast to the behavior of
many other proteins, which possess well-folded regions that are
highly protected against HDX.****° The across-the-board
rapid deuteration seen here for MRJP1 under the various
experimental conditions is reminiscent of data ~?revi0usly
reported for intrinsically disordered proteins.”"**""

To compare the properties of A+G+, A—G+, A—G—, and A
+G— in a comprehensive fashion, we will focus on deuteration
levels for t = 1 min (Figure Sa—d). The deuteration patterns of
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Figure 4. Kinetics of deuteration measured for various representative
segments for the four types of MRJP1 samples. Each data point is the
average of three independent measurements; error bars represent
standard deviations.

the four samples show many similarities. With a fully deuterated
N-terminal region as a starting point, the HDX levels decline to
values of ~60% for segment 69—77, suggesting some weak
hydrogen bonding in this region, possibly in combination with
sequestration of NH groups in the protein interior. Between
residues 91 and 265, MRJP1 is highly disordered with
deuteration values close to 100% for A+G+, A—G—, and A
+G—, while slight protection is seen in this range for A—G+
(Figure 5b). Protection is most pronounced for all four samples
beyond residue 265, with many deuteration values between 25
and 75%. We conclude that the C-terminal region comprising
residues 266—432, while still being quite dynamic, is the most
structured part of MRJP1.

The subtle HDX changes caused by apisimin depletion and
deglycosylation are best visualized by resorting to difference
plots, using the A+G+ data as a reference. Negative values for
A—G+ in the range of residues 202—302 reveal that A—G+ is
slightly more protected in this region than A+G+ is (Figure
Se). The HDX properties of A—G— are quite similar to those of
A+G+, which is evident from difference values close to zero
throughout the entire sequence range (Figure 5f). The largest
changes are seen for A+G—, where the C-terminal region of
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residues 266—369 exhibits deuteration levels significantly
elevated compared to those of A+G+ (Figure 5g).

To gain additional insights into the weak HDX protection
observed under the four conditions, it is instructive to look at
unprocessed mass spectra. Remarkably, all MRJP1 regions that
showed incomplete deuteration exhibited bimodal isotope
distributions, implying that HDX proceeds in the EX1 regime
for all four conditions (Figure 6).°"°*“” Already after 10 s, the
EX1 distributions showed a well-developed high-mass
component, with an amplitude on the order of 30—60% for
most peptides. This behavior reveals that all of the MRJP1/
apisimin samples exist as partially structured species that are in
equilibrium with conformers that are more unfolded. In
addition, the reversible dissociation of higher-order structures
into smaller building blocks (e.g, tetramer < monomer
transitions in the case of A+G+) could contribute to the
observed EX1 behavior. The level of EX1 low-mass
components diminished over time but remained detectable
even after 100 min. These slow kinetics imply that the
interconversion of partially structured species with more
unfolded conformers takes place on a time scale of several
hours.”"*%7

Hydropathy Analysis. Most water-soluble proteins fold
into structures in which nonpolar side chains are buried in the
core, while hydrophilic residues remain solvent accessible.”””*
Our data demonstrate that MRJP1/apisimin complexes are
quite disordered, without a well-developed core. However, it is
known that even for such disordered proteins some clustering
of nonpolar residues can take place, specifically in regions that
are involved in intermolecular contacts.”™"

To identify possible MRJP1 regions that might show
nonpolar clustering, we conducted a Kyte—Doolittle ana]ysis,"‘f'
using the standard scale that ranges from —4.5 for Arg as the
most hydrophilic residue to +4.5 for Ile as the most
hydrophobic. The average hydropathy of MRJP1 is —0.44 +
1, reflecting the low percentage of nonpolar residues in this
protein. The *“VLFFGLV*? segment stands out as the most
hydrophobic region, which is evident from the prominent spike
centered at residue 319 in Figure 7a. Interestingly, this region is
most protected against deuteration in unmodified MRJP1
(Figures 4d and 5a). As in the case of other disordered
proteins,"”® MRJP1 therefore contains at least one hydro-
phobic region that is relatively structured.

In contrast to MRJP1, apisimin is quite hydrophobic with an
average hydropathy of 0.95 + 0.9 (Figure 7b). This nonpolar
character is particularly pronounced for the C-terminal half of
the peptide (**IVS---VFA™) that has a hydropathy of 1.4 + 0.5.

Implications for the Native MRJP1/Apisimin Complex.
The establishment of nonpolar contacts generally represents
the dominant driving force for the formation of protein—
protein interactions.”””* This is particularly the case for
intrinsically disordered proteins, in which the corresponding
nonpolar regions tend to be among the most structured
elements.”” Accordingly, the MRJP1 **VLFEGLV** region
is a prime candidate for the formation of intermolecular
contacts because this segment exhibits the highest hydro-
phobicity (Figure 7a). The **VLEFGLV*? region was not
completely covered in our HDX experiments. However, the
partially overlapping segment 303—318 showed the strongest
protection in MRJP1 (Figures 4d and Sa), supporting the view
that this region is a key binding element.

Our data (Figure 2) as well as earlier work'"*® demonstrate
that the association of MRJP1 complexes is mediated by
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apisimin. The native ESI-MS data of Figure 1 uncovered the and N177. Residues 266—432 adopt a marginally stable fold
fact that these complexes possess a (MRJP1, apisimin,) that may be organized in an antiparallel }-sheet conformation,
stoichiometry, suggesting that apisimin acts as linker that as suggested by the CD data of Figure 3. The 316y FEGLV?2
binds MRJP1 monomers together. The hydrophobic nature of hydrophobic segment is among the most structured segments.
apisimin (Figure 7b) implies that these linkages are dominated Apisimin acts as an a-helical linker that binds the MRJP1 chains
by .nonpolar contacts. It seems erl).r that linkages within the together. A key element of these interactions are nonpolar
native (MRJP1, aplsl'mm4) comple)f §nv'olve nonpolar contacts contacts between **VLEFGLV®® and the hydrophobic C-
between the C-terminal half of apisimin (*IVS--VFA%*) and ) s (38 s4 adition, di
the MRJP1 316y EFGLYV? segment (Figure 7). terminal portion o a.plsnmm( IVSA-'VI.:A ). In addition, direct
contacts between adjacent MRJP1 chains cannot be ruled out.
The four MRJP1 molecules are assembled in a “dimer of
dimers” architecture, implying the presence of two tight

B CONCLUSIONS

Previous efforts to generate high-resolution structural data for subunit—subunit interfaces and two loose interfaces (corre-
MRJP1 were unsuccessful. In the study presented here, we sponding to the horizontal and vertical contacts in Figure 8a,
applied a range of biophysical techniques, each of which respectively). The relatively low ESI charge states formed in the
provides insights into specific aspects of protein conformations native solution (Figure la) indicate that despite their disorder,

and interactions. The information obtained allows us to
propose simple structural models of MRJP1/apisimin com-
plexes that are encountered for the four types of samples
studied here. All of the species (A+G+, A—G+, A—G—, and A
+G—) are relatively disordered, and they undergo slow (EX1)
interconversion with coexisting species that are even more

the overall structure of the (MRJP1, apisimin,) complexes is
quite compact.79

In A—G+ and A—G— samples, the apisimin concentration is
reduced by roughly 50% relative to those of the A+G+
preparations. Linker depletion causes dissociation of (MRJP1,

unfolded. apisimin,) into (MRJP1, apisimin,) subcomplexes, as indicated
Native A+G+ conditions favor the presence of (MRJP1, in panels b and ¢ of Figure 8. This dissociation causes only
apisimin,) complexes (Figure 8a). The MRJP1 chains within minor changes in the overall conformational properties of the
these complexes are largely unstructured in the range of MRJP1 chains. However, Trp side chains become more solvent
residues 20—265; this includes glycan attachment sites N144 accessible, and newly exposed interfaces cause excessive
1652 DOI: 10.1021/acs.biochem.7b00020
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Coomassie dye binding, consistent with the disruption of
protein—protein contacts.

The glycan chains at residues N144 and N177 play a role in
controlling the degree to which apisimin can cause association
of MRJP1 into larger aggregates. For other proteins, it has been
demonstrated that glycans can inhibit aggregation, because
steric clashes of the heavily hydrated sugar chains interfere with
self-association of the protein.” ™ In the case of MRJPL,
deglycosylation results in apisimin-mediated association into
large soluble assemblies of the type (MRJP1,, apisimin,) where
m > 4 and n 3> 4. These A+G— conditions destabilize
previously existing backbone hydrogen bonds in the range of
residues 266—432 (Figure 8d).

From the proposed structural models of Figure 8, uncovering
the exact mechanism by which MRJP1 might tap into EGFR-
mediated events that trigger the development of bee larvae into
queens still requires a great deal of work.”™'" With the
nutritional role of MRJP1 in mind,”" the semiunfolded nature
of (MRJP1, apisimin,) complexes in R] may be important for
ensuring efficient hydrolysis by proteases in the larval digestive
tract.”’ Interestingly, proteomic analyses have uncovered
significant differences in the makeup of the gastrointestinal
enzymes of queens relative to that of worker bees and drones.”"
It seems likely that queen development is not triggered by the
intact (MRJP1, apisimin,) complexes per se, but by proteolytic
products that are generated in the digestive tract and absorbed
into the hemolymph.

Considering the disordered nature of native MRJP1/apisimin
complexes, it is not surprising that crystallization efforts (in
M.V.d.S.'s laboratory, unpublished observations) were un-
successful. In previous work on other proteins, HDX/MS was
applied to pinpoint regions of disorder, thereby allowing the
design of “disorder-depleted” constructs that then yielded high-
quality crystals.*” Our HDX/MS experiments identify residues
20-265 as the most disordered region within native MRJP1/
apisimin assemblies. In future studies, it will be interesting to
perform crystallization trials on constructs where this N-
terminal part of MRJP1 has been deleted. Our data predict that
such constructs should still be able to form tetrameric
assemblies with apisimin (Figure 8a), because we believe the
apisimin binding site to be in the vicinity of residue 320.
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Supporting Figure S2. MRIP1 peptides identified after tryptic digestion, using the cDNA derived

published protein sequence.”’ The sequence coverage is 64%.
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Supporting Figure S3: Native ESI mass spectrum of MRIP1/apisimin (A+G+) acquired under
gentle source conditions. Peaks are assigned based on the mass values deduced from Figure 1
(main text). The full spectrum shown here indicates that the protein in solution exists as a mixture
of tetrameric complexes (MRJP1, apisiming) and free monomeric MRJP1. Some dimeric MRJP1
is seen as well. The peak intensity ratios seen here cannot be directly related to solution phase
concentrations due to differences in ionization efficiency and m/z bias of the mass analyzer used.”
Both of these factors are expected to diminish the magnitude of (MRJP1, apisiming) signals. All
peaks are shifted to higher m/z due to the retention of nonspecific adducts.”” For the gentle source
conditions used here, this effect is particularly pronounced for (MRJP14 apisiming). Much better
agreement between expected and measured (MRIJP14 apisiming) is obtained when applying
slightly more extensive source activation of the complex (see main text and Figure 1a).
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S5

~




10 {3 g3 fi‘-%i//,_ o

-~ A+G+
0.5 —— A-G+ - E/{_._—!p-—-—“
e T+
247-265 —— A+G- | 266-275 283-302

0.0
0.1 1 10 100 0.1 1 10 100 0.1 1 10 100 0.1 1 10 100

357-376
A 1 10 100

358-369 358-372 358-376 370-376

Normalized Deuteration Level

0.0
0.1 1 10 100 0.1 1 10 100 0.1 1 10 100 01 1 10 100

0.5

401-409 401-410
0.1 1 10 100 0.1 1 10 100

0.0

Time (min)

Supporting Figure S4 — Part I1. Complete summary of the HDX kinetics measured (normalized
deuteration level vs. labeling time) for all the peptic peptides monitored for A+G+, A-G+, A-G-,
and A+G- samples. The sequence range covered by each peptide is indicated in the individual
panels. Error bars (representing standard deviations) are shown for each point.
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Supporting Figure S5. Examples of bimodal (EX1) MRJP1 isotope distributions after 10 s (top
panels) and 100 minutes (bottom panels) of deuteration. Smooth lines indicate Gaussian

deconvolutions into high mass and low mass components.
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6. Consideracoes finais e

Perspectivas

A proteina MRJP1 foi escolhida como nosso modelo experimental ndo somente por
sua importancia e complexidade, mas também por ndo existir trabalhos na literatura que
descrevessem suas caracteristicas estruturais na profundidade conseguida nesta tese. Esta
proteina se faz especialmente importante devido ao seu papel biolégico na abelha Apis
mellifera, inseto que estd em curso de declinio ao redor do mundo [156-162]. Conhecer a
biologia da abelha nos mais diversos niveis, inclusive o bioquimico, é essencial para uma
preservacdo mais eficiente da espécie. O trabalho descrito nesta tese mostrou como a
associacao de vérias técnicas de bioguimica e biofisica, com énfase em espectrometria de
massas, podem ser utilizadas em conjunto para descrever propriedades e caracteristicas de
uma proteina em detalhes. Possivelmente, algumas das caracteristicas estruturais
determinadas para MRJP1 ou talvez a combinacdo de todas eles gerem as importantes e
diversas funcdes de MRJP1.

Mesmo sabendo que uma das alternativas para cristalizacdo de glicoproteinas é a
deglicosilacdo da mesma, essa estratégia nao se fez valida para MRJP1. Tentativas anteriores
de cristalizacdo dessa proteina por nosso grupo em colaboracdo com especialistas se
mostraram frustradas. De fato, nossos experimentos de HDX-MS demonstraram que apds
remocao dos carboidratos a proteina tende a formar agregados sollveis. Nossos dados de
HDX-MS também clarificaram a natureza dindmica de MRJP1, especialmente na por¢do N-
terminal, que possui caracteristica de ser intrinsicamente desordenada. Provavelmente, essas
caracteristicas estruturais inviabilizaram a cristalizagdo. Assim, sugerimos que o caminho
mais viavel para se conseguir um cristal a ser difratado seria a producédo de MRJP1 truncada,
onde somente regides estaveis que interagem com apisimina sejam cristalizadas.

Mesmo ap6s um extensivo estudo sobre a estrutura do héterocomplexo
MRJP1/apisimina, ainda ndo estd claro como tal complexo pode desempenhar funcdes

essenciais no desenvolvimento larval em rainhas. No entanto, podemos seguir a seguinte linha
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de raciocinio: o complexo composto de MRJP14/apisiminas é construido a partir da formacéo
dimero de dimero com estequiometria MRJP12/apisimina;. Ou seja, 0 complexo é dependente
da associacdo promovida pela apisimina. Tal mecanismo pode servir como controle de
diferentes funcbes da mesma proteina. Ou seja, o tetramero pode ter funcBes diferentes
daquelas dos dimeros, assim como dos monémeros. O mesmo pensamento pode ser usado
para a deglicosilacdo de MRJP1. Diferentes graus de glicosilagdo podem estimular ou inibir
diferentes eventos e cascatas de sinalizacao intracelular.

E bastante comum na natureza encontrar proteinas que S0 intrinsicamente
desordenadas, mas que desempenham importantes funcdes em um organismo. Proteinas
intrinsicamente desordenadas (PIDs) sdo capazes de desempenhar muitas fungdes, uma vez
que seus segmentos desordenados podem interagir com varias proteinas fazendo com que uma
mesma proteina possa ser reutilizada em diferentes vias de sinalizacdo [163].

As PIDs estdo sujeitas a varias modificacGes pos-traducionais e eventos de splicing
alternativo, adicionando complexidade as redes reguladoras e promovendo mecanismos de
sinalizacdo tecido-especifica [164]. Além do mais, estas proteinas podem participar na
montagem de complexos de sinalizacdo e na dinamica de auto-associacdo de organelas
nucleares e citoplasmatica [164]. Como foi demonstrado por Kamakura, 2011 [65], a
interacdo de MRJP1 com células do desenvolvimento se da a partir do receptor EGFR, um
importante receptor envolvido em varias vias de sinalizacdo celular.

Como perspectiva de médio ou longo prazo, a determinacdo da estrutura
tridimensional de MRJP1 lancara luz sobre como esta interage com seu receptor disparando
sequéncias de sinais intracelulares responsaveis pelo notavel efeito bioldgico nas larvas.
Também, essa estrutura 3D serd essencial como ponto de partida para se entender o0s
mecanismos moleculares e funcbes bioldgicas de MRJP1 em 6rgdos como o cérebro de

abelhas por exemplo.
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