Cécile Fleury

Ferramentas de Bioinformatica
dedicadas ao estudo
das Rela¢oes Estrutura-Funcao-Antigenicidade

em Toxinas Peptidicas Animais

Orientador : Prof. Dr. Paulo Sérgio Lacerda Beirdao, LAMEX,
Departamento de Bioquimica e Imunologia, ICB, Universidade
Federal de Minas Gerais, Brasil

Co-orientador : Dr. Franck Molina, SysDiag, UMR3145
CNRS/Bio-Rad, Montpellier, Franca

Tese em Bioinformética,

submetida ao Departamento de Bioquimica e Imunologia,
Instituto de Ciéncias Bioldgicas,

Universidade Federal de Minas Gerais,

como requisito parcial para a obtengao do titulo de
Doutor em Ciéncias.

Belo Horizonte

Minas Gerais - Brasil
2009



AGRADECIMENTOS

Esperando ndo cair no melodrama, preciso contar aqui que tenho muita gente
a agradecer ao concluir um projeto como este. Pois ndo se trata “somente” de um
projeto de pesquisa, mas também de um importante pedaco de vida. Quatro anos
riquissimos em experiéncias diversas, encontros, desencontros e reencontros com
inlmeras pessoas (agora me parecem bilhdes... como farei para nao esquecer
ninguém?), aprendizagens em disciplinas da ciéncia e da vida, tdo multiplas quanto
remotas, esperancas e desesperos, desanimo e motivagdo, frustracoes e alegrias, e
tudo muito muito muito intenso. Somando tudo o que vivi aqui no Brasil e 14 na
Franca, é um monte de felicidade que me enche e que levo embora comigo ao virar
esta pagina de vida.

Por isso e por tudo o que minha vinda para ca proporcionou, agradego a todas as
pessoas que, de perto ou de longe, em qualquer medida, bem ou mal, contribuiram
para fazer da minha vida profissional e pessoal o que ela é hoje e o que sera no
futuro...

Primeiramente, agradeco ao Dr. Molina e ao Prof. Beirdo por ter possibilitado
este projeto, por ter me mandado e recebido (respectivamente) neste maravilhoso
Brasil, por ter me confiado este trabalho e por ter me orientado e apoiado. Fico
imensamente grata por tudo que fizeram.

Agradeco também aos Profs. Carlos Chavez, Evanguedes, Maria-Elena, Adriano
Pimenta, no Brasil, e ao Prof. Claude Granier na Franca, por terem construido e
enriquecido nossa colaboragao cientifica dedicada ao estudo das toxinas animais.
Agradeco também pelo jeito pelo qual me receberam e cuidaram de tudo para que eu
me adaptasse rapidamente, assim como pelo exemplo professional.

Agradeco ao Dr. Frédéric Ducancel, ao Prof. Pedro Pascutti, ao Prof. Frederico
Campos Filho e ao Prof. Carlos Chavez por tererem aceitado participar da banca da
minha defesa. Me sinto honrada pela disponibilidade e interesse dos membros dessa
banca.

Agradeco...

... Aos meus amigos do Brasil, todos tdo queridos e insubstituiveis. J4 sinto uma
saudade imensa de todos que doi... Por ordem aproximada de aparigao: Juliana,
minha “mdezinha” querida, que me recebeu, ajudou, ensinou, cuidou de mim com
um imenso carinho quando cheguei; Chico Lobo, meu amigdo, meu parceirdo de
conversas e desconversas interminédveis e apaixonantes, debates e afins, em inglés no

inicio e depois em mineirés com girias, “s6”; Adriano, meu amigo queridissimo, meu



colega de aula, de curso, de congresso, de festas, de danga (para mim, o melhor
dangarino do Brasil) e de viagens para a Serra do Cipd, uma das primeiras pessoas
que teve a paciéncia de decifrar meu néo-portugués; Chicdo, amigdo e objeto de um
intenso estudo meu, cujo resultado hoje é admiracdo, surpresa, carinho, gosto,
reflexdo perpétua e mudanga, assim como tantas outras coisas boas que me
proporcionaram essa convivéncia especial; Larissa, minha amiga linda que entende
tudo, sente tudo, tem as palavras certas na hora certa, sabe e compartilha com gosto,
empolga e transmite alegria; Bernardo, o amigo mais bem humorado e carinhoso que
alguém possa sonhar, o anjo biélogo, a pessoa mais otimista, divertida, calorosa e
amada que conheci nesse lindo pais; Liza, a mulher mais generosa, luminosa, fofa,
um amor de pessoa; Miguelito, meu grande amigo, sempre por perto para dar apoio
ou dangar forr6, conselheiro e animado, muito querido; Fabiana, “muié”, minha
roommate e amiga, a preferida do nosso chefe (a razao!), cinéfila e colega da
“promogdo casal” de pipoca no Del Rey, enquanto sentadas contra a parede no lado
direito da sala de cinema; Cris, minha formigamiga elétrica, minha segunda
maezinha, quase irma também, até espelho as vezes, amiga inteira e indispensavel...
e Gui, a quem agradeco pela paciéncia, pelos biscoitos de queijo (7 para cada um), e
pelos palpites sobre A Favorita!; Carolinda, a amiga mais sensata, franca e objetiva,
amiga rara e preciosa; Alexandra, minha amiga do Portugal, generosa e atenciosa,
além de engracadissima, e rara demais também (fala portugués todo errado,
infelizmente); Cris Espetdculo, amiga adordvel, generosissima, engracadissima, e
muito pouco louca; Cica, minha amiga confidente, inteligente e interessante, muito
querida, discreta e importante; Maira, last but not least, recém-chegada mas em tao
pouco tempo ja4 muito amiga, divertida e sempre disposta, como ja lhe disse,
arrependo que esteja chegando a hora de ir embora, pelo tanto de coisas que eu
queria ainda poder compartilhar e viver aqui...

Aos meus amigos da Franca, também extremamente queridos e também
excepcionais, especialmente: Robin, Gilles, Mikaél, Barthélémy, Floriane, Mathieu,
Maya, Anthony, Anne, Ryselenn, Sabrina, Virginie, Philippe, Nabil, Vincent.

... Aos amigos e colegas de Montpellier: Violaine, minha primeira orientadora, hoje
colaboradora e também amiga muito querida, agradeco por tudo; David, essencial e
discreto, agradeco pela preciosa ajuda mas também pela confianca e pelos bons
momentos no trabalho, as conversas e os cafés; Sabine, amiga a primeira vista,
agradeco por ter me recebido e apoiado, e também pela super companhia; Benjamin
pelos ensinamentoss e pelo carinho; Pierre, pelo exemplo, pelo contra-exemplo (“rm
*”, por enquanto ndo apaguei todos os meus dados!), por BioW e pela convivéncia na
torre do laboratério; Christophe, agradeco “quadradamente” pelo bom humor e pelo
convite na sala dos quimicos asiaticos.



Aos meus colegas de trabalho (e de diversdao) do ICB, do LAMEX, da
Bioinformética, da UFMG inteira e do Sysdiag, “randomicamente”: Mauricio,
Rodrigo Véras, Stéphanie, Quelé, Eve, Dung, Esquisito, Lionel, Rodriban, Mario,
Bellinha, Jean-Daniel, Raoni, Michael, Jota, Ricardo, Isabelle, Priscildo, Laurence,
Moscdo, Aline, Sandrine, Anita, Gabrielzim, Rafaela, Dudu, Clara, Alain, Raquel,
Eva, Carol, Karine, Daiane, Nicolas, Luara, Jodo, assim como todos os membros dos

laboratérios do quarto andar do ICB e da UMR3145.
... Aos amigos da moradia universitaria e a FUMP!

... A Profa Gléria, ao Prof. Ronaldo Nagem, ao Prof. Marcelo Santoro e ao Prof. José
Miguel Ortega por todos os conselhos e ensinamentos.

... Ao secretario da Bioinformaética, Carlos, pelos servigos prestados tdo bem e tao
rapidamente, agradego e peco desculpas pelos transtornos ocasionados.

Sei que nao lerdo essas linhas, mas quero também agradecer a Serra do Cipd, ao Rio
de Janeiro, a lagoa da Pampulha, ao Buteco da Bio, a Lavras Novas, ao mar, a
goiabada, ao pao de queijo e ao cafezim... pois sem eles nao haveria tese alguma!

E finalmente agradeco a minha familia...

... Aos meus pais, que me incentivaram, aconselheram e apoiaram. Ao meu pai, devo
o meu gosto pela ciéncia e pela bossa nova, a minha mae devo meu gosto pelas
viagens.

... Aos meus irmdos Alexis e Pierre, e a minha irmd Marine. Agradeco a eles por ter

nascido na mesma familia que eu, e por serem essas pessoas divertidas e diferentes.

... Aos meus av0s e avos queridas: ao meu avo Charles de quem sinto muita falta, a
minha av6 Paulette que eu queria ver muito mais, a minha av6 Denise, e também ao
meu VO, por serem essas pessoas apaixonantes que tém mil histérias novas para
contar cada dia, mil receitas de cozinha para provar, mil piadinhas e mil sorrisos que
descomplicam a vida.

... Aos meus tios, especialmente Gilles, e minhas tias Yvonne e Cathy, pelo exemplo,
pelos conselhos e pelo carinho.

... Aos meus primos, especialmente ao Charles-David, pela convivéncia ao longo do
meu mestrado em Paris, pelas conversas, pelos passeios, pelas idéias.

E ao Rodrigdo, pela paciéncia, pelo interesse, pelo carinho, pela calma, pelas musicas,
pela extreme-biology, pela aleatoriedade, pela atencdo, pelos cafés, pelas conversas,
pelo amor e pelo futuro.



RESUMO

Os venenos de aracnideos contém uma grande quantidade de neurotoxinas
peptidicas que constituem um sério problema de satde ptublica no Brasil e em outras
partes do globo. Por outro lado, elas representam ferramentas valiosas para estudar
0s canais i6nicos e apresentam um grande potencial para aplica¢des biotecnolégicas.

Essas toxinas diferem entre si em termo de sequéncias, estruturas
tridimensionais (3D), e alvos moleculares. O conhecimento das suas estruturas 3D é
fundamental para entender seus mecanismos de acdo e caracterizar suas interacdes
com os receptores. Infelizmente, somente poucas estruturas sdo disponiveis até
agora, devido as limitacdes experimentais.

Em grande maioria, suas sequéncias sdo notavelmente ricas em residuos de
cisteina. O fato que o numero de folds de toxinas de aranhas e escorpides seja
pequeno, junto a observagdo que padrdes comuns de distribuicdo de residuos de
cisteina e padrdes comuns de conectividade correspondem geralmente a um
enovelamento similar, nos levou a propor que, apesar da variabilidade de
sequéncias, um modelo molecular confiavel pode ser produzido para cada toxina,
baseado na similaridade em termos de padrao de cisteina.

Apos ter removido as sequéncias de toxinas fragmentadas ou desprovidas de
residuos de cisteina, 630 sequéncias de toxinas peptidicas de aranhas e escorpides
foram selecionadas e inseridas num novo banco de dados chamado SiliTox, dedicado
as investigacdes das relacdes estrutura-antigenicidade-funcdo das toxinas peptidicas
animais. Padrdes de cisteina e pontes dissulfeto foram designados, e grupos
estruturais foram estabelecidos de acordo com esses. Das 630 sequéncias, 350
pertencem a grupos estruturais que incluem pelo menos uma estrutura 3D que tenha
sido previamente determinada experimentalmente e pode ser usada como molde
(template) molecular. Um programa de modelagem automético chamado SiliMod foi
desenvolvido para efetuar a modelagem comparativa das toxinas, baseada na
similaridade dos padrdes de cisteina e de conectividade. SiliMod usa os dados
estruturais armazenados no banco SiliTox e utiliza o programa Modeller.

SiliMod produziu 350 modelos estruturais com sucesso e o método foi
avaliado. Duas outras ferramentas de predicdo foram criados para analizar as
potencial regides de interacdo nas superficies das toxinas. Os programas foram
chamados PEPOP e SiliPop. Andlises das 630 toxinas de aracnideos presentes em
SiliTox foram realizadas e levaram a predicdo de 2863 peptideos mimetizando
regides das toxinas possivelmente envolvidas em interagdes proteina-proteina. O
modelo 3D e a superficie de interacdo propostos das toxinas Tx2-5 e Tx2-6 da aranha
Phoneutria nigriventer foram confrontados com resultados experimentais obtidos no
nosso laboratério. Os resultados evidenciaram uma regido provavelmente envolvida
na ligagdo dessas toxinas nos canais de s6dio dependentes de voltagem.




ABSTRACT

Venoms of arachnids contain a large amount of peptide neurotoxins that
represent a serious health issue in Brazil and in other parts of the globe. Besides, they
are valuable tools to study ion channels and show a great potential for
biotechnological applications.

These toxins differ among each other in terms of sequence, three-dimensional
(3-D) structure and molecular target. Knowing their 3-D structure is fundamental to
understand their mechanisms of action and characterize their interactions with
receptors. Unfortunately, only few structures are available to date, due to
experimental limits.

Their sequences are at their huge majority notably rich in cysteine residues.
The fact that the number of spider and scorpion toxin known folds is limited,
together with the observation that common cysteine distribution and connectivity
patterns generally correspond to a similar folding lead us to propose that, despite the
sequence variability, a reliable molecular model can be produced for each toxin
based on the similarity in term of cysteine pattern.

After removing fragment and without-cysteine-residue toxins, 630 spider and
scorpion peptide toxin sequences were selected and inserted into a new database
called SiliTox, dedicated to investigations of the animal toxin structure-antigenicity-
function relationships. Cysteine patterns and disulfide bridge connectivity were
assigned, and structural groups were established according to them. Out of the 630
sequences, 350 toxin sequences fell into a structural group that included one or more
experimentally determined template structure(s). An automated modeling program
called SiliMod has been developed to perform the toxin comparative modeling based
on cysteine pattern and connectivity similarity. SiliMod uses the structural data
stored into SiliTox and Modeller software.

SiliMod successfully produced 350 structural models and the method was
evaluated. Two other prediction tools have been designed to analyze the potential
regions of interaction on the toxin surfaces. The programs were called PEPOP and
SiliPop. Analysis of the 630 arachnid toxins present in SiliTox has been carried out
and led to the prediction of 2863 peptides mimicking toxin regions likely to be
involved in protein-protein interactions. The 3-D model and the predicted interacting
surface of Phoneutria nigriventer spider toxins Tx2-5 and Tx2-6 were confronted to
experimental results carried out in our laboratory. The results point out a region
likely to be involved in the binding of these toxins to voltage-gated sodium channels.
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INTRODUCAO

I. As toxinas animais

I.1. As toxinas animais na pesquisa cientifica

As toxinas animais sdo de grande interesse em biologia. Além do fato que elas
comecaram a serem estudadas por causa do seu envolvimento nos acidentes de
envenenamento, elas sdo usadas como sondas moleculares para identificar ou
modificar processos biolégicos chave. Estes estudos revelam novos potenciais
terapeuticos, e um interesse crescente para suas propriedades estruturais foi também

observado na area do desenho de farmacos nos ultimos 15 anos.

I.1.A. Um problema de satde puablica

Os animais venenosos constituem uma causa significativa de mortalidade mundial,
especialmente nos continentos tropicais e subtropicais. As picadas de serpentes sao
responsaveis por uma mortalidade significativa em varias partes da Africa, Asia e
nas Américas. Populacdes da Australia, da Nova Guinea e de alguns paises europeus
também sdo vulneraveis as ataques de animais pegonhentos. Dentro desses tltimos,
o envenenamento por aracnideos tem um impacto significativo na satde publica,
especialmente as picadas de escorpido que podem causar um severo envenenamento
sistémico. Conhece-se por volta de 50 espécies perigosas pertencendo a familia
Buthidae.As picadas de aranha também representam um problema de satde publica
e a maioria dos casos medicamente importantes pode ser atribuida as aranhas viava
negra (Latrodectus spp.), reclusa (Loxosceles spp.) e armadeira (Phoneutria spp.).
Acidentes causados poranimais marinhos (caramujos e anémona) sdo comuns, mas
os efeitos menos severos . O envenenamento causa uma série de efeitos clinicos
locais, notadamente a necrose dos tecidos; e efeitos sistémicos, incluindo paralisia,
disturbio hemostéatico, choque, aumento da permeabilidade capilar, dano
myocardiaco, rhabdomidlise e falha renal aguda (Warrell 1993). O soéro hiperimune

especifico (antiveneno) é o suporte principal do tratamento médico dos
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envenenamentos severos, porém nao existem soros para todos os organismos
perigosos. Tratamentos auxiliares como a ventilacdo assistida, restauragdo do volume
circulante, dialise renal e limpeza cirtrgica dos tecidos necréticos sdo necessarios em
alguns casos. Drogas vasodilatadoras sdo importantes para contrapor-se aos efeitos
da liberagao massiva de catecolamina (White 2000). Infelizmente, os antivenenos nao
sdo um produto economicamente vidvel, assim o desenvolvimento e a manufatura
desses agentes sdo limitados. Ha necessidade de melhorar a prevencdo e a gestdo

dessas condicdes, e de desenvolver novos suprimentos de antivenenos (White et al.

2003).

I.1.B. Potencial terapeutico

O efeito dessas toxinas em humanos nado é limitado ao envenenamento, pois elas
mostraram um potencial inestimdvel como ferramentas em pesquisa e agentes para
diagnostico, e podem até ter um futuro como precursores de agentes terapeuticos
(White 2000; Lewis and Garcia 2003) (Tabela 1) (Bosmans et al., in press). 1.5 Bilhdo
de pessoas (Jacobs 2005) sentindo dor crénica moderada até severa, usam drogas
anti-inflamatodrias nao steroidais, opidides, anticonvulsivantes e até antidepressivos.
Como muitos desses analgésicos sao somente moderadamente eficientes contra
certos tipos de dor crénica e causam frequentemente efeitos colaterais sérios, a
descoberta de novas abordagens terapeuticas é um objetivo importante. O fato que as
toxinas animais atuam em moléculas implicadas na nocicepcdo oferece perspectivas
interessantes para a descoberta de novos analgésicos e de novas drogas a serem
usadas como neuroprotetores e anticonvulsivantes (Bosmans et al., in press). Porém,
muitos desafios permanecem entre a fase inicial de descoberta de drogas e o uso das
toxinas num contexto clinico ou até mesmo sua validagdo como verdadeiras drogas
(Lewis and Garcia 2003). Apesar da existéncia de exemplos em ambos os casos, ainda

sdo poucos até agora aprovados como medicamentos.
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Tabela 1. Algumas toxinas de aranhas, escorpides e

potencial terapéutico. (Adaptado de Billen et al., 2008)

caramujos marinhos com

Organism Toxin Unip l‘.o ! Potential Therapeutic Use or Lead
Accession
JZTX 1 Pg3074 . )
Chilobrachys jingzhao cardiovascular pathologies
JZTX I P62520
CeoTxl P84507
analgesia, neuronal disorders
Ceralogyrus cormuans CeoTx2 P84508
Spiders
CcoTx3 P84509 cardiovascular pathologies
ProTx-I P83480 ] )
Thrivopelma pruriens mflammatory pain
ProTx-1I P83476
FPhrixotrichus auranis PaurTx3 P84510 neuronal disorders, pain
Centruroides limpidus Iimpidus cne Q8WRY4 epilepsy
Scorpions Buthus martensii Karsch BmK AS QoUACo analgesia
Odonthobuthus doriae 0D1 P84646 mflammatory pain
Conus striarus w-SIITA Q86DUG neuropathic pain
Conus kinoshitai p-KIITA POC195 neuropathic pain
Cone snails
Conus marmoraus nO-MrVIB Q26443 analgesia, skeletal muscle diseases
Conus enmnineus 5-EVIA P60513 neurological pathologies, multiple sclerosis
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I.1.C. Aplicacdes biotecnoldgicas

Por causa do seu alto potencial contra insetos, algumas toxinas sdo consideradas
modelos potenciais como biopesticidas e estudos extensivos estdo sendo realizados
nessa drea (de Figueiredo et al. 2001; Wang et al. 2001). Ainda assim, alguns critérios
precisam ser respeitados para que toxinas animais possam ter um papel no mercado
dos pesticidas (Whetstone and Hammock 2007), especialmente sua baixa toxicidade

em organismos nao alvo precisa ser confirmada.

Por outro lado, a estrutura compacta natural das toxinas animais representa um
esqueleto atraente para a engenharia de novos farmacos (Menez 1998; Gilquin et al.
2002; Blumenthal and Seibert 2003) e a possibilidade de enxertar o sitio funcional de
enzimas na estrutura principal dessas mini-proteinas para criar novas moléculas
ativas ja foi demostrada (Vita et al. 1995; Mer et al. 1998; Vita et al. 1999; Mourier et
al. 2000; Ricciardi et al. 2000).

I.2. Aspectos funcionais

A maioria dos venenos contém uma grande variedade de peptideos, frequentemente
ativos biologicamente. Os peptideos encontrados nos venenos de aracnideos,
principalmente escorpides e aranhas, estdo sendo estudados extensivamente. Esses
peptideos apresentam uma diversidade significativa nas suas estruturas primarias e

ligam-se a um grande namero de alvos farmacolégicos.

Foi mostrado que as toxinas peptidicas animais atuam em canais de sédio (Nav)
(Cestele and Catterall 2000; Catterall et al. 2007), potassio (Ky) (Coetzee et al. 1999;
Gutman et al. 2005) e calcio (Cav) (Chuang et al. 1998; Olamendi-Portugal et al. 2002)
voltagem-dependentes, assim como em canais de cloreto (Lippens et al. 1995), canais
ionicos sensiveis ao acido (ASICs) (Diochot et al. 2007; Jasti et al. 2007), canais
mecano-sensiveis (MSCs) (Lesage and Lazdunski 2000; Ostrow et al. 2003),
receptores nicotinicos a acetilcolina (nAChR) e mais recentemente em receptores de
capsaicina (Siemens et al. 2006). A maioria das toxinas aracnidicas afetam canais

16nicos.
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I.2.A. Canais i6nicos

I.2.A.i. Fun¢do

Os canais idnicos sdo expressos diferencialmente e de jeito ubiquo na superficie das
células exitaveis e ndo exitdveis, onde eles atuam num grande ntimero de processos
fisiol6gicos. A contracdo muscular, a percepcdo do meio ambiente, o processamento
da informacdo no cérébro, a conexdo do cérébro aos tecidos periféricos, o
metabolismo intracelular, a transdugao do sinal, a expressao génica, a sintese e a
degradacdo das proteinas sdo representativos dos numerosos contextos envolvendo
sinais elétricos conduzidos por membros da superfamilia protéica dos canais idnicos
(Catterall et al. 2007). Sua disfuncdo leva a uma atividade anormal num ou mais dos

sistemas fisiologicos, o que pode provocar efeitos dramaticos.

1.2.A.ii. Estrutura

A superfamilia dos canais i0nicos contém mais de 140 proteinas formadoras de poro
na membrana estruturalmente relacionadas (Yu and Catterall 2004). Os canais idnicos
dependentes de voltagem (Nay, Cay and Ky) sdo construidos de um motivo estrutural
comum contendo seis segmentos trans-membrana (S1-56) e uma alca de poro,
constituindo um dominio D. Os poros dos canais sdo formados pelos segmentos
S5/56 e a alga de poro entre eles, e retidos pelo dobramento dos segmentos S6 num
residuo glicina ou prolina (Cestele and Catterall 2000; Catterall et al. 2007). O
dominio do sensor de voltagem é constituido pelos segmentos S1-54, os residuos
caregados positivamente do segmento S4 servindo de cargas denominadas de
“gating”. A subunidade principal dos canais Nay e Cay (chamada respetivamente
subunidade o ou subunidade al) é composta de quatro dominios (DI até DIV) e é
suficiente para a expressdao funcional. A subunidade a do Nay é associada a até 4
subunidades B (B1, B2, B3 e 4) auxiliares e homoélogas, enquanto a subunidade al do
Cay é assistida por subunidades a2, 3, y e 6 distintas. Essas subunidades auxiliares
modificam a cinética e a dependéncia de voltagem do gating do canal. Os canais Ky
sdo compostos por 4 subunidades a, cada uma sendo andloga de um tnico dominio
das principais subunidades de Nayv e Cayv e podendo juntar-se em homo- e hétero-

tetrameros, levando a uma grande diversidade de complexos de canais diferentes. Os

16




(A)

iB)

Figura 1. Os canais i0nicos dependentes de voltagem : (A) Os diferentes membros da
familia proteica dos canais i6nicos estruturalmente relacionados aos canais idnicos
dependentes de voltagem sao ilustrados como diagramas nos quais cilindros
representam provaveis alfa-hélices transmembranarias. Em vermelho, os segmentos
S5-S6 formando um poro; em verde, o sensor de voltagem S4; e em azul, os
segmentos transmembranarios S1-S3. (B) Subunidades auxiliares dos canais idnicos
dependentes de voltagem. As subunidades auxiliares dos canais Nav, Cav, e Kv sao
ilustradas, com cilindros representando as hélices alfa preditas das subunidades
transmembranas. As subunidades auxiliares intracelulares sao ilustradas por suas
estruturas tridimensionais preditas. (De Catterall et al., 2007)
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canais Ky podem ser associados a entre uma e trés subunidades K.f3 intracelulares

(Kvf1-3) (Catterall et al. 2007) (Figura 1).

I.2.B. Mecanismos de interacdo toxinas/canais idnicos

As toxinas atuando nos canais ativados por voltagem operam de dois jeitos: (i)
bloqueando o poro de condugao dos ions (“pore-blocking toxins”), ou (ii) ligando-se
numa regido do canal envolvida no mecanismo de gating (“gating-modifier toxins”). A
maioria das toxinas de escorpides e aranhas afeta os canais Nay, Cay or Ky do
segundo jeito (Swartz and MacKinnon 1995; Li-Smerin and Swartz 1998; Bourinet et
al. 2001; Middleton et al. 2002; Corzo et al. 2005). Os canais Nay ilustram a
diversidade de acdo das toxinas e sdo os mais estudados, por serem o alvo molecular
de varios grupos de toxinas que se ligam em pelo menos seis sitios diferentes nestes
canais (Figura 2 e Tabela 2) (Catterall 1980; Cestele and Catterall 2000; Catterall et al.
2007). As interagdes toxina-canal sdo caracterizadas por uma alta afinidade e uma

alta especificidade.

I.2.B.i. Toxinas de escorpides
Toxinas peptidicas de escorpides foram classificadas segundo sua especificidade por
mamiferos ou insetos, o tipo de sintomas induzidos, seus mecanismos
farmacologicos e suas caracteristicas estruturais. Assim, as toxinas de escorpides
agindo nos canais Nay estdo divididas em dois grupos maiores : O-toxinas e [-
toxinas. As 0-toxinas de escorpides ligam-se no sitio 3 dos canais Nay (Figura 2) e
reduzem a velocidade da inativacdo rapida da corrente de Na* ou a inibem (Bosmans
and Tytgat 2007). Essas toxinas sdo depois divididas em trés tipos, segundo sua
seletividade farmacolégica pelas suas presas : o-toxinas classicas atuam
preferencialmente em mamiferos; a-toxinas anti-insetos atuam preferencialmente em
insetos; toxinas ‘a-like’ atuam em ambos mamiferos e insetos (mas sdao incapazes de
se ligar nos sinaptosomas de cérebro de rato) (Gordon et al. 1996; Bosmans and
Tytgat 2007; Gordon et al. 2007; Karbat et al. 2007). Para cada tipo de toxina, toxinas
modelos sdao consideradas como referéncias e usadas em experimentos de

competicdo. As O-toxinas classicas incluem AaH II do escorpiao Androctonus australis
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Hector e Lgh2 de Leirus quinquestriatus hebraeus (Rochat et al. 1972; Chen et al. 2002;
Legros et al. 2005). LqhalT de L. quinquestriatus hebraeus é a 0-toxina anti-insetos mais
bem caracterizada até agora (Vargas et al. 1987; Eitan et al. 1990; Gordon et al. 2007).
Toxinas “a-like’ tipicas sdo representadas por BmK M1 de Buthus martensi Karsch e
Lgh3 de L. quinquestriatus hebraeus (Sautiere et al. 1998; Li and Ji 2000; Goudet et al.
2001; Brone et al. 2003; Bosmans et al. 2005).

A respeito das B-toxinas, elas se ligam no sitio 4 dos canais Nay e causam um
deslocamento para valores negativos na dependéncia de voltagem da ativagdo do
canal (Cestele and Catterall 2000). FElas estdo também divididas em [-toxinas
seletivas para mamiferos, B-toxinas seletivas para insetos e toxinas ‘Blike’ (Bosmans
et al. 2007; Gurevitz et al. 2007). Css2 e Css4 de Centruroides suffusus suffusus sao duas
B-toxinas seletivas para mamiferos (Martin et al. 1987), enquanto Ts VII de Tityus
serrulatus (Barhanin et al. 1982; Bechis et al. 1984; Martin and Rochat 1986; Ceard et
al. 1992; Becerril et al. 1997) e Lqhf31 de L. quinquestriatus hebraeus atuam tipicalmente
em canais Nay de ambos mamiferos e insetos. Dentro das [-toxinas seletivas para
insetos, uma outra dicotomia é observada entre os sintomas induzidos na larva de
mosca (“blow fly” da familia Calliphoridae) : aquelas que provocam uma contracdo
rapida e reversivel sdo chamadas toxinas excitatorias (“excitatory toxins”) e aquelas
que provocam uma contracdo lenta e transitéria seguida por uma curta fase de
paralisia flacida sao chamadas toxinas depressantes (“depressant toxins”). O primeiro
grupo inclue AaHIT de A. australis Hector e Bj-xtrIT de Buthotus judaicus (Froy et al.
1999; Shichor et al. 2002; Karbat et al. 2004), enquanto o segundo grupo é
representado por LqqlT2 de L. quinquestriatus quinquestriatus e BjlT2 de B. judaicus
(Zlotkin et al. 1993; Bosmans et al. 2005; Karbat et al. 2007).

I.2.B.ii. Toxinas de aranhas
A maioria das toxinas peptidicas isoladas até agora agem nos processos de
sinalizacao pela modulagdo dos canais idnicos. Ao contrério das toxinas de escorpido,
ndo hda nenhuma classificacdo funcional das toxinas de aranhas. Varias toxinas
peptidicas de aranhas atuando em canais Nav que foram identificadas ligam-se em

diferentes sitios do receptor (Billen et al. 2008). As huwentoxinas IV e hainantoxinas
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- Tetrodotoxin - Scorpion fi-loxins
Saxitoxin d-palutoxins
p-conatoxing
- a-conotoxing
” Scorpion ce-toxins
Site 3 Sea anemone toxins - LO-conotoxins
d-atracoloxing

Figura 2. Representacdo em duas dimensdes da organizacdo transmembrana da
subunidade alfa do canal de s6dio dependente de voltagem. Localizacao dos sitios
receptores de neurotoxinas nos canais de sédio de mamiferos sdo ilustradas por
cores, como indicado. Os sitios receptores onde toxinas polipeptidicas sao indicadas
em cores. (Adaptado de Billen et al., 2008)

20




Tabela 2. Sitios receptores de neurotoxinas nos canais de s6dio dependentes de
voltagem. (De Catterall et al., 2007)

Receptor MNeurotoxin Functional effect

site

Site 1 Tetrodotoxin Pore block
Saxitoxin

pu-Conotoxin

Site 2 Batrachotoxin Persistent activation
enhanced activation, and
block of activation

Veratridine
Grayvanotoxin
Aconitine
Site 3 %-Scorpion toxins Slowed imactivation
Sea anemone
toxins
Atrachotoxins
Site 4 fi-Scorpion toxins Enhanced activation
Site 5 Brevetoxins Enhanced activation and
block of inactivation
Ciguatoxin
Site 6 d-Conotoxin Slowed imactivation
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III-V de Selenocosmia huwena (Chinese bird spider) inibem a conductancia do Na* por
ligarem-se supostamente ao sitio 1 (Xiao and Liang 2003; Liang 2004), enquanto as &
atracotoxinas das aranhas australianas denominadas “Australian funnel-web” e
“eastern mouse”, as toxinas das familias Tx2 e Tx4(6-1) de Phoneutria nigriventer,
Magi 4 e jingzhaotoxina I e III, todas atrasam a inativacdo do canal Nay pelo fato de
ligarem-se ao sitio 3 do receptor (Matavel et al. 2002; Corzo et al. 2003; Xiao et al.
2004; Xiao et al. 2005). Outras toxinas como as O-palutoxinas, Magi 5 e as p-
agatoxinas acredita-se que se ligam no sitio 4 uma vez que elas atuam como
modificadoras de gating e mudam a curva de inativacdo para potenciais mais
negativos (Corzo et al. 2000; Adams 2004; Corzo et al. 2007). Toxinas isoladas de
venenos de aranhas tarantulas, incluindo heteropodatoxinas, stromatoxinas,
heteroscodratoxinas e hanatoxinas mostraram que sdo capazes de interagir com
canais Ky (Escoubas and Rash 2004). Embora muitas toxinas de aranhas parecem ser
seletivas para um tunico tipo de canal i6nico, a capacidade de atuar em mais de um
tipo de canal i6nico tem sido demostrada em varias toxinas. Por exemplo, ProTx-I e II
da tarantula Thrixopelma pruriens inibe a ativacdo dos canais Nay, Cay and Ky
(Middleton et al. 2002), a w-grammotoxina-SIA apresenta uma atividade em ambos
os canais Cay e Ky (Li-Smerin and Swartz 1998) e as w-atracotoxinas e w-agatoxinas
atuam nos canais Nay e Cay (Wicher and Penzlin 1998; Escoubas and Rash 2004;

Chong et al. 2007).

I.3. Aspectos estruturais

As toxinas peptidicas de escorpides sdao ou peptideos de cadeia comprida contendo
entre 58 e 76 residuos de aminoécidos (atuando em maioria nos canais de Na+), ou
peptideos de cadéia curta contendo entre 28 e 46 residuos (atuando em maioria nos
canais de K+ ou de Cl-) (Possani et al. 1999; Possani et al. 2000; Rodriguez de la Vega
and Possani 2004; Rodriguez de la Vega and Possani 2005; de la Vega and Possani
2007). A maioria das toxinas extraidas de venenos de escorpides adotam o mesmo
enovelamento (chamado ‘a/f3 scorpion fold’) caracterizado pela presénca de dois tipos
de estruturas secundarias canodnicas (topologia aff3, Bapf ou PaafBfa) e o papel

central de 3 até 5 pontes dissulfeto que conferem uma estrutura muito compacta ao
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peptideo. Um outro fold menos frequente, contendo somente duas helices o
(topologia aa) estabilizadas por duas pontes dissulfeto num motivo chamado ‘helical
hairpin-like’, é representado pela K-hefutoxina (Srinivasan et al. 2002). Comparacdes
entre sequéncias de toxinas conhecidas dentro de cada familia estrutural mostra uma
diversidade significativa de sequéncias. Além das cisteinas, somente poucos residuos
sdo conservados (Bontems et al. 1991; Bontems et al. 1991; Bontems et al. 1992; Sollod
et al. 2005), indicando uma alta tolerancia as mutagdes residuais nas regides inter-

cisteinas.

A respeito das toxinas de aranhas, a diversidade de sequéncias é ainda mais notavel.
Elas sdo produzidas na forma de uma biblioteca de peptideos combinatoriais
limitados estruturalmente nos quais mutagdes ocorrem em todos os residuos das
toxinas maduras, com excecdo de um punhado de cisteinas rigorosamente
conservadas (Sollod et al. 2005). Kozlov e Grishin sugerirem uma classificacdo das
sequéncias de toxinas peptidicas de aranhas segundo a distribuicdo conservada dos
residuos de cisteina (Kozlov 2005). De fato, embora alguns peptideos destituidos de
residuos de cisteina tenham sido descritos (Pimenta and De Lima 2005), a maioria
das toxinas de aranhas isoladas até agora sdo pequenos peptideos ricos em cisteinas.
Essas toxinas contém entre 28 e 78 residuos com 3 a 7 pontes dissulfeto. Dois motivos
estruturais diferentes foram identificados, correspondando a conetividades distintas
de cisteinas e caracteristicas estruturais. O motivo mais comum é chamado ‘Inhibitory
Cysteine Knot” (ICK) e caracteriza-se por uma folha B anti-paralela tripla fita,
estabilizada por um né de 3 pontes dissulfeto alcangcado quando uma ponte atravessa
o macrociclo formado pelas outras duas pontes e as porcdes de cadeia principal
interconectadas (Le Nguyen et al. 1990; Narasimhan et al. 1994; Pallaghy et al. 1994;
Norton and Pallaghy 1998; Craik et al. 2001; Gelly et al. 2004) (Figura 3). Esse motivo
aparece como um dos menores dominios globulares estiveis encontrados em
proteinas (Pallaghy et al. 1994) e as proteinas contendo tal n6 sao chamadas “knottin’
(Le Nguyen et al. 1990). Aproximadamente 350 toxinas de aranhas e quase 50 toxinas
de escorpides sdo knottins. Em termos de sequéncia, todas as knottins satisfazem o
consensus seguinte : ‘CX3-7CX3-6CX0-5CX1-4CX4-13C’, onde X" pode ser qualquer

residuo de aminodacido. O outro fold encontrado em toxinas peptidicas de aranha é
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baseado na estrutura (scaffold) chamada ‘Disulfide-Directed -Hairpin’ (DDH) (Wang et
al. 2000).

I.4. Relagao estrutura-atividade

I.4.A. Especificidade das toxinas animais

Foi mostrado que toxinas peptidicas sao capazes de discriminar os canais idnicos de
insetos dos de mamiferos, e até mesmo de distinguir canais idnicos de subtipos
celulares diferentes (Zlotkin et al. 1993). Essa preferéncia diferencial foi ressaltada no
caso bem estudado das toxinas de escorpides que tém como alvo diferentes tipos de
canais Nay (Gordon et al. 2007). Embora a subunidade a do canal Nayv seja bem
conservada em insetos e mamiferos na sua organizagdo topoldgica assim como nas
suas propriedades bioquimicas e farmacolégicas (Loughney et al. 1989; Cestele et al.
1995), algumas toxinas de cadéia comprida de escorpides mostram uma
especificidade para canais de sédio de insetos (Zlotkin et al. 1993; Gurevitz et al.
2001) e vérias O-toxinas sdo até capazes de discriminar subtipos de canais Nay de
mamiferos (Gilles et al. 1999; Maertens et al. 2006; Gordon et al. 2007). Foi sugerido
que o forte potencial inseticida da LghalT deve ser associado a conformacao que se
projeta do dominio NC e que pode ser observada em todas as a-toxinas de escorpido
ativas em insetos (Lgh3, BmK M1, BmK M2, BmK M4, (Guan et al. 2004). Ao
contrario, o dominio NC das a-toxinas de escorpido ativas em mamiferos (AaH II,
BmK MS8) apresenta uma geometria achatada (Fontecilla-Camps et al. 1988; Li et al.
1996; He et al. 1999).

No que diz respeito a preferéncia por alguns subtipos de canais Nay de mamiferos,
diferencas nas sequéncias dos canais foram investigadas e foi mostrado que a
sequéncia da juncdo D4/S3-54 em diferentes canais de sodio varia consideravelmente
comparada com outros segmentes trans-membrana (Goldin 1999). A substituicdo de
um residuo &cido encontrado em posi¢des homoélogas dessa alga externa (Glul613 em
Nav1.2, Asp1428 em Nay1.4 e Glu1613 em Nay1.7) afeta a ligacdo da toxina ATXII da
anémona do mar Anemonia sulcata e das 0-toxinas de escorpides Lqqb e Lgh2 anti-

mamiferos (Rogers et al. 1996; Benzinger et al. 1998; Cestele and Catterall 2000;
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Figura 3. Representacdo do motivo ICK. (A) Vista tridimensional do né formado pela
ponte disulfeto (laranja) que cruza o macrociclo formado pelas duas outras
(amarelo). (B) Convengao de anotacdo sequéncial dos residuos de cisteina envolvidos
num ICK. Os residuos respeitam o pareamento seguinte : CI - CIV; CII - CV; e CIII -
CVI. (C) Representagao esquematica do ICK incluindo trés folhas beta. (Adaptado de
The Knottin Website httpy//knottin.cbs.cnrs.fr/, Gelly et al., 2004)
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Leipold et al. 2004), e foi sugerido que esse residuo faca parte do sitio 3 do receptor.
O residuo equivalente Glu277 do canal Ky de drosoéfila também é considerado critico
para a ligacdo das toxinas hanatoxina 1 (HaTx1) de Grammostola spatulata e w-
grammotoxina SIA (GrTx) de Grammostola rosea (Takahashi et al. 2000). Além disso,
foi sugerido que o sitio 3 do canal Nay seja de natureza hidrofébica (Fontecilla-
Camps et al. 1982), o que foi confirmado pelos estudos de mutagénese sitio-dirigida
realizadas no canal Nav1.4 de rato por Leipold e colaboradores. Eles mostraram que
os residuos hidrofébicos Tyr1433, Phe1434 e Val1435 na alca S3-54 do dominio IV sdo

importantes para a ligagdo das a-toxinas de escorpides (Leipold et al. 2004).

1.4.B. Superficies bioativas das toxinas animais

Experimentos de ligacdo competitiva mostram que vérios peptideos de estruturas
diferentes, encontrados em animais venenosos de phyla diferentes, compartilham
sitios comuns ou sobrepondo-se num mesmo canal. Essa observacao sugeriu que
essas toxinas compartilham caracteristicas estruturais nas suas superficies de ligagao.
A técnica da mutagénese sitio-dirigida permitiu identificar alguns residuos
importantes para as respectivas ligacdes, e a comparacdo das superficies de
diferentes toxinas revelou caracteristicas comuns das chamadas “superficies
bioativas”. Um exemplo bem caracterizado é a alca formada pelos residuos 37 até 44
da AaH II, que revelou-se importante para a ligacdo da toxina (Fontecilla-Camps et
al. 1988; Kharrat et al. 1989) e que flanqueia uma superficie hidrofébica conservada
dentro das a-toxinas de escorpides. Segundo os autores, essa “superficie hidrofébica
conservada” (Fontecilla-Camps et al. 1982; el Ayeb et al. 1986) é composta pelos
residuos Tyr5, Tyr35, Trp38 e Tyr/Trp47 (Fontecilla-Camps et al. 1988; Kharrat et al.
1989), embora o papel de Tyr5 e Tyrd7 pode ser mais estrutural do que puramente
farmacologico (Housset et al. 1994; Li et al. 1996; He et al. 1999; Sun et al. 2003). Os
papeis cruciais dos residuos positivamente carregados Lys2, Lys28 e Lys58 foram
também demostrados (Darbon et al. 1983; Fontecilla-Camps et al. 1988; Kharrat et al.
1989; Kharrat et al. 1990; Loret et al. 1994; Takahashi et al. 2000). O mais recente
trabalho de Legros e colaboradores confirmou a importancia da Lys58 mas concluiu

que o residuo atua num papel estrutural, mais que participa na interacao da toxina
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com o canal (Legros et al. 2005). Residuos funcionalmente e/ou estruturalmente
essenciais foram também identificados em BmK M1 (Sun et al. 2003; Wang et al. 2003;
Liu et al. 2005). Wang e colaboradores (Sun et al. 2003; Wang et al. 2003; Liu et al.
2005) sugeriram que a volta reversa dos aminoacidos 8 até 12 junta com o residuo
basico Lys62 é critica para as bioatividades, e poderia interagir diretamente com o
sitio receptor no canal de s6dio. Eles propuseram que a carga positiva do residuo
possa também favorecer a ligagdo de BmK M1 em canais de soédio de ambos insetos e
mamiferos. A respeito dos residuos aromaéticos importantes, Sun e colaboradores
relataram que Trp38 e Tyr42 sao envolvidos na atividade da toxina (Sun et al. 2003),
enquanto Tyr5, Tyr35 e Trp47 sdo essenciais para manter a estrutura geral da toxina.
Tyrl4 tem um papel duplo, j4 que é essencial para estabilizar a conformacao da

toxina e é também envolvido na interacao com o canal de sédio.

Residuos bésicos das a-toxinas de escorpides contribuem para a ligagdo da toxinas no
canal (Kharrat et al. 1989; Kharrat et al. 1990; Loret et al. 1990; Loret et al. 1994;
Fletcher et al. 1997; Zilberberg et al. 1997; Hassani et al. 1999; Takahashi et al. 2000)
mas eles ndo sdo os tnicos determinantes na interacao toxina-canal. A toxina ATX III
da anémona do mar apresenta as mesmas caracteristicas incluindo Pro5, Tyr5, Trp8,
Prol12, Trpl3, Argl e Lys26. Manoleras e Norton mostraram que esses residuos
poderiam ser funcionalmente importantes (Manoleras and Norton 1994).
Caracteristicas similares de superficie foram também observadas nas toxinas HaTx1 e
GrTx, que mostraram que interagem com ambos canais Ky and Cay, compartilhando
um sitio comum de ligagdo no Ky (Li-Smerin and Swartz 1998). Infelizmente, a
estrutura da GrTx ndo estd disponivel ainda. Takahashi e colaboradores fizeram a
hipétese que nas toxinas modificadoras de gating, a superficie ativa, responsavel pela
ligacdo da alga S3-S4 dos canais idnicos voltagem-dependentes, é um arranjo de
residuos hidrofébicos e basicos (Takahashi et al. 2000). A diversidade de sequéncias
das toxinas modificadoras de gating e as variacdes nas sequéncias das regides das
alcas S3-54 dos canais idnicos podem explicar as diferencas observadas em afinidade

e forma das superficies de interacao.
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I1.5. Métodos experimentais

A investigacdo das toxinas depende dos métodos experimentais, o que apresenta
varias dificuldades técnicas. Primeiro, a extracdo dos venenos de animais é uma
tarefa precisa e perigosa, que requer habilidade e técnica. As etapas de separacdo dos
componentes do veneno e de purificagio das toxinas sdo geralmente realizadas
usando HPLC (“High Performance Liquid Chromatography”) e FPLC (“Fast Protein
Liquid Chromatography”), acompanhadas por ensaios de toxicidade e espectrometria
de massa. Os venenos sao misturas complexas de proteinas, 4cidos nucléicos e sais, e
a maioria dos animais liberam somente uma quantidade muito baixa de veneno. Por
conseguinte, a quantidade resultante de toxina pura é geralmente muito pequena.
Assim, a determinacdo experimental da estrutura apds a extracdo da proteina do
veneno é frequentemente impossivel, por requerer quantidades significativas de
toxina pura (ler paragrafo “Determinacdo da estrutura das proteinas”). Para
determinar a estrutura priméria da toxina (i.e. sua sequéncia), o sequénciamento de
Edman tem sido usado, e mais recentemente abordagens de biologia molecular sdao
também usadas. Uma alternativa a purificagdo de toxina a partir de veneno bruto
consiste em produzir os peptideos em sistemas de expressdo como bactérias.
Infelizmente, essa técnica tem mostrado um successo moderado, uma vez que a
maioria das toxinas assim produzidas ndo sdo ativas, provavelmente por causa de
enovelamento incorreto e de mismatch no pareamento dos residuos de cisteina. Uma
outra estratégia tira proveito das técnicas de sintese peptidica acopladas com uma
etapa de re-enovelamento. Essa abordagem tem produzido resultados interessantes e
toxinas contendo até 3 pontes dissulfeto foram sintetizadas com successo. Residuos
de aminoacidos importantes para a interacdo e/ou a integridade da estrutura da
toxina podem ser identificados usando a mutagénese sitio-dirigida. Contudo, o
método depende do sucesso da producdo de toxinas nativas e mutantes em

quantidade suficiente.

Para testar e estudar a atividade da toxina, células isoladas expressando canais
idnicos e receptores nas suas superficies sdo utilizadas. Técnicas de eletrofisiologia

como patch-clamp (Prémio Nobel de medicina para E. Neher e B. Sackmann em 1991)
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e two-electrode voltage clamp permitem registrar as correntes nos canais idnicos com e
sem toxina na preparacdo. No entanto, essas técnicas sdo caras, lentas e requerem
operadores altamente qualificados. Métodos de ensaios (screening) dos canais idnicos
como ligacdo de compostos marcados radioativamente ou sonda fluorescente
sensivel a voltagem sao também usados, embora eles sofram de desvantagens como
o alto potencial de falsos negativos ou positivos, a possibilidade de influenciar o
mecanismo de funcionamento dos alvos ou a incapacidade de estudar as interacoes

de drogas com acao dependente do estado do canal (Billen et al. 2008).

Entretanto, progressos notédveis foram feitos como, por exemplo, a elucidacdo da
estrutura cristalizada de um canal Ky (Long et al. 2005; Long et al. 2005) (Prémio
Nobel de quimica para MacKinnon em 2003). Os mecanismos de acdo dos canais
idnicos, com ou sem a influéncia de toxinas animais comecam a serem esclarecidos e

o conhecimento deve progredir nas décadas futuras.

I.6. Recursos existentes sobre as toxinas animais

Vérias sequéncias de toxinas ja foram depositadas nos principais bancos de dados

generalistas. GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html (Benson

et al. 2009)) contém aproximadamente 1300 sequéncias nucleotidicas de toxinas
animais, enquanto Swiss-Prot (que é manualmente anotado e revistado) e TrEMBL

(que é anotado automaticamente e nao é revisado) (http://ca.expasy.org/ (Bairoch et

al. 2004)) contém perto de 2700 e 100 sequéncias de aminodcidos de toxinas,
respetivamente. Em complemento aos bancos generalistas, bancos de dados
especializados apareceram que permitem adicionar aos dados genéricos algumas
informacdes especificas sobre as toxinas animais. Uma revisdo dos bancos de dados
dedicados as toxinas de um ou mais animal(-is) determinado(s) indica algumas
colecdes pertinentes. Tox-Prot ((Jungo and Bairoch 2005)

http:/ /ca.expasy.org/sprot/tox - prot/) é o projeto de anotagdo de toxinas do Swiss-

Prot. Por agora, Tox-Prot indexou 2620 toxinas de animais venenosos. O banco
SCORPION? (Tan et al. 2006) é dedicado as toxinas de escorpides e costumava conter

perto de 830 sequéncias, mas ndo estd mais acessivel pela Internet. O ConoServer
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(http:/ /researchlt.imb.ug.edu.au/conoserver/index.php (Kaas et al. 2008)) contém

3039 entradas de sequéncias de aminoacidos de conotoxinas e 1529 sequéncias
nucleotidicas, incluindo patentes, fragmentos e precursores. Ferramentas tteis de
analise de sequéncias (alinhamento, predicao de pro-peptideos, digestdo de toxinas
por agentes quimicos, etc.) sdo disponiveis na pagina web do mesmo. O International

Venom and Toxin Database (http://www.kingsnake.com/toxinology/) congrega

numerosos dados sobre animais venenosos (dos aspectos bioquimicos dos efeitos das
toxinas até experiéncias praticas da caca dos animais venenosos), com enfoque nos

aspectos evolutivos e um interesse pronunciado pelos venenos de serpentes e

lagartos. O  Animal  Toxin  Database = (ATDB) ((He et al. 2008)

http:/ /protchem.hunnu.edu.cn/toxin/index.jsp) lista 3844 sequéncias de toxinas
animais manualmente anotadas de um ponto de vista funcional. ATDB utiliza uma
nova ontologia chamada Toxin Ontology (TO) para descrever: (i) a atividade bioldgica
da toxina efetiva; (ii) quais organismo, célula, moléculas interagem com a toxina; (iii)
os sintomas devidos a toxina. ATDB permite recuperar toxinas com fungdes

biolégicas similares, sem considerar suas estruturas ou espécies de origem.

Finalmente, o Knottin Website ((Gracy et al. 2008) http:/ /knottin.cbs.cnrs.fr/) indexa

1250 proteinas incluindo umas 470 toxinas animais (aranha, escorpido e caramujo

marinho) que contém o motivo ICK nas suas estruturas.

No total, esse conjunto de dados abrange a anotacdo da estrutura primadria e as
referéncias das poucas estruturas tridimensionais (3-D) existentes, assim como o

possivel conhecimento funcional relacionado (sob formato textual).

II. InteracOes proteina-proteina

Desde o meio dos anos 70 (Chothia 1974; Chothia and Janin 1975), um interesse
crescente pelas interacdes proteina-proteina vem sendo observado na biologia. O
termo “interactome” foi recentemente introduzido para descrever o conjunto de todas
as interacdes moleculares numa célula, especialmente no contexto das interagdes
proteina-proteina (Plewczynski and Ginalski 2009). De fato, essas interacbes sdo

cruciais para a maioria dos processos celulares e o entendimento da natureza do
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reconhecimento proteina-proteina assim como a caracterizagdo das superficies de
interagdo abram grandes horizontes para o diagnoéstico, a terapeutica e aplicagdes do

desenho de farmacos.

II.1. Caracterizacao da interface proteina-proteina

A partir do estudo de todos os complexos protéicos conhecidos, foi possivel ressaltar
caracteristicas comuns das interfaces dos complexos. Algumas outras propriedades
mostraram-se especificas de certos tipos de complexos, como homodimeros,
heterodimeros,  receptores-ligantes,  enzimas-inibidores, = enzimas-substratos,

anticorpos-antigenos, que sejam complexos permanente ou transitérios.

II.1.A Caracteristicas topolégicas

A 4area de uma interface é geralmente definida pela diferenca entre as superficies
accessiveis ao solvente de ambas proteinas e a superficie accessivel ao solvente do
complexo. O método mais comum para medir a accessibilidade de uma superficie
usa o algoritmo de Lee & Richards que roda uma sonda esférica do tamanho de uma
molécula de 4gua na superficie da proteina (Lee and Richards 1971). Admite-se
geralmente que o tamanho da interface varia de 400 até 5 000 A? e representa perto

de 20% da superficie de cada proteina (Jones and Thornton 1996).

A arquitetura da interface foi estudada por alguns grupos. Bogan e Thorn mostraram
que alguns “hot spots” perto do centro da interface sdo cercados por aminoécidos
menos cruciais (Bogan and Thorn 1998). O anel formado por esses residuos
secunddrios exclui as moléculas de dgua da interface, criando condigdes favoréveis
para estabelecer interagdes eletrostéticas e pontes de hidrogénio, e atrapalha a ataque
pela dgua nos residuos hidrofébicos do hot spot, melhorando assim a afinidade e
diminuindo a velocidade da dissociagdo do complexo. Um outro grupo confirmou o
modelo de Bogan e Thorn e especificou que uma interface proteina-proteina tem que
ser feita de 3 tipos de atomos (A, B, C): (i) os &tomos da interface incluem todos os
atomos que perdem a acessibilidade ao solvente quando o complexo é formado (A, B,

C); (ii) os atomos de contato sdo compostos por todos os atomos que fazem contatos
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do tipo Van der Waals através a interface e podem conservar alguma acessibilidade
ao solvente (B,C); e os atomos enterrados na interface sdo representados pelos
atomos acessiveis na proteina livre que ndo tem mais nenhuma 4area acessivel no

complexo (B) (Lo Conte et al. 1999).

As regides de interagdo das proteinas sdo principalmente discontinuas na sequéncia.
De fato, elas sdo feitas de 1 até 11 fragmentos da sequéncia em aminoécidos que

ficam perto no espacgo por causa do empacotamento estrutural da proteina (Jones and

Thornton 1996).

O carater estrutural de uma interface é aproximadamente intermediario entre a
superficie e o core de uma proteina. Alguns estudos mostraram que as interfaces tém
geralmente mais hélices o (como as regides core) que outras superficies protéicas, e
que a proporcdo de outras estruturas como espirais (oils), voltas (turns) e folhas é a
mesma que nas superficies ndo interagindo (Jones and Thornton 1995; Tsai et al.
1996). Por outro lado, Neurvith e colaboradores mostraram que as interfaces sao
preferencialmente localizadas em alcas compridas, com tamanho médio de 11
residuos de aminodacidos (Neuvirth et al. 2004). Outros motivos estruturais como o
feixe (bundle) de 4 hélices, o barril B (B-barrel) (como em complexos anticorpo-
antigeno por exemplo) e o sanduiche P sao frequentemente encontrados em

interfaces proteina-proteina (Jones and Thornton 1996).

I1.1.B. Propriedades fisico-quimicas

I1.1.B.i. Hidrofobicidade

Ha mais de 15 anos, sabe-se que a maior for¢ca de conducdo do enovelamento das
proteinas globulares é a interacdo das cadéias laterais hidrofébicas dentro da
molécula (Dill 1990; Rose and Wolfenden 1993). Varios estudos mostram que a
hidrofobicidade é também uma caracteristica-chave na associagdo das proteinas
(Janin et al. 1988; Tsai et al. 1996). Regides hidrofébicas expostas na superficie tém
que ser cobertas para estabilizar a interagdo (Lijnzaad and Argos 1997). A primeira
analise estatistica demostrou que as regides de interacdo contém mais residuos de

aminodcidos hidrofébicos do que o resto da superficie (Chothia 1974; Chothia and

32




Janin 1975; Argos 1988). Estudos mais recentes confirmaram que as regides
hidrofébicas mais largas na superficie de uma proteina sdo também aquelas que sao
geralmente envolvidas numa interacdo (Lijnzaad and Argos 1997). Essas regides de
interacdo sdo feitas de pequenas areas (patches) hidrofébicas, correspondendo aos hot
spots de Bogan and Thorn (Bogan and Thorn 1998), cercadas de residuos carregados e
polares (Larsen et al. 1998; Chakrabarti and Janin 2002). E interessante notar que a
hidrofobicidade media pode variar de um tipo de complexo protéico a um outro.
Assim, a interface enzima-inibidor tem uma hidrofobicidade média (calculada
segundo o indice de Janin (Janin et al. 1988)) intermedidria entre aquela de um core
protéico e uma superficie, e uma interface de complexo anticorpo-antigeno tem uma
hidrofobicidade similar aquela de uma superficie protéica comum (Janin et al. 1988).
Por comparacdo, a interface de um heterodimero parece ser menos hidrofébica que
aquela de um homodimero. Resumindo, as interfaces de complexos nos quais os dois
parceiros podem existir separadamente sdo menos hidrofébicas que aquelas que

existem somente na forma complexada (Janin et al. 1988).

II.1.B.ii. Composicao em aminoacidos
Segundo a literatura, os residuos de aminoécidos mais frequentemente encontrados
nas superficies das proteinas sdo o triptofano, a arginina e a tirosina (Jones and
Thornton 1996; Tsai et al. 1997; Bogan and Thorn 1998; Norel et al. 2001). Um outro
estudo mostrou que os residuos de valina, leucina e isoleucina sdo encontrados no
anticorpo nas regides de alcas que se ligam ao antigeno (Padlan 1990). A arginina é
um dos residuos mais frequentes das interfaces (Jin et al. 1992; Young et al. 1994;
Bogan and Thorn 1998; Lo Conte et al. 1999; Chakrabarti and Janin 2002), e é mais
presente nas largas do que nas pequenas interfaces (Glaser et al. 2001). Sua preséncia
pode ser pelo menos parcialmente esclarecida pela sua capacidade de gerar
interacdes hidrofébicas gracas a sua cadéia carbonada comprida e seu caracter
altamente eletropositivo no pH fisiolégico. O residuo de prolina, agindo como
quebrador de hélice na superficie de proteinas, é também envolvido nas regides de
interacdo uma vez que seus atomos polares sdo capazes de reforcar attracdes

hidrofébicas (Tsai et al. 1997; Glaser et al. 2001). Residuos hidrofébicos sdo mais
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frequentes nas interfaces mais largas, de homodimeros ou de complexos
permanentes, enquanto residuos polares sdo encontrados preferencialmente nas

menores interfaces, de heterodimeros ou de complexos transitérios.

II.2. Peculiaridades da interacdo anticorpo-antigeno

Um antigeno (Ag) pode ser qualquer molécula (proteina, dcido nucléico, agtcar, etc.)
mas somente o caso do antigeno protéico serd descrito aqui. Quando o antigeno é
uma proteina, a interacdo anticorpo-antigeno é somente um caso particular de
interacdo proteina-proteina para qual a maioria das caracteristicas previamente

descritas se aplicam. Porém, algumas diferencas ocorrem e algumas caracteristicas

tipicas aparecem.

II.2.A. Sobre o anticorpo

A imunoglobulina (Ig), também chamada anticorpo (Ac), é um dos principais atores
do sistema imunolégico. E uma glicoproteina encontrada essencialmente na
superficie das células que as sintetizam (lifécitos B), e no plasma sanguineo.
Anticorpos produzidos por um mesmo clone de linfécito B sdo chamados anticorpos
monoclonais (mAc). Eles sdo homogeneos e apresentam a mesma estrutura
molecular (Revillard et al. 1998). Além do papel essencial que eles tém na célula,
mAc representam uma 6tima ferramenta na pesquisa aplicada a satde, j& que podem
ser usados para isolar e caracterizar o produto de um gene, identificar regides de
ligacdo de uma proteina ou desenvolver um diagnoéstico viral, por exemplo. Uma
variedade de anticorpos é naturalmente produzida por um organismo em resposta a
introducdo de um antigeno estranho, que eles reconhecem em regides diversas. O
soro resultante é chamado policlonal (por extensdo, a expressdao “anticorpos

policlonais” pode ser usada) e corresponde a uma colecao de mAb.

Uma Ig é composta por duas regides funcionais. Uma é responséavel por reconhecer o

P

antigeno e ligar-se, enquanto a outra é encarregada de desencadear os processos

(como a fagocitose) que vao levar a libertar o organismo do intruso.
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Trés estruturas tridimensionais completas de Ac foram experimentalmente
determinadas (Harris et al. 1997; Harris et al. 1998; Saphire et al. 2001), assim como
numerosos fragmentos, e duas outras estruturas de Ac foram modeladas
computacionalmente (Boehm et al. 1999; Furtado et al. 2004). Portanto, a estrutura 3-

D peculiar dessa molécula ja foi bem caracterizada.

I1.2.B. Epitopo e paratopo

A regidao de um antigeno que interage especificamente com o anticorpo é chamada
“epitopo”. Do mesmo jeito, a regido do anticorpo que reconhece especificamente um
antigeno é chamada “paratopo”. Distinguem-se dois tipos de epitopos (Atassi and
Smith 1978) (Figure 4). Um epitopo “continuo” (ou “linear”) é um fragmento
sequéncial do antigeno, enquanto um epitopo “discontinuo” (ou “conformacional”) é
composto por vdrias porcdes separadas de sequéncias que sao agrupadas no espago
devido ao enovelamento tridimensional do antigeno. A maioria dos epitopos é
discontinua e depende altamente da integridade das suas conformacdes para serem
reconhecidos pelo anticorpo (Benjamin et al. 1984; Berzofsky 1984). Ao contrario dos
epitopos discontinuos, epitopos continuos ainda se ligam ao anticorpo mesmo apds a

denaturacao do antigeno.

O tamanho de uma interface Ac/Ag varia de 10 até 20 residuos de aminoacidos das
duas moléculas, estabelecendo entre 15 e 22 contatos (Van Regenmortel 1996). O
epitopo pode conter estruturas secundarias como hélices a, dobras P e outros tipos

de voltas.

As interfaces Ac/Ag tém uma superficie cerca de 51% ndo polar (Lo Conte et al.
1999). Os residuos aromaéticos triptofano e tirosina sdo muito frequentes nos
paratopos (Padlan 1990; Lo Conte et al. 1999), porém, as interfaces Ac/Ag incluem
menos residuos valina, isoleucina e leucina (Padlan 1990) e residuos carregados

positivamente, exceto arginina que pelo contrario, predomina.
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continuous epitope discontinuous epitope

Figura 4. Epitopos continuos e discontinuos. Os residuos de aminoacidos envolvidos
num epitopo continuo (vermelho) sdo sequénciais, enquanto os residuos de
aminodcidos constituindo um epitopo discontinuo (verde) ndo sdo necessariamente
préximo na sequéncia mas sim na estrutura tridimensional da proteina. (Adaptado de
Moreau, 2006, tese de doutorado)
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I1.2.C. Antigenicidade e imunogenicidade

A antigenicidade é a capacidade de uma molécula de ser reconhecida
especificamente por um anticorpo. Estudar a antigenicidade é analizar as reagdes
quimicas ocorrendo entre o epitopo e o paratopo e elucidar as bases estruturais da
especificidade dessa interagdo. Devido as suas estruturas, as proteinas sao moléculas

altamente antigénicas.

Quanto a imunogenicidade, ela é definida como a capacidade de uma molécula de
induzir uma resposta imune especifica no organismo. Mais do que uma simples
ligacdo, essa propriedade depende de varias interacdes complexas com um nimero
de atores do sistema imunolégico (Revillard et al. 1998; Van Regenmortel 2001). O
carater imunogénico de uma molécula tem que ser definido em relagdo a dados do
hospedeiro e condicdes experimentais. Uma vez que depende de diversos
mecanismos celulares e regulagdes ocorrendo num dado contexto individual, é uma
nocdo muito relativa. Assim, cada molécula imunogénica é antigénica mas o
contrario ndo é verdadeiro. O melhor entendimento dessas duas propriedades

permitird a producdo de vacinas eficientes.

I1.2.D. Reacao cruzada e poliespecificidade

Apesar do fato que um anticorpo ter fortes afinidade e especificidade para um dado
anticorpo, a relacdo anticorpo-antigeno nao é exclusiva. Nao é raro observar
interacbes desse anticorpo com outras moléculas, que sejam estruturalmente
relacionadas ou nado. Consequentemente, o termo “especificidade” parece as vezes
inapropriado (Revillard et al. 1998). Dois termos foram introduzidos para descrever
esse fendmeno : “reacdo cruzada” e “poliespecificidade” (Kramer et al. 1997).
Quando é o caso de um epitopo similar em diferentes antigenos reconhecidos pelo
mesmo anticorpo, o evento é chamado “reacdo cruzada”. A poliespecificidade
designa associagdes envolvendo antigenos cujos epitopos ndo tém nenhuma
similaridade um com o outro. Os mimotopos sdo um caso tipico de

poliespecificidade (ler o paragrafo “Identificacdo experimental do epitopo”).
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I1.3 Métodos de estudo

I1.3.A. Métodos experimentais

I1.3.A.i. InteracOes proteina-proteina
O procedimento que permita a caracterizacdo completa de uma interacdo proteina-
proteina é composto por cinco etapas consecutivas : (i) identificar e isolar o
complexo; (ii) identificar e separar as proteinas participantes; (iii) testar e validar a
interagao in vitro e in vivo; (iv) caracterizar as cinéticas da interacdo; (v) determinar a

estrutura tridimensional do complexo (Moreau, 2006, tese de doutorado).

Para identificar, isolar e analizar complexos protéicos, técnicas como a
imunoprecipitacdo, a espectrometria de massa (Gavin et al. 2002; Ho et al. 2002),
“protein chips” (Zhu et al. 2001) ou abordagens hibridas (Tong et al. 2002) sao
geralmente usadas. A cromatografia de exclusdo por tamanho (“Size Exclusion
Chromatography” ou SEC) pode ser usada para descobrir se uma molécula estd

presente na sua forma monomérica ou complexada, e estimar seu tamanho.

Electroférese de uma ou duas dimensdes, SEC e cromatografia liquida de alta
performancia (“High Performance Liquid Chromatography” ou HPLC) sdo usadas para
separar os parceiros do complexo. Esses sdo identificados por Western Blot,
microsequénciamento ou digestdo por tripsina e técnicas de espectrometria de massa.
Para testar e validar a interagdo in vitro, a técnica de referéncia é o sistema duplo-
hibrido em leveduras (Fields and Song 1989; Luban and Goff 1995). Pode recorrer a
cromatografia de afinidade em proteinas purificadas. Em seguido, métodos in vivo
como o FRET (“Fluorescence Resonance Energy Transfer”) podem ser usados (Trakselis
et al. 2005). As cinéticas de interagao, afinidade e estequiometria sao calculadas por
tiltragdo de gel, andlises calorimétricas, espectrometria de fluorescéncia SPR (“Surface
Plasmon Resonance”) (por exemplo usando Biacore®) (Fagerstam et al. 1990; Saunal
and Van Regenmortel 1995), ultracentrifugacdo de densidade ao equilibrio,
microcalorimetria, radiomarcagdo ou ELISA. A mutagénese sitio-dirigida consiste em
trocar um résiduo de aminodacido por um outro e testar o efeito da troca na interacéo.

O método permite identificar com precisao os residuos importantes para a interacao.
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Finalmente, existem diferentes métodos para determinar a estrutura tridimensional
de uma proteina, que serdo descritos no préximo capitulo (ler o pardgrafo

“Determinacdo da estrutura protéica”).

I1.3.A.ii. Identificacdo experimental do epitopo

A Dbiofisica, a bioquimica, a biologia molecular e a sintese quimica permitiram o

desenvolvimento de varios métodos para identificar epitopos (Meloen et al. 2000).

Um epitopo pode ser identificado usando fragmentos proteoliticos do antigeno
sozinho (Cleveland et al. 1977; Jemmerson and Paterson 1986) ou complexado com o
anticorpo (Sheshberadaran and Payne 1988), e testando sua reativitade com o
anticorpo. Assim, a técnica de sintese multipla SPOT (Frank 2002) foi desenvolvida
para obter rapidamente um grande ntimero de peptideos diferentes. Esse método

permite identificar epitopos continuos principalmente.

Um outro método muito ttil necessita a selecdo de mimotopos. Um mimotopo é uma
molécula capaz de se ligar ao sitio de associacdo do antigeno num anticorpo, ndo
necessariamente idéntico ao epitopo reconhecido pelo anticorpo, mas uma mimica
aceitavel das principais caracteristicas essenciais do epitopo (Geysen et al. 1986). Um
mimotopo representa um epitopo protéico mas pode também mimetizar a interacdo
de um acido nucléico ou de um polisacarido (Valadon et al. 1996; Wun et al. 2001).
Mimotopos sdo selecionados dentro de um banco de peptideos testados contra o
anticorpo de interesse. Geralmente, tais bancos de peptideos sdo construidos usando
a técnica do “Phage Display” (Smith 1985), que consiste em gerar peptideos com
sequéncias randdmicas que sdo expostas na superficie de fagos filamentosos e
apresentados ao anticorpo. Varios epitopos foram também identificados por
comparacgao das interacdes do Ac com proteinas homdlogas ao Ag cujos epitopos
tenham sido previamente caracterizados (Benjamin et al. 1984). Um outro método é
baseado na interferéncia entre varios Ac ligando-se ao mesmo Ag na mesma regido

ou em regides sobrepostas.
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I1.3.B. Métodos preditivos

I1.3.B.i. Interacdes proteina-proteina

A predicdo das interacdes proteina-proteina pode ser dividida em trés casos de
interesse bioldgico: (i) uma interacdo é suspeitada mas um dos parceiros nao foi
ainda identificado; (ii) regides potenciais de interacdo de uma proteina, cuja estrutura
primdria (ou tercidria, no melhor caso) é conhecida, precisam ser identificadas, sem
conhecimento do(s) potencial(-ais) parceiro(s); (iii) os dois parceiros sao
estruturalmente bem caracterizados e se quer predizer o arranjo espacial do
complexo, com ou sem conhecimento das regides de interacdo de uma ou das duas
moléculas. Varios métodos foram desenvolvidos para resolver o primeiro caso (“gene
neighborhood” (Dandekar et al. 1998; Overbeek et al. 1999), “rosetta stone” (Marcotte et
al. 1999; Eisenberg et al. 2000), “correlated mutations” (Gobel et al. 1994; Olmea and

Valencia 1997)) e foram amplamente passados em revista por Violaine Moreau

(Moreau, 2006, tese de doutorado).

O terceiro caso é estudado por métodos de docking. Esses métodos sdao baseados na
hipétese que uma interacao favordvel tem uma alta afinidade de ligagdo. Explorando
as configuragdes espaciais, um grande nimero de interacdes potenciais sdo
simuladas e avaliadas em termo de energia (Halperin et al. 2002; Smith and Sternberg

2002).

A respeito do segundo caso, a maioria das predi¢des sucedidas sdo realizadas na
estrutura tridimensional da proteina. Assim, varios parametros estruturais sao
usados para predizer as regides de interacdo de uma dada proteina: propriedades
geométricas, habilidade de alguns grupos quimicos a formar pontes de hidrogénio,

cavidades enzimaticas, taxa de hidrofobicidade e carga relativa das superficies (Jones

and Thornton 1996; Jones and Thornton 1997; Fariselli et al. 2002; Liang et al. 2004).

No entanto, estudos podem ser conduzidos usando a simples sequéncia, se nenhuma
estrutura for disponivel. Neste caso, alinhamentos multiplos de sequéncias sao
frequentemente usados para detectar residuos conservados entre proteinas de uma

mesma familia funcional (Gotoh 1992; Casari et al. 1995).
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II.3.B.ii. Interacdes Ac/Ag e localizacao do epitopo
Gracas aos bancos de peptideos, é possivel selecionar varios peptideos capazes de
ligar-se a proteina alvo. Desse jeito, um grande ntimero de mimotopos pode ser
obtido usando um anticorpo como sonda. A comparagdo do conjunto de mimotopos
com a sequéncia do antigeno nativo para identificar o epitopo reconhecido pelo
anticorpo ndo é uma tarefa simples. De fato, a literatura relata a dificuldade em
localizar epitopos apds selecionar mimotopos compartilhando muito pouca
similaridade com o antigeno (Stephen et al. 1995; Bonnycastle et al. 1996; Rudolf et al.
1998). Para lidar com essa dificuldade, varias ferramentas foram desenvolvidas.
PEPTIDE é o primeiro programa combinando métodos computacionais com
resultados experimentais para localizar um epitopo num dado antigeno, usando
mimotopos (Pizzi et al. 1995). O método FINDMAP é baseado somente na analise das
sequéncias de mimotopos (Mumey et al. 2003), enquanto dois outros métodos
(Mapitope e SiteLight) usam a informacao contida na sequéncia e na estrutura 3-D do
antigeno (Enshell-Seijffers et al. 2003; Halperin et al. 2003). Mais recentemente, a
ferramenta MIMOP mostrou resultados muito bons, combinando diferentes
abordagens para analizar as sequéncias de mimotopos, considerando a sequéncia e a

estrutura 3-D do antigeno (Moreau et al. 2006).

Uma outra estratégia consiste em predizer epitopos potenciais na superficie. Esse
tipo de predicdo pode ser baseada na sequéncia ou na estrutura 3-D. Na primeira
categoria, vérias ferramentas foram desenvolvidas e aplicam-se muito bem ao caso
da predicdo de epitopos continuos. Portanto, 11 ferramentas tém sido listadas que
predizem a antigenicidade de uma proteina a partir das suas caractéristicas de
sequéncia. Até agora, BEPITOPE realizou as predicdes de epitopos continuos mais
precisas (Odorico and Pellequer 2003). Varias caracteristicas de sequéncia sdo
consideradas nesses métodos e podem ser combinadas: (i) acessibilidade dos
residuos de amino acido ao solvente (Lee and Richards 1971); (ii) escalas de
hidrofobicidade ou hidrofilicidade (Hopp and Woods 1981; Parker et al. 1986); (iii)
escala de antigenicidade (Welling et al. 1985); (iv) flexibilidade (Karplus and Schulz,
1985); (v) elementos de estrutura secundaria (Pellequer et al, 1994).

Surpreendentemente, dois métodos somente requerem informagdes da estrutura 3-D
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para efetuar as predicdes de epitopo: o programa EMT (“Epitope Mapping Tool”)
(Batori et al. 2006) e o servidor CEP (“Conformational Epitope Prediction”). E deploravel
que suas performancias respectivas nao tenham sido comparadas aquelas do
BEPITOPE. Usar a informacao biolégica existindo na estrutura 3-D de uma proteina
deve inegavelmente trazer um apoio muito mais valioso na predicdo de provaveis
interacbes com outras moléculas. Por essa razdo, a investigacdo da estrutura 3-D

torna-se necessaria.

III. Determinacao da estrutura protéica

Uma vez que as intera¢des moleculares dependem muito da conformacao espacial, a
estrutura tridimensional (3-D) é critica para o entendimento do modo de agdo de
uma proteina. Assim, conhecer a estrutura 3-D de uma proteina permete descrever
topologicamente as propriedades de superficie e entdo abordar suas funcdes

biol6gicas potenciais.

As técnicas de sequénciamento de proteinas e &cidos nucléicos tornaram-se
relativamente rdpidas, simples e baratas, enquanto a determinacdo experimental da
estrutura 3-D continua dificil. Como resultado, uma lacuna entre o nimero de
sequéncias experimentalmente conhecidas e o ntmero de estruturas 3-D protéicas
determinadas (6.413.124 sequéncias de proteinas no banco de dados RefSeq vs. 52.079
estruturas de proteinas no banco PDB - 10 de marco de 2009) cresceu nos ultimos
anos e deve continuar crescendo com a enorme contribuicao dos projetos genoma no

mundo inteiro.

III.1. Métodos experimentais

Para determinar as estruturas 2-D e 3-D de uma proteina ou de um complexo,
diversos métodos experimentais tém se mostrados eficientes. Assim, a cristalografia
de raios X, a espectroscopia por Ressondncia Magnética Nuclear (RMN) e a
criomicroscopia eletronica sdo as técnicas prefencialmente usadas para estudar

proteinas sozinhas enquanto a tomografia molecular e a microscopia atdomica sdo

42




especificamente usadas para analizar grandes complexos moleculares. A técnica do
Dicroismo Circular (DC) representa uma alternativa ttil para determinar elementos
de estrutura secunddaria, quando os métodos 3-D tradicionais falham. Cada uma
dessas técnicas pode produzir resultados muito bons e é geralmente admitido que a
cristalografia de raios X e a espectroscopia RMN levam as estruturas mais precisas, o

que faz dessas os dois métodos experimentais de referéncia em biologia estrutural.

III.1.A. Cristalografia de raios X

A técnica da cristalografia de raios X usa a propriedade dos raios X de poder desviar
em diversas direcdes quando eles batem na trelica de um cristal, de um jeito que
depende do arranjo dos atomos dentro do cristal. A partir dos angulos e das
intensidades dos raios desviados, é possivel construir um mapa tridimensional da
densidade eletronica do cristal. Entdo, as posi¢cdes médias dos atomos, suas ligacdes
quimicas, sua desordem e outras informagdes podem ser reconstruidas usando a

expressdo matematica da transformada de Fourier.

II1.1.B. Espectroscopia RMN

A técnica da espectroscopia RMN explora as propriedades magnéticas de dados
nucleos atdmicos. Em contraste com a cristalografia de raios X, a RMN é limitada as
proteinas pequenas em primeiro lugar (normalmente menor do que 35 kDa), embora
0s progressos técnicos permitem resolver estruturas sempre maiores. A principal
vantagem da RMN é que ela trata proteinas em solucdo. Consequentemente, a
dindmica local (flexibilidade) pode ser abordada de melhor maneira do que a
cristalografia de raios X o permite. Contudo, a RMN depende de um conjunto
complexo de restricdes que o modelo a ser produzido deve satisfazer. A grande

compexidade do objeto do nosso estudo nao é favoravel ao uso dessa técnica.

I11.1.C. Dicroismo circular

O método DC é baseado na capacidade de um material de absorver a luz segundo

sua polarizacdo. Essa propriedade é encontrada nas moléculas biolégicas por causa
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da chiralidade do dtomo de carbono alfa (Ca). Dados tipos de estruturas secundérias
em proteinas (a-helix, B-sheet, B-turns...) apresentam espectros tipicos de absorcdo e
o espectro DC geral de uma proteina pode ser interpretado em termo de
porcentagem de residuos envolvidos em cada tipo de arranjos estruturados e ndo

estruturados (coil).

II1.1.D. Limitac¢des e dificuldades

Como se pode perceber, todas essas técnicas apresentam desvantagens e limitagoes.
Primeiro, todas dependem da purificacdo de uma grande quantidade de proteina e
necessitam concentra¢des importantes, o que constitui um procedimento caro, que

exige muito tempo e para qual o sucesso ndo é garantido.

Depois, a cristalografia de raios X depende da cristalizagdio de uma amostra de
proteina, o que representa um evento bastante imprevisivel. Um outro problema
conhecido como o “problema da fase” é relacionado a reconstrucdo das posigdes
atomicas dentro do cristal, a partir da densidade eletronica. Modelos estruturais
protéicos de baixa resolugdo sao muito dificeis de refinar até a precisao atomica, e a
dificuldade aumenta rapidamente com o tamanho da proteina. Além disso, a maior
desvantagem da cristalografia de raios X é que ela produz somente estruturas
“estaticas”, apesar da “flexibilidade molecular”, ao contrario da espectroscopia

RMN.

As limitacdes da espectroscopia RMN residem essencialmente na resolucdo do
espectro gerado que é diretamente ligado a intensidade dos campos magnéticos

aplicados ao sistema.

III.1.E. Progressos na area

Esforcos considerédveis tém sido realizados para melhorar essas técnicas. A técnica de
cristalografia de raios X pode hoje ser usada com uma radiagao sincrotron capaz de
difratar em cristais menores e de baixa qualidade. O problema da fase pode ser

resolvido usando métodos computacionais (como por exemplo a modelagem por
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homologia ou a predicdo ab initio, ler o paragrafo “Métodos preditivos”) (Qian et al.
2007). Em espectroscopia RMN, cujo uso era tradicionalmente limitado as proteinas
relativamente pequenas ou aos dominios protéicos, novas técnicas foram
introduzidas para resolver o problema de sinal sobreposto e atenuar a relaxagao de
magnetizacdo observada em grandes proteinas (Markus et al. 1994; Pervushin et al.
1997). Além disso, novos programas estdo sendo desenvolvidos para executar
automaticamente diversas etapas do processo, custosas em termo de tempo (Guntert

2004; Liu et al. 2005; Rieping et al. 2007).

Contudo, problemas experimentais ainda sobram e métodos preditivos ja bem
conhecidos apresentam uma alternativa barata e rapida para resolver estruturas 3-D

de proteinas.

II1.2. Métodos preditivos

Ap6s mais de 50 anos de pesquisa, uma variedade de abordagens ditas “in silico” sao
disponiveis para a predicdo das estruturas de proteinas. Eles variam de métodos
dependendo de informagdes de evolugdo comparativa a métodos puramente

estatisticos e métodos baseados somente em principios fisicos (Ginalski et al. 2005).

Trés estratégias principais sdo aplicadas para a predicdo de estrutura de proteinas : a
modelagem comparativa, a predicdo ab initio e o threading. Elas podem ser

combinadas como no caso dos métodos hibridos ou de méta-predicao.

II1.2.A. Predicao ab initio

Anfinsen sugeriu que toda a informagao necesséria para que uma proteina se enovele
estd contida na sua estrutura primdaria (Anfinsen 1973). Baseado nessa teoria
amplamente aceita, os métodos ab initio foram desenvolvidos para simular o processo
de enovelamento. Inicialmente, o termo ab initio (sindnimo de “de novo”) foi
introduzido para qualificar métodos que usavam sé principios fisicos para modelar
todos os parametros energéticos envolvidos no enovelamento e encontrar a estrutura

de mais baixa energia livre, segundo a “hip6tese termodinamica” que estabelece que
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a estrutura nativa de uma proteina é aquela para qual a energia livre alcanca o seu
minimo global. Hoje em dia essa defini¢do tornou-se mais geral e inclui as fungdes
estatisticas e fisicas derivadas dos dados experimentais e das outras estruturas

protéicas conhecidas.

Houve varios progressos na predigdo ab initio nos altimos 10 anos (Baker and Sali
2001) e o método mais bem sucedido chamado Rosetta (Rohl et al. 2004) produziu
recentemente uma predicdo excepcional numa proteina de 112 residuos de
aminoécido, cujo modelo sobrepds a estrutura resolvida por cristalografia de raios X

com uma resolucdo de 1,4 A sobre mais de 90 residuos (Qian et al. 2007).

Embora progressos consideraveis tenham sido observados na predicdo da estrutura
protéica ab initio, o método continua produzindo, na maior parte, modelos estruturais
de baixa precisdo e confiabilidade. Enquanto a predicdo ab initio é inegdvelmente o
método mais dificil, os ultimos resultados sdao muito encorajadores para a
modelagem de pequenos dominios protéicos e oferecem boas perspectivas futuras

(Bradley et al. 2005).

II1.2.B. Fold recognition

Os métodos de fold recognition sao baseados em duas observacdes. Em primeiro lugar,
duas proteinas que ndo compartilham nenhuma relacdo evolucionaria detectavel
podem todavia apresentar uma estrutura similar. Em segundo lugar, a andlise do
arranjo espacial dos residuos de aminodcidos nas estruturas protéicas permitiu
identificar preferéncias de interagdo que resultem no desenvolvimento de potenciais
contatos entre residuos que podem ser representados por uma simples matriz de
substituicao (Ginalski et al. 2005). Os métodos de fold recognition em proteinas visam
detectar similaridades entre estruturas 3-D de proteinas que ndo sdao acompanhadas
de nenhuma similaridade significativa de sequéncias. Existem vérias abordagens,
mas o objetivo tnico é tentar encontrar folds que sao compativeis com uma dada
sequéncia. Ao contrario da comparacao de sequéncias, esses métodos aproveitam-se
da informacdo extra contida nas estruturas 2-D e 3-D. De fato, esses métodos

invertem o problema do enovelamento das proteinas: em vez de predizer como uma
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sequéncia vai enovelar-se, eles predizem qudo bem um fold vai servir para uma

sequéncia.

II1.2.C. Modelagem comparativa

Quando aplicaveis, os métodos de modelagem comparativa sdo aqueles que
fornecem as estruturas mais precisas e confidveis (Ginalski 2006). A modelagem
comparativa é baseada na observacdo que proteinas relacionadas evolutivamente
apresentam estruturas 3D similares (Chothia and Lesk 1986). Consequentemente, um
modelo 3D de uma proteina alvo pode ser construido a partir de uma(s) proteina(s)
de estrutura(s) conhecida(s) chamada(s) “template(s)”, que compartilha(m)
tradicionalmente uma similaridade de sequéncia significativa com o alvo. O
procedimento de modelagem compde-se das etapas seguintes : (i) achar alguma(s)
proteina(s) template apropriada(s); (ii) alinhar as sequéncias alvo e template(s); (iii)
identificar regides conservadas estruturalmente e construir a cadéia principal; (iv)
predizer as regides estruturalmente varidveis, incluindo insercdes e N e C terminais
faltantes; (v) adicionar e optimizar as cadeias laterais dos residuos de aminoacido;
(vi) refinar e avaliar o modelo resultante segundo uma fun¢do de pseudo energia.
Embora cada etapa possa introduzir erros que afetam a qualidade geral do modelo
resultante, o uso 6timo da informacdo estrutural a partir dos templates disponiveis e a
precisao do alinhamento sequéncia-estrutura sao os fatores que mais determinam a

qualidade final do modelo (Ginalski 2006).

II1.2.C.i. Comparacao sequéncia-sequéncia
A estratégia classica para selecionar estruturas templates correspondendo a
homologos préximos a uma dada proteina consiste em alinhd-la com todas as
sequéncias de proteinas de estruturas conhecidas, usando BLASTp (Altschul et al.
1997). BLASTp permite modular os parametros de alinhamento como as penalidades
de gap (abertura e extensdo) e a matriz de substitui¢cdo. Esse método rapido e simples
pode encontrar um fold para aproximadamente 30% dos genes nos genomas
microbiais (Wang et al. 2000). Porém, o método trata as regides conservadas e

varidveis com o mesmo peso fazendo com que elas tenham o mesmo efeito no
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alinhamento final, e sua abilidade em detectar homodlogos distantes é limitada

(Ginalski et al. 2005).

II1.2.C.ii. Comparacao perfil-sequéncia e sequéncia-perfil
Baseando-se na hipotese que o alinhamento de motivos conservados é mais relevante
do que o alinhamento de regides varidveis, outras estratégias tém aparecido -
revistadas em (Ginalski et al. 2005) - que usam matrizes de substituicdo posicdo-
especificas (Bork and Gibson 1996). A matriz de substituicdo genérica 20 por 20 é
substituida por uma matriz de substituicdo N por 20, chamada perfil, que define o
score para alinhar qualquer um dos 20 aminoacidos com cada um dos residuos da
proteina para qual o perfil é construido. Tais perfis sdo gerados baseado na
variabilidade dos aminodcidos encontrados no alinhamento multiplo da proteina
alvo com seus homoélogos proximos. Assim, o perfil define uma familia de
homologos em vez de uma sequéncia s6 (Ginalski et al. 2005). PSI-BLAST (Schaffer et
al. 2001; Altschul et al. 2008) é o programa mais popular que executa tal comparagao
perfil-sequéncia. Através a geracao iterativa de alinhamentos mdltiplos e perfis, o
programa é capaz de encontrar homologos distantes que o BLASTp nao poderia
detectar para a proteina alvo. Outros métodos baseados nos modelos de Markov
(Hidden Markov Models - HMMs) tém sido desenvolvidos também (Eddy 1998;
Karplus et al. 1999). No lugar de penalidades de gap, os HMMs calculam
probabilidades de insercoes e dele¢des. Ao contrario de PSI-BLAST, os HMMs ndo
filtram o banco de estruturas. Consequentemente, os HMMs sdo muito mais lentos

que o PSI-BLAST, mas sao também mais sensiveis.

II1.2.C.iii. Comparacdo perfil-perfil
A comparagado perfil-perfil permete uma comparagdo simétrica da proteina alvo com
os templates potenciais. O objetivo dessa estratégia é melhorar a sensibilidade da
busca de templates. Foi mostrado que esse tipo de método pode detectar similaridades
entre duas familias, ndo detectdveis usando comparacdo de um perfil com uma
sequéncia (Rychlewski et al. 2000). Varios métodos perfil-perfil foram desenvolvidas

(Ohlson et al. 2004; Sadreyev and Grishin 2004; Wang and Dunbrack 2004).
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E interessante notar que estratégias de comparagao baseadas no perfil sdo usadas na
modelagem comparativa, assim como nos métodos de threading, de tal maneira que

esses podem agora ser considerados como dois métodos complementares e cruzados.

II1.2.D. Ferramentas de modelagem

Para estudos usuais, servidores de modelagem automatica sdo disponiveis na
Internet (Swiss prot, CPH, etc.)). Para analises mais focadas, ferramentas de
modelagem e meta-servidores sdo numerosos e tém sido extensivamente revistados
por Ginalski e colaboradores (Ginalski et al. 2005). Vale citar o pacote Modeller (Fiser
and Sali 2003; Eswar et al. 2008) por este ser o programa de referéncia para a
modelagem comparativa. Modeller tem sido constantemente melhorado desde que
foi criado por Andrej Sali em 1990 e estd disponivel de graca no endereco
http:/ /salilab.org/modeller/. O programa funciona na maioria das plataformas: G4,

G5, and Intel Apple Macintosh (OS X Tiger and Leopard), Intel or AMD Linux and

Windows PC, SGI, esta¢des de trabalho Sun. No que diz respeito ao método de
threading, algumas ferramentas muito praticas como PHYRE (novo 3Dpssm)
(Bennett-Lovsey et al. 2008), PredictProtein (Rost et al. 2004) ou GenTHREADER
(McGuffin and Jones 2003), podem ser executados via a Internet. Varios meta-

servidores sdo disponiveis, tais como o meta-servidor CBS (http://abcis.cbs.cnrs.fr/).

Para a modelagem de proteinas ab initio, o algoritmo Rosetta desenvolvido pelo
grupo do David Baker pode ser usado via um servidor Internet ou instalado

localmente (Das et al. 2007).

III.2.E. Métodos de avaliacao da modelagem

Desde 1994, o desempenho de todos esses métodos de predicdo estdo sendo
avaliados bianualmente pela CASP (Critical Assessment of techniques for protein
Structure Prediction). Os métodos sdo avaliados na base da analise de muitas
predi¢des “cegas” da estrutura de proteinas. Ha 15 anos que a CASP esta em vigor e
progressos enormes tém sido observados durante esse tempo (Moult et al. 2007). O

fato que as predicdes mais precisas ainda dependem mais do trabalho dos grupos de
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especialistas do que do resultado dos algoritmos representa um problema para os
experimentos da CASP (Ginalski et al. 2005). De fato, fica dificil para os biélogos
saber qual método deveria ser usado para suas proprias predigdes. Para julgar os
métodos computacionais sem a intervengdo dos especialistas, a CAFASP (Critical
Assessment of Fully Automated Structure Prediction) foi lancada em 1998 e os

experimentos estdo conduzidos em paralelo com a CASP, de um jeito “cego”.

Estudos sistematicos comprovaram que os modelos comparativos podem carregar
informagdes novas (chamadas “valor adicionado”) com respeito as estruturas
templates (Chakravarty and Sanchez 2004; Chakravarty et al. 2005). O valor absoluto
do melhoramento sobre o template é geralmente pequeno, mas é mesmo assim uma

proeza considerédvel e tem sido um objetivo da CASP hd um bom tempo (Moult et al.

2007).

No que diz respeito a aplicabilidade das 3 principais estratégias de modelagem,
alguns critérios tém de ser observados. E geralmente admitido que as abordagens de
fold recognition sao mais eficientes para predizer o fold de uma proteina quando esta é
rica em motivos de estrutura secundaria, e apresenta dificuldades quando se trata de
pequenas proteinas pobres em motivos de estrutura secunddria, como é o caso das
toxinas peptidicas. Quando a proteina de interesse apresenta mais de 30% de
identidade de sequéncia com uma proteina cuja estrutura 3D ja é conhecida, a
modelagem comparativa é o método mais 6bvio de se aplicar. Recorre-se geralmente
a predicao ab initio quando nenhuma similaridade pude ser detectada com uma
familia protéica. Contudo, a estrutura 3D geral de uma proteina pode ser predita por
modelagem comparativa e partes dela refinadas por métodos ab initio, como é feito
para porcdes ou segmentos da proteina que ndo existem na estrutura template. O uso
de um método ou outro depende de 2 critérios principais: (i) a similaridade da
sequéncia alvo com outra(s) sequéncia(s) protéica(s) para quais uma(s) estrutura(s)
determinada(s) experimentalmente esti(estdo) disponivel(-is); (ii) qual precisdao é
necessaria para os estudos a serem conduzidos em cima do modelo 3D, indo de

relacdes estrutura-fungdo que ndo necessitam um modelo muito preciso, até
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caracterizacdo molecular da especificidade de substratos que requer um modelo 3D

altamente preciso (Figura 5).

II1.2.F. Avaliacao do modelo

Diversas ferramentas tém sido desenhados para avaliar se estruturas 3D sdo corretas,

que elas sejam modelos experimentais ou preditivos.

Enquanto ele calcula os modelos, o programa Modeller avalia sua qualidade usando
uma funcdo de pseudo energia que avalia qudo bem os modelos correspondem a
derivada dos templates. O resultado é dado pelo score de Modeller Objective Function
(Fiser and Sali 2003). Outros programas como Procheck (Laskowski et al. 1993)
verifica a qualidade estereoquimica dos modelos. O método Verify3D (Eisenberg et
al. 1997) mede a compatibilidade de um modelo protéico com sua sequéncia, usando
um perfil 3D. Varios outros ferramentas e servidores (ProSA (Wiederstein and Sippl
2007), WHATIF (Vriend 1990), CBS, etc.) oferecem a possibilidade de verificar a

coeréncia dos modelos e de medir a qualidade deles.

No entanto, o tnico jeito de considerar um modelo 3D como uma verdadeira
representagdo da proteina de interesse é de superpor as coordinatas do modelo com
as da estrutura experimentalmente determinada da proteina. Por exemplo, o
programa MAMMOTH (Ortiz et al. 2002) é usado para fazer um alinhamento
estrutural par-a-par do modelo com a estrutura experimental da proteina. Em outras
palavras, quao bom que possa ser, um modelo ainda é um modelo e ndo pode ser
considerado como a estrutura “real” até que experimentos venham confirmar sua

precisdo.

II1.3. Colecoes e classificacoes de estruturas 3D

Existem varias classificacdes de estruturas protéicas disponiveis na Internet. O
Research Collaboratory for Structural Bioinformatics Protein DataBank (RCSB PDB) é a
referéncia em termo de bancos de estruturas. Os arquivos do PDB contém

informacOes sobre estruturas de proteinas, dcidos nucléicos e arranjos complexos

51




100%

% - Comparable to medium resolution X-ray/NMR structure
a - Structure based design
UEJ - Understanding substrate specificity
E 60%
= - Properties that do not occur in template (e.g. electrostatics,
:'E cavity volume)
% - Protein engineering (e.g. stability)
E - Molecular replacement in X-ray crystallography
;&: 30%
S - Assignment of function/protein fold
g - Focus mutagenesis experiments
w - Finding binding/active sites by 3D motif searching
aﬁ' - NMR structure refinement
0%

Figura 5. Precisao e aplicagdes dos modelos obtidos por modelagem por homologia.
(De Bourne e Weissig, Structural Bioinformatics)
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determinados experimentalmente (Berman et al. 2000). O banco SCOP (Structural
Classification Of Protein), constituido por inspecao manual auxiliada por uma série de
métodos automatizados, pretende fornecer uma descricdo detalhada e abrangente
das relacdes estruturais e evolucionarias entre todas as proteinas para quais a
estrutura 3D é conhecida (Murzin et al. 1995). CATH é uma classificagdo hierdrquica
das estruturas dos dominios protéicos, que agrupa as proteinas segundo 4 niveis:
Classe (C), Arquitetura (A), Topologia (T) e superfamilia de homoélogos (H). As
fronteiras e avaliagdes para cada dominio protéico sdo definidas por uma
combinagdo de procedimentos manuais e automatizados que incluem técnicas
computacionais, dados empiricos e estatisticos, revisdo da literatura e analise por
especialistas (Orengo et al. 1997). O banco de dados Dali é baseado na comparagao,
todas contra todas, das estruturas 3D protéicas do PDB. Os vizinhos estruturais e
alinhamentos sdo automaticamente inseridos e regularmente atualizados (Holm et al.
2008). O banco 3Dee contem as definicdes dos dominios estruturais de todas as
cadéias do PDB, curados pelo EBI e pelo RCSB, que tém 20 ou mais residuos e nao
sdo modelos tedricos. Estes dominios foram agrupados por similaridades de
sequéncia e de estrutura. As familias resultando dessa classificagdo estao estocadas
num sistema hierdrquico (Siddiqui et al. 2001). HOMSTRAD (HOMologous STRucture
Alignment Database) é um banco de dados curado de alinhamentos de sequéncias de
familias de proteinas homologas baseados na estrutura. Todas as estruturas de
proteinas conhecidas sdo agrupadas em familias de homoélogos (i.e., possuem um
ancestral comum), e as sequéncias de membros representativos de cada familia sao
alinhadas segundo as suas estruturas 3D (Mizuguchi et al. 1998). Esses alinhamentos
baseados nas estruturas sao anotados por JOY (Mizuguchi et al. 1998) e examinados

individualmente.

Varios métodos e ferramentas dedicados ao estudo das estruturas protéicas e das
suas interacdes e a organizacdo dos dados conhecidos, foram desenvolvidos nos
altimos anos. A compreensdao dos mecanismos de agdo das toxinas peptidicas

animais conta com a informagao disponivel sobre as suas estruturas e o jeito com que
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elas interagem com seus receptores. Combinando esses métodos que atacam o
problema de diversos pontos de vista, desejamos extrair um novo conhecimento
sobre as toxinas peptidicas animais, para desenvolver tratamentos clinicos e novas

ferramentas biotecnolégicas.
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OBJETIVO

Como podemos usar a diversidade das toxinas agindo nos canais iénicos para extrair

novos conhecimentos sobre estas interagdes?

ESTRATEGIA

Cruzar os dados funcionais com as informagdes estruturais e a predigdo de

superficies antigénicas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Desenvolver um método para obter modelos tridimensionais confidveis para
as toxinas aracnidicas cujas estruturas experimentais nao estdo ainda
disponiveis.

* Analizar as superficie das toxinas para evidenciar as caracteristicas
susceptiveis de ter um papel na interagdo proteina-proteina.

» Estudar as relagdes estrutura-funcdo-antigenicidade no caso das toxinas Tx2-5
e Tx2-6 da aranha Phoneutria nigriventer.

* Organizar os dados num armazém evolutivo dedicado a investigacao das

toxinas peptidicas animais.
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MATERIAL & METODOS

I. Banco de dados : SiliTox

I.1. Dados

Decidimos construir SiliTox, um novo banco de dados que retne e organiza
informagdes sobre a estrutura 3D, as interagdes moleculares (incluindo a
antigenicidade) e a funcdo das toxinas animais. Para comecar este trabalho,
enfocamos as toxinas de aranhas e escorpides apods ter excluido as toxinas
enzimaticas, as toxinas incompletas (anotadas como fragmentos), as toxinas cuja
sequéncia ndo inclui nenhum residuo de cisteina e outras proteinas relacionadas com
toxinas (aproximadamente 680 proteinas foram rejeitadas). 221 toxinas de aranhas e
409 toxinas de escorpides foram finalmente selecionadas e inseridas dentro de
SiliTox, totalizando 630 toxinas peptidicas aracnidicas “ricas em cisteinas” (a0 menos
um residuo na sequéncia). Todos os dados estruturais, funcionais e sintomaticos
associados a essas toxinas peptidicas foram baixados do banco de dados Swiss-Prot
(Boutet et al. 2007) ou extraidos da literatura. Apds verificagdo manual (e corregao,
caso necessario), os dados foram inseridos nas tabelas apropriadas do banco SiliTox
(Figura 6). Para facilitar a verificagdo dos dados e permitir a inser¢do automatica
deles no banco de dados, um formulario de anotacao eletrénica escrito em PHP e
HTML (HyperText Markup Language) foi criado. Novas informacdes pertinentes para
as investigacdes das relacdes estrutura-funcao-antigenicidade foram adicionadas
(padrado de distribuicdo dos residuos de cisteina, modelos tridimensionais, predicao
de peptideos antigénicos, etc.) ou serdo adicionadas no futuro (anotacdo da fungao
segundo o formalismo BioW (Maziere et al. 2004), aplicacdes biotecnoldgicas e

farmacetticas das toxinas petidicas, etc.), ja que SiliTox foi concebido para evoluir.
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1.2. Estrutura do banco de dados

O banco de dados foi concebido e desenhado segundo o método Merise (Tardieu et
al. 1983; Tardieu et al. 1985; Rochfeld and Morejon 1989). Primeiro, um esquema
conceitual do banco de dados foi desenhado (ndo mostrado) baseado na teoria das
relacdes (Codd 1970). O diagrama de classes foi entdo construido usando o program
open-source ArgoUML versdo 0.18.1 (Figura 6). O nivel l6gico foi lidado pelo uso de
phpMyAdmin versdo 2.11.9.2 com a linguagem MySQL versdao 5.0.45. SiliTox é
fisicamente localizado num servidor dedicado ao desenvolvimento no laboratério

SysDiag (UMR3145 CNRS / Bio-Rad) em Montpellier na Franga.

I.2.A. Classes ‘BioEntity’

No SiliTox, os objetos biologicos foram tratados segundo o formalismo multi-escalas
BioW (Maziere et al. 2004). Uma ‘BioEntity’ é uma entidade molecular biologicamente
ativa, composta de uma ou varias ‘BioMolecule’ para realizar uma ‘Biological Function’.
No SiliTox, uma BioMolecule pode ser uma ‘Protein’, um ‘NucleicAcid ou uma
‘SmallMolecule’ ('lon’, ‘ChemicalCompound’, ‘Sugar’..). Um ‘cDNA" pode ser
considerado como um ‘NucleicAcid" cuja sequéncia deriva do &cido ribonucléico que
corresponde a uma toxina peptidica. No SiliTox mais especificamente, uma Protein
pode ser toxica (como é o caso da maioria das toxinas peptidicas animais) ou ndo,
pode ser um ‘IonChannel’ ou um ‘Antibody’. Essas proteinas podem interagir de um
jeito especifico. A classe ‘Interact’ permite estocar os dados relativos as interagdes
Protein/lonChannel, Protein/Antibody ou ‘Peptide’ antigénico predito por SiliPop
/Antibody.

1.2.B. Classes BioW

No que diz respeito aos processos biolégicos (funcdo), SiliTox estd seguindo o
formalismo BioW (Maziere et al. 2004). BioW é um esquema multi-escala permitindo a
descricao funcional baseada nos elementos bésicos de acao. Assim, a funcao biolégica

(classe ‘BF’) é realizada por uma BioEntity e é uma combinacdo de atividades
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biologicas (classe ‘BA”). As BAs sdo efetuadas por um ou mais dominios funcionais
(classe “FuncDom’) da(s) BioMolecule(s). As atividades bioldgicas sdo compostas de
pequenos processos no nivel funcional que sdo chamados de “elementos basicos de
acao” (Basic Elements of Action, classe “BEA”). Os BEAs sdo tijolos tedricos de acdo em
relacdo com os motivos funcionais (classe ‘FuncMotif). Ambos ‘FuncDom’ e
‘FuncMotif correspondem as caracteristicas estruturais da BioMolecule; as classes

‘Fold’” e motivo estrutural “StrucMotif respectivamente.

I.2.C. Classes ‘RefBiblio’, “‘Species’, ‘Origin’, ‘NaturalEffect’ e
‘Symptom’
As informacOes relativas as publicacdes cientificas sobre uma determinada
BioMolecule, organismo e compartimentos biolégicos dos quais essa foi extraida,
efeitos induzidos num organismo hospedeiro e os sintomas associados, foram

automaticamente lidas no banco de dados Swiss-Prot e inseridas dentro das classes

‘RefBiblio’, “Species’, ‘Origin’, “NaturalEffect’ e *‘Symptom” do SiliTox, respectivamente.

1.2.D. Classe ‘Application’

A classe ‘Application’ foi concebida para receber os dados sobre aplicacdes
biotecnoldgicas e farmacetticas conhecidas que se baseiam no uso de peptideos ricos
em cisteinas. Esse campo de pesquisa estd sendo intensivamente investigado. No
futuro préximo, SiliTox estard capaz de recuperar e organizar as informagdes
relativas aos biopesticidas, tratamentos da dor ou outras novas drogas derivadas de

toxinas peptidicas animais.

I.2.E. Classes ‘Disulfide’ e ‘CysPattern’

Quando conhecida e anotada no Swiss-Prot, a conectividade dos residuos de cisteina
formando pontes dissulfeto numa determinada toxina foram inseridas no SiliTox
com uma mencao correspondendo ao grau de confianca : ‘experimentally determined’,
‘by similarity’, “probable’. Quando essa informacao é ausente mas pode ser inferida por

alinhamento com toxinas homodlogas, as pontes foram deduzidas e inseridas no
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SiliTox com a mencdo ‘SiliTox guess’. Quando a conectividade dos residuos de
cisteina de uma toxina era duvidosa, nenhuma ponte foi inserida no banco para a
dita toxina. Para cada entrada da classe ‘Disulfide, o atributo ‘CCsequence’
corresponde as posi¢des sequénciais dos residuos de cisteina formando uma ponte
dissulfeto (exemplo : ‘C3 - C17 ’). O atributo ‘CCrelative’ corresponde as posicoes
relativas do par de cisteinas dentro de todos os residuos de cisteina da sequéncia

(exemplo : ‘C1 - C5').

Para cada toxina, o padrdo de cisteinas foi determinado, formalizado segundo a
sintaxe PROSITE (Bairoch 1993) e entdo inserido na classe ‘CysPattern” do SiliTox,
junto com a quantidade de residuos de cisteinas. Como exemplo da sintaxe PROSITE,
a sequéncia em aminoacidos da toxina Tx2-6 da aranha Phoneutria nigriventer tem o
padrao de cisteina seguinte : “X(2)-C-X(6)-C-X(3)-C-X(1)-C-C-X(5)-C-X(1)-C-X(3)-C-
X(1)-C-X(14)-C-X(2)’, com ‘C’ representando um residuo de cisteina, ‘X" um residuo
de aminoacido qualquer e o nimero entre parenteses indicando quantos residuos

formam as alcas que separam os residuos de cisteina.

Segundo o conjunto de pontes dissulfeto encontradas em cada toxina, o motivo geral
de pareamento das cisteinas pude ser classificado em 3 categorias : ‘kozclass’,
‘ICKclass” e “Nclass’. Quase todos os padrdes descritos na classificagdo das toxinas de
aranhas por Kozlov e Grishin (Kozlov and Grishin 2005) sao associados ao motivo
ICK. Assim, todas as sequéncias de toxinas (incluindo a maioria das toxinas de
aranhas e algumas toxinas de escorpides) correspondendo a um desses padrdes
classificados no artigo de Kozlov, receberam a anotacao ‘kozclass’ nas suas entradas
de CysPattern. Todos os outros padrdes de cisteinas contendo o motivo ICK, nao
considerados na classificacdo de Kozlov mas identificados em The Knottin Website
(Gelly et al. 2004), foram anotados como ‘ICKclass’. Enfim, os padrdes de cisteinas nos
quais as pontes dissulfeto ndo correspondem a um motivo ICK foram anotados como
‘Nclass’. Vale notar que dois padrdes de cisteinas que tém a mesma expressao
PROSITE mas um apareamento diferente dos residuos de cisteinas sdo considerados

como duas entradas CysPattern diferentes no SiliTox.
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As pontes dissulfeto foram anotadas individualmente, segundo a classificacdo do
pareamento geral descrito na entrada CysPattern associada. A convencdo existente
para a numeragdo dos residuos de cisteina no motivo ICK (Figura 3) foi usada e
adaptada para rotular cada residuo de cisteina segundo sua posicao relativa no
motivo formado pelo padrdao de pontas dissulfeto. Essa anotagdo corresponde aos
atributos ‘CCconvICK’ e “CCconvNONick’ na classe Disulfide (exemplos: ‘CI - CVI’; “Ca
- Cb').

I.2.F. Classes ‘TempGroup’ e ‘Model’

As classes ‘TempGroup” e ‘Model’ sao destinadas a estocar os dados de modelagem
usadas para / e produzidas pelo programa SiliMod. A classe TempGroup contém as
informacgdes necessarias para permitir SiliMod de selecionar automaticamente as
estruturas template pertinentes para a modelagem comparativa das sequéncias alvos.
A classe Model contém os dados de saida do programa SiliMod. (Para mais detalhes,
leia os capitulos ‘Material e Método/Modelagem das estruturas das toxinas por
SiliMod” e ‘Resultados/Banco de dados de toxinas : SiliTox/Recuperacao dos
dados’.)

I.2.G. Classes ‘Segment’, ‘Distance’, “Cluster’ e ‘Peptide’

Quatro classes do banco de dados SiliTox sao dedicadas aos resultados do SiliPop da
analise das superficies moleculares e antigénicas das estruturas 3D das toxinas
peptidicas. Assim, as classes ‘Segment’, ‘Distance’, ‘Cluster’ e ‘Peptide’ contém
respectivamente os dados relacionados aos segmentos da BioMolecule accessiveis ao
solvente, as distancias calculadas entre os segmentos, ao resultado de clustering dos
segmentos segundo a matriz de distancia e as caracteristicas do conjunto de
peptideos antigénicos preditos. (Para mais detalhes, leia o capitulo ‘Material e
Método/Ferramentas de andlise das superficies antigénicas das proteinas : PEPOP &

SiliPop.)
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I.3. Implementacao do banco de dados

No momento da implementagdo do banco de dados, cada uma das classes descitas
previamente virou uma tabela (“table’) e recebeu um novo atributo para identificar
cada entrada de um jeito tnico. Isso corresponde ao atributo chamado chave-
primdria da tabela. No SiliTox, este identificador tinico é um ntmero inteiro (integer)
que é automaticamente incrementado cada vez que uma nova entrada é inserida no

banco de dados.

I.3.A. Hierarquia das classes

Para lidar com os niveis hierdrquicos vindo da classe BioEntity (Figura 6)
(BioMolecule, Protein, Antibody, lonChannel, NucleicAcid, cDNA, SmallMolecule, Ion,
ChemicalCompound, Sugar), as tabelas herdeiras foram “achatas para cima” para a
tabela BioMolecule (i.e., agrupadas na “tabela mae” BioMolecule), novos atributos
foram inseridos para representar o tipo e subtipo de molécula. Todos os atributos das

tabelas herdeiras foram inseridos na tabela BioMolecule também.

1.3.B. Rela¢des maltiplas

Algumas classes apresentam relacdes multiplas entre elas (Figura 6). Para lidar com
essas relacdes, a estratégia adoptada é a seguinte : (i) em caso de relagdao do tipo “1-N’
(multiplicidade “1- 0...* ou “1- 1...*, por exemplo : BioMolecule - Species), a chave-
primdria da tabela do lado ‘1" é inserida na tabela do lado ‘N’ como novo atributo,
virando um atributo chamado de “chave estrangeira” (no exemplo, a tabela
BioMolecule recebe a chave primaria ‘speID’ da tabela Species como chave estrangeira);
(ii) no caso de relacdo ‘N-N" (multiplicidade ‘0...*- 0..*, “0..*- 1..* ou “1..*- 1..*/,
exemplo : Segment - Peptide), uma nova tabela é criada e contém as duas chaves
primdrias das tabelas que ela liga, como atributos de chaves estrangeiras (no segundo

exemplo, a nova tabela SeglnPep foi criada e contém os atributos “segmentID’ e ‘pepID’

como chaves estrangeiras provendo das tabelas Segment e Peptide).
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1.3.C. Tabelas e atributos

Para uma descricdo completa e exaustiva de todas as tabelas e todos os atributos do

SiliTox, veja o diciondrio de dados no apéndice.

II. Modelagem das estruturas 3D das toxinas : SiliMod

IL.1. As toxinas Tx2-5 e Tx2-6 da aranha Phoneutria nigriventer como
caso de estudo

No nosso laboratério, duas toxinas homoélogas da aranha brasileira Phoneutria
nigriventer foram bastante estudadas. Essas toxinas sdo chamadas toxinas Tx2-5 e
Tx2-6 da Phoneutria nigriventer ou PnTx2-5 e PnTx2-6 respectivamente. As duas
toxinas foram sequénciadas em 1992 (Cordeiro et al., 1992) e sao disponiveis no
banco de dados Swiss-Prot pelos cédigos de accesso TX25A_PHONI (ntmero de
accesso 076199) and TX26_PHONI (P29425).

Até hoje, nenhuma estrutura foi determinada experimentalmente para PnTx2-5 e
PnTx2-6. Portanto, como alternativa aos métodos experimentais de determinacdo da
estrutura 3D, o método da modelagem comparativa foi aplicado para gerar
estruturas 3D tedricas para PnTx2-5 e PnTx2-6 e propor hipoteses baseadas nos

resultados. Diversas estratégias de selecao de templates foram testadas.

IL.1.A. Selecao de templates

II.1.A.i. Baseada na similaridade de sequéncias
Para selecionar estruturas template, a abordagem classica baseada na similaridade de
sequéncias foi inicialmente testada. Usando os servidores NCBI BLASTp e PSI-
BLAST (Altschul et al. 1997; Altschul et al. 2008), as sequéncias das toxinas foram
alinhadas as sequéncias de proteinas cujas estruturas 3D sdo disponiveis no PDB.
Contudo, dado o tamanho e a variabilidade das sequéncias, ajustamentos manuais

foram necessarios.

63




IL.1.A.ii. Baseada no reconhecimento estrutural (fold
recognition)

As toxinas de interesse foram submetidas ao servidor de fold recognition
mGenThreader (McGuffin et al. 2000), e as predigdes de estruturas secundarias foram
efetuadas nas sequéncias alvos usando os algoritmos PHD e PROF (Rost et al. 1994),
PSIPRED (McGuffin et al. 2000), Jpred (Cuff et al. 1998), e nnPredict (Kneller et al.
1990).

II.1.A.iii. Baseada na composi¢ao de aminoacidos
A pesquisa de templates foi também feita com o programa PROPSEARCH (Hobohm
and Sander 1995). Este programa foi concebido para achar a familia protéica putativa
quando os métodos classicos de alinhamento ndo sdao capaz de detectar os
homodlogos estruturais e/ou funcionais de uma proteina alvo. O programa nao
considera a ordem sequéncial dos residuos de aminoécidos mas a composicao geral
em aminodacidos, o peso molecular, o contetido em pequenos residuos, o conteado
em residuos volumosos, a hidrofobicidade média, a carga média, etc., para um total
de 144 propriedades medidas. As sequéncias de PnTx2-5 e PnTx2-6 foram assim

submetidas a analise por PROPSEARCH via o servidor on-line.

II.1.A.iv. Baseada na similaridade de padrdes de cisteinas
Desenvolvemos nossa propria estratégia para a selecdo de templates. Esse método é
baseado na observacdo que a maioria das toxinas peptidicas de aranha sdo muito
ricas em residuos de cisteina (~15-20% dos residuos) e que as posicdes relativas dos
residuos de cisteinas estdo relativamente conservadas, apesar de uma diversidade
significativa entre as sequéncias das toxinas. Portanto, o padrdo de conectividade das
cisteinas de PnTx2-5 e PnTx2-6 foi deduzido por alinhamento de sequéncias com
todas as toxinas peptidicas de aranha contendo pelo menos 8 residuos de cisteina e
cujas pontes dissulfeto tenham sido identificadas experimentalmente (Figura 10A).
As andlises do fold foram conduzidas usando os bancos SCOP (Murzin et al. 1995) ,

CATH (Orengo et al. 1997) e DBAIi (Marti-Renom et al. 2007).
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IL.1.A.v. Selecao final

Dentro do grupo de toxinas de aranhas de estruras conhecidas, estruturas templates
foram selecionadas segundo os critérios seguintes: (i) similaridade dos padrdes de
cisteinas (segundo a classificacdo das neurotoxinas de aranhas proposta por Kozlov e
Grishin (Kozlov and Grishin 2005)); (ii) similaridade das sequéncias (usando o
algoritmo de alinhamento local BLAST); (iii) similaridade das estruturas secundarias
(por alinhamento das estruturas secundérias preditas usando o algoritmo SOV (Rost
et al. 1994) de todas as toxinas peptidicas de aranhas); (iv) similaridade do alvo de
ligacdo, quando conhecido (toxinas modificadoras de gating do canal de s6dio). As
estruturas templates selecionadas sdo aquelas da 6-atracotoxina-Hv1 (Fletcher et al.
1997), da 6-palutoxina IT2 (Ferrat et al. 2005), da toxina AcTx-Hi:OB4219 (Omecinsky
et al. 1996) a da p-agatoxina-1 (Rosengren et al. 2002). As coordenadas dos seus
atomos sdo depositados no PDB (Berman et al. 2000) sob os cédigos respectivos

1VTX, 1V91, 1EIT e 1KQH.

I1.1.B. Alinhamento das estruturas templates

Usando uma rotina adaptada do cédigo do script ‘salign.py’ do Modeller (ver
apéndice), um alinhamento estrutural dos quatro templates foi efetuado pelo

Modeller 9v4 (Fiser and Sali 2003).

IL.1.C. Alinhamento das sequéncias alvo-template baseado no
alinhamento das estruturas dos templates
Os alinhamentos de cada sequéncia alvo com as sequéncias dos templates foram feitos
usando a rotina ‘multalign.py’ (ver apéndice) do Modeller, baseado no resultado de
fitting 3D e do alinhamento das sequéncias baseado no alinhamento das estruturas

que foram calculados por “salign.py’.

I1.1.D. Modelagem e restricao das pontes dissulfeto

O padrao de conectividade dos residuos de cisteina foi deduzido por alinhamento da

sequéncia do alvo com as dos templates. O pareamento resultante é o seguinte : Cys3
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- Cysl7, Cys10 - Cys23, Cysl4 - Cys46, Cysl6 - Cys31, and Cys25 - Cys29 para
ambas as sequéncias das toxinas. A rotina model.py do Modeller contém os
parametros de modelagem, os caminhos para os arquivos PDB dos templates e a
quantia de modelos a serem construidos. O programa também permite obrigar
virtualmente a formacdo das pontes dissulfeto durante a modelagem. Assim, as
posicdes das cisteinas na sequéncia alvo foram especificadas nos parametros de
modelagem do arquivo model.py segundo o pareamento previsto das cisteinas (ver

apéndice). Para cada toxina, 100 modelos estruturais foram calculados.

II.1.E. Avaliacao dos modelos e selecao

Uma rotina foi implementada para classificar todos os modelos calculados segundo
seu valor de Modeller Objective Function (MOF) e retornar o melhor deles para cada
toxina. Em seguida, eles foram avaliados usando WHAT IF Check Report (Vriend
1990), a andlise do plot de Ramachandran por Procheck (Laskowski et al. 1993), o score
de Verity3D (Eisenberg et al. 1997), e o z-score de ProSA (Wiederstein and Sippl
2007). O modelo que satisfez o melhor os critérios de multi-avaliacdo foi selecionado
para cada toxina. Os potenciais eletrostaticos foram calculados usando GRASP2
(Petrey and Honig 2003) e as representacdes das estruturas 3D foram desenhadas

usando o programa PyMol (DeLano 2002).

II.1.F. Fluorescéncia do triptofano e dicroismo circular

Registros de fluorescéncia da PnTx2-6 foram obtidos com um fluorémetro ABL2
Spectronic (Applied Biosystems, Foster City, CA) em cubetas de quartzo de um
centimetro de largura. A amostra foi excitada no comprimento de onda de 280 nm e o
espectro de emissao foi coletado em 300 e 400 nm a temperatura de 20°C. O espectro
de dicroismo circular (DC) da PnTx2-6 foi obtido com um espectropolarimetro (Jasco
J-810) numa cubeta de quartzo de um centimetro de largura com luz UV em 190-260
nm, 23°C. A toxina foi diluida na dgua. Os dados foram obtidos cada 0.5 nm de
intervalo a 50 nm/min. Todos os espectros de DC sdao médias de 20 varreduras

espectrais. Em cada condicdo, a linha de base foi substraida do espectro com a toxina.
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II.2. Constituicio dos grupos estruturais baseados no padrao de
cisteinas para a modelagem automatica das toxinas

Considerando-se que : (i) a maioria das toxinas peptidicas de aracnideos sdo muito
ricas em residuos de cisteina; (ii) as posicdes desses residuos nessas sequéncias sao
altamente conservadas dentro dos membros de subfamilias; (iii) a variabilidade
observada nas sequéncias reside nas regides inter-cisteinas; (iv) essas toxinas
parecem adotar somente poucos folds, fizemos a hip6tese geral de que templates
apropriados para uma determinada sequéncia de toxina seriam estruturas de toxinas
que apresentam padrdes de distribuicdo e pareamento dos residuos de cisteina
similares aqueles da toxina alvo. Esta hipotese foi testada com as toxinas PnTx2-5 e
PnTx2-6 e a estratégia de modelagem foi adaptada e estendida a todas as toxinas
peptidicas de aracnideos ricas em cisteinas previamente inseridas no banco de dados

SiliTox.

IL.2.A. Templates disponiveis

Dentro das 409 toxinas de escorpides presentes no SiliTox, as estruturas
determinadas experimentalmente de 72 delas sdo disponiveis no PDB (57 foram
determinadas por RMN, 14 por espectrometria de raios X e 1 é um modelo teérico).
Dentro das 221 sequéncias de toxinas de aranhas, 39 correspondem a estruturas
disponiveis no PDB (36 RMN e 3 modelos teéricos). Os modelos tedricos estando
deixados de lado, um total de 111 estruturas 3D de toxinas de aracnideos sdo

possiveis templates para as outras 519 toxinas presentes no SiliTox.

II.2.B. Composicao dos grupos

Todos os padrdes de cisteina existentes dentro das toxinas do SiliTox foram
classificados e grupos foram formados segundo a similaridade dos padrdes, a
quantia de residuos de cisteina e a conectividade em pontes dissulfeto. Os grupos
estruturais formados podem ou ndo conter algumas toxinas com estrutura 3D
conhecida. Escolhemos limitar a cinco a quantia de estruturas templates potenciais.

Nos grupos grandes que contém mais de cinco toxinas cujas estruturas 3D sdo

67




conhecidas, as sequéncias de todas as toxinas do grupo foram alinhadas pelo
ClustalW (Thompson et al. 2002) e agrupadas segundo a similaridade das suas
sequéncias, usando o algoritmo Neighbor-Joining (Saitou and Nei 1987). Assim, novos
subgrupos foram formados e inseridos no SiliTox. Num grupo, cada toxina é anotada
como ‘template’ ou “target’ segundo se sua estrutura é disponivel no PDB ou ndo. Uma
execdo foi feita para as estruturas teéricas do PDB que foram anotadas como “model’ e

nao puderam ser usadas como templates para a modelagem.

IL.3. O algoritmo do SiliMod

A estratégia de modelagem das estruturas 3D usando a selecao de templates baseada
na similaridade de padrdes de cisteinas foi automatizada num novo programa
chamado SiliMod, dedicado as toxinas peptidicas ricas em cisteinas. SiliMod usa
rotinas escritas em Perl e Python para rodar o programa de modelagem por
homologia Modeller na sua versao 9v4, pegando recursivamente as sequéncias das

toxinas de uma lista dada como arquivo de entrada (Figura 7).

I1.3.A. Conjunto de alvos

Todas as sequéncias de toxinas presentes no SiliTox foram extraidas do banco juntas
aos seus nomes de accesso do Swiss-Prot (Bairoch et al. 2004) e formatadas num
arquivo multi-fasta. SiliMod 1&é o nome e a sequéncia de cada toxina do arquivo
multi-fasta de entrada e chama uma rotina chamada ali.pl que foi escrita para
converter a sequéncia para o formato PIR e escrevé-la no arquivo proteinname.ali que

serd depois lido pelo programa Modeller.

I1.3.B. Selecao de templates

Para cada sequéncia do arquivo multi-fasta, SiliMod conecta-se ao banco SiliTox e
recupera o grupo estrutural no qual a toxina alvo pertence. Além disso, o padrao de
pontes dissulfeto e todos os templates disponiveis do grupo sao retornados. Se ndo
tiver template disponivel no grupo estrutural da toxina alvo, o programa retorna uma

mensagem de aviso e pula para a préxima toxina do arquivo multi-fasta.
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Figura 7. Esquematizacdo do algoritmo do SiliMod.
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I1.3.C. Alinhamento estrutural dos templates (optativo)

Se tiver mais de um template para uma determinada sequéncia de toxina alvo,
SiliMod chama uma rotina chamada salign.pl e manda para ela o nome da proteina
alvo, o caminho para o arquivo proteinname.ali contendo sua sequéncia, os cédigos
PDB dos templates estruturais e os parametros para o alinhamento estrutural. Todos
esses dados sdo formatados e escritos num novo arquivo proteinname_salign.py pela
rotina salign.pl. Entdo, SiliMod chama o programa Modeller para rodar o
alinhamento estrutural usando proteinname_salign.py como arquivo de entrada. Em
saida do proteinname_salign.py, varios arquivos sdo criados, dentro de quais
proteinname_salign.ali que serd requerido por proteinname_multalign.py para a proxima

etapa do procedimendo de modelagem.

I1.3.D. Alinhamento das sequéncias template(s)-alvo baseado na(s)
estrutura(s)

Se mais de uma estrutura template foi detectada para uma toxina alvo, depois do
SiliMod ter rodado a rotina salign.py, o programa chama a rotina multalign.pl para
gerar proteinname_multalign.py. Do mesmo jeito que salign.pl faz, multalign.pl e
singalign.pl requerem o nome da proteina, o(s) cédigo(s) PDB do(s) template(s), o
caminho do(s) arquivo(s) PDB e o caminho para proteinname_salign.ali ou
proteinname.ali respectivamente. SiliMod chama entdo o Modeller para rodar o
arquivo previamente gerado (proteinname_multalign.py ou proteinname_singalign.py).
O arquivo de saida serd& chamado  proteinname_multalign.ali  ou

proteinname_singalign.ali, dependente de qual rotina foi usada.

II.3.E. Obrigacao das pontes dissulfeto e constru¢ao dos modelos

Depois, SiliMod conecta-se ao SiliTox para recuperar a quantia de residuos de
cisteina e suas conectividades nas pontes dissulfeto da molecula. Em seguida, o
programa chama a rotina model.py que formatard as pontes a serem forcadas durante
a modelagem. O nome da proteina, o(s) cédigo(s) PDB do(s) template(s), o(s)

caminho(s) do(s) arquivo(s) PDB e do arquivo de alinhamento final gerado na etapa
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precedente (proteinname_multalign.ali ou proteinname_singalign.ali) sdo também
escritos no arquivo proteinname_model.py, junto ao ntimero de modelos a serem
calculados para a sequéncia da toxina alvo. Finalmente, SiliMod chama Modeller
mais uma vez para rodar a modelagem da estrutura 3D correspondente a toxina alvo
usando o arquivo proteinname_model.py que contém os parametros e as restricdes de

modelagem.

I1.3.F. Selecao do melhor modelo

Finalmente, SiliMod abre todos os arquivos PDB dos modelos gerados, 1é cada valor
de MOF e move o arquivo do modelo de mais baixo score para um outro diretério,
que conterd o melhor modelo 3D para cada toxina para qual um ou mais template(s)

pode(/puderam) ser identificado(s), no final do procedimento recursivo.

I1.4. Validacao do método

Para testar o desempenho do SiliMod, modelagens “cegas” foram realizadas com
sequéncias de toxinas cujas estruturas ja foram determinadas experimentalmente ou
modeladas por outros autores. Todas essas sequéncias para quais um ou mais
template(s) puderam ser detectado(s) no mesmo grupo estrutural no SiliTox foram
modeladas por SiliMod com a mesma metodologia do que aquela que foi descrita
acima. Usando o servidor MAMMOTH (Ortiz et al. 2002), o melhor modelo para
cada toxina foi alinhado com a estrutura original do PDB e dois pardmetros foram
considerados: (i) o valor de Root Mean Square Deviation (RMSD) corresponde a
distancia em angstroms que separa os atomos Ca dos esqueletos das duas estruturas
protéicas; (ii) o score de probabilidade -In(P-value) do MAMMOTH representa a
similaridade estrutural esperada entre o modelo e a estrutura experimental
comparado ao valor esperado quando tira-se ao acaso qualquer par de estruturas.
Como cutoffs de referéncia, os scores de MAMMOTH de 4.5 e 2.99 correspondem a
niveis de confianca de 99% e 95% respectivamente (Ortiz et al. 2002).
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III. Ferramentas de andlise da superficie antigénica das proteinas:
PEPOP & SiliPop

Enquanto a maioria dos métodos existentes para a predicdo de propriedades
antigénicas de uma proteina sao baseados na sequéncia, necessita-se métodos usando
a informacdo 3D para poder prever epitopos discontinuos para derivar peptideos
imunogénicos eficientes. No contexto de um vasto trabalho colaborativo, uma
ferramenta dedicada a predicdo de peptideos antigénicos foi desenvolvida e validada
experimentalmente. O programa é chamado PEPOP. Neste documento, explicacdes
completas serdo limitadas ao trabalho que foi realizado no contexto desta tese
(implementacdo do algoritmo PEPOP a partir da etapa de notagao dos segmentos até
o fim, assim como a validacdo bibliogréfica). No entanto, alguns outros pontos serdo
detalhados quando necessario para uma boa compreensao do projeto em geral. Para
qualquer informagao complementar (sob a validagao experimental por exemplo), ver
o artigo anexado intitulado PEPOP: Computational design of immunogenic peptides
(Moreau et al. 2008) que foi recentemente publicado no jornal BMC Bioinformatics. A
segunda ferramenta chamada SiliPop foi desenvolvida depois do PEPOP e faz o

objeto de uma segunda publica¢do (Fleury et al., em preparacao).
II1.1. Algoritmo do PEPOP

III.1.A. Agrupamento (Clustering) dos segmentos acessiveis na
superficie
A partir da estrutura 3D da proteina alvo, a regido da superficie que fica acessivel ao
solvente é calculada (Figura 8A, etapa 1). A acessibilidade de cada residuo de
aminoacido é determinada usando DSSP (Kabsch and Sander 1983) com os
parametros por default. Os aminoacidos contiguos e acessiveis sdo listados como
segmentos (um segmento pode ser composto de um tnico residuo) (Figura 8A, etapa
2). A posicao espacial de cada segmento é aproximada por um segmento geométrico
representado por trés pontos: os dois primeiros pontos sdo os Ca dos residuos das
extremidades N- e C-terminal do segmento; o terceiro ponto é calculado como o

ponto médio entre os dois outros. Assim, um segmento é representado pelas
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coordenadas 3D (x, y e z) dos trés pontos caracteristicos. Depois disso, uma matriz de
distancia é calculada dentro da qual a comparacdo entre dois segmentos produz nove
valores (3 x 3). A partir dessa matriz, uma matriz de menor distancia é derivada, na
qual a distancia entre dois segmentos é representada pelo menor dos nove valores
previamente calculados. Usando essa matriz, o agrupamento dos segmentos é
realizado pelo programa Kitsch do pacote PHYLIP v3.6 (Retief 2000) (Figure 8A, step
3). Nessa altura, um conjunto de segmentos acessiveis a superficie da proteina é
arrumado em grupos segundo as distancias espaciais relativas dos segmentos entre

si.

III.1.B. Notacao dos segmentos

Segundo diferentes analises de interagdes Ac/Ag e/ou outras proteina-proteina
(Bogan and Thorn 1998; Chakrabarti and Janin 2002), cinco parametros foram
escolhidos para a influéncia que foi mostrado que eles tém no carater antigénico, e
até imunogéénico, de uma proteina, ou porque eles sao encontrados nas interfaces de
complexos proteicos. No programa PEPOP, essas cinco caracteristicas podem ser
selecionadas individualmente ou combinadas entre si. Portanto, uma nota é atribuida
aos segmentos de uma dada lista (seja a lista dos segmentos de um grupo, ou todos
os segmentos existentes, segundo a escolha do usudrio) para cada propriedade
selecionada pelo usuédrio : (i) comprimento do segmento; (ii) acessibilidade do
segmento; (iii) hidrofobicidade do segmento; (iv) ocorréncia dos residuos de
aminoacido especiais que sdo : triptofano (W), arginina (R), tirosina (Y) e prolina (P);
(v) presenca de residuos envolvidos em [-turns. O “length score” é o ntmero de
residuos de um segmento. O “accessibility score” é a acessibilidade média dos residuos
que componham um segmentos (segundo os valores calculados por DSSP). O
“hydrophobicity score” é o nuamero de residuos de aminoacidos hidrofébicos
(consideramos Tyr, Trp, Phe, Leu, Val, Ile, Cys, Pro, Met) presentes no segmento. O
nimero de W, R, Y e P no segmento representem a nota para a propriedade de
“particular amino acid presence”. Finalemente, o “p-turn score” é dado pelo namero de

residuos envolvidos numa estrutura de tipo -turn, segundo o DSSP.
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Figura 8. (A) Descricdo do algoritmo do PEPOP. Etapa 1 : A superficie accessivel ao
solvente é calculada a partir da estrutura 3D de uma proteina. Etapa 2 : Segmentos de
aminoacidos accessiveis e contiguos sao listados, e a matriz das menores distancias
Euclidianas entre os segmentos é calculada. Etapa 3 : Os segmentos sdo agrupados
em clusters segundo a matriz de distancia (os clusters podem ser mostrados na
estrutura 3D da proteina). Etapa 4 : Peptideos sao desenhados segundo as anélises do
clustering. (B) Interface do PEPOP. Os segmentos e os clusters podem ser mostrados
numa vista 3D da proteina de uma maneira interativa. (De Moreau et al., 2008)
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II1.1.C. Notacgao dos clusters

Cada cluster recebe uma nota para as cinco propriedades descritas acima, segundo os
scores dos segmentos que o componham. O “length score” de um cluster é dado pelo
comprimento do maior segmento deste cluster. Num cluster, o nimero de segmentos
que fazem parte do primeiro quartil dos segmentos mais acessiveis representem o
“accessibility score” do cluster. O “hydrophobity score” corresponde ao ntmero de
residuos de aminodcidos hidrofébicos de todos os segmentos contidos no cluster. Do
mesmo jeito, o “particular amino acid presence score” é dado pelo nimero de residuos
W, R, Y e P dos segmentos pertencendo ao cluster. O “p-turn score” é representado
pelo ntimero de residuos de aminoacidos envolvidos numa estrutura -turn dentro

de todos os residuos dos segmentos do cluster.

III.1.D. Classificacao dos segmentos e dos clusters

Para cada uma das cinco propriedades, os segmentos sao classificados segundo os
scores previamente assinados e as cinco posi¢des obtidas por um mesmo segmento na
classificacdo sdo somadas. Segundo este valor multi-critério final, os segmentos sdo

ordenados mais uma vez. O mesmo processo € aplicado para ordenar os clusters.

III.1.E. Desenho dos peptideos antigénicos e/ou imunogénicos

Para desenhar um peptideo com potencial antigénico e possivelmente imunogénico
também, um “segmento de referéncia” (reference segment) é escolhido pelo usuério a
partir do conjunto de segmentos acessiveis calculados e sua sequéncia é extendida
usando um dado “método de extensdo” (method of extension) numa “regido de
extensdo” (area of extension) especificada. O segmento de referéncia pode ser
selecionado manualmente dentro de todos os segmentos, segundo a escolha do
usudrio, se se quer visar uma determinada regido da proteina, em cujo caso o
peptideo predito resultate deve ser capaz de mimetizar essa regido. De outra
maneira, o algoritmo do PEPOP foi concebido para realizar a selecdo automatica do

“melhor segmento” assim chamado, i.e. o segmento classificado como primeiro
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segundo as critérios selecionados dentro das cinco propriedades fisicoquimicas e
estruturais dos residuos compondo os segmentos, e que foram descritas previamente.
Assim, apoés ter ordenado os segmentos segundo as caracteristicas escolhidas, o
segmento de melhor score é automaticamente selecionado como segmento de
referéncia. Num segundo passo, o segmento de referéncia é elongado num peptideo
que atinge um tamanho molecular apropriado. Trés métodos de extensdo foram
implementados. O primeiro, chamado “FPS” (Flanking Protein Sequence), consiste em
extender os dois lados da sequéncia do segmento de referéncia com a sequéncia que
a flankeia na proteina alvo. Num segundo método, chamado “NN” (Nearest
Neighbors), o algoritmo procura os segmentos mais proximos do lado C-terminal do
segmento de referéncia no espago, usando a matriz de distdncia minima previamente
calculada. A sequéncia do segmento mais préximo é adicionada aquela do segmento
de referéncia na sua extremidade C-terminal (Figura 9). Se for necessario, a extensao
continua do mesmo jeito com o altimo segmento adicionado, até que o comprimento
total (definido pelo usuario) do peptideo seja alcancado. O terceiro método, chamado
“ONN”" (Optimized Nearest Neighbor path) consiste em achar o caminho mais curto
entre os segmentos que constituem o peptideo. A partir do conjunto de segmentos
encontrados usando o método NN, todas as combinagdes de segmentos sdo
exploradas para selecionar aquela para qual a distancia global entre todos os
segmentos é a menor possivel. O tltimo passo do desenho de peptideos por PEPOP é
a escolha da zona de extensdao. O método de extensao de peptideos pode considerar o
conjunto inteiro de segmentos acessiveis da proteina ou somente um dos
predeterminados clusters de segmentos acessiveis. O usudrio pode selecionar este
cluster dentro de todos os demais ou escolher a opgao de selecdo automatica, em qual
caso PEPOP selecionara o “melhor cluster” como descrito previamente para a selegao
do segmento de referéncia. De fato, os clusters estao classificados segundo as mesmas
cinco caracteristicas que podem ser combinadas juntas: acessibilidade, comprimento,
hidrofobicidade, ntimero de residuos W, R, Y, P e ntimero de residuos em p-turns. O
cluster que recebe a melhor nota segundo os parametros selecionados é aquele que

servird de zona de extensao.
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Figura 9. Descricdo esquemdtica dos métodos de construcdo dos peptideos
empregados por PEPOP e SiliPop.
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III.2. O algoritmo do SiliPop

SiliPop é uma versao totalmente automatizada do PEPOP que permite ao usudrio
analizar um conjunto de proteinas sob as mesmas condicdes e todas de uma vez s6,
em vez de ter que submeter cada alvo um por um e fixar os parametros cada vez.
Através de uma interface simples, o programa requer do usudrio o caminho do
diretério contendo todas as estruturas (no formato PDB) a serem analizadas. Do
mesmo jeito que PEPOP faz, os segmentos acessiveis sdao gerados, as matrizes de
distancia sdo calculadas e clusters de segmentos acessiveis espacialmente proximos
sdo formados. Por default, SiliPop usa os cinco critérios descritos no PEPOP (ver o
pardgrafo “Notacado dos segmentos”) para ordenar os segmentos da proteina. Para
adaptar o programa as moléculas pequenas (que contém muitos segmentos com o
mesmo score final), o segmento mais comprido é selecionado como referéncia, no
caso de segmentos classificados como primeiros ex aequo. A selecao de segmentos de
referéncia para construir os peptideos é feita de acordo com o resultado da avaliacdo
multi-critérios dentro de dois conjuntos : (1) a lista inteira dos segmentos; (2) a lista
de segmentos de cada cluster. Depois disso, SiliPop gera trés tipos de peptideos para
cada alvo proteico : um peptideo desenhado pelo método FPS usando o melhor
segmento dentro do conjunto (1); um peptideo desenhado pelo método ONN com o
melhor segmento do conjunto (1); e para cada cluster, um peptideo desenhado pelo
método ONN a partir do melhor segmento do conjunto (2). A zona de extensao é
preferencialmente o cluster ao qual o segmento de referéncia pertence, mas se este
altimo estiver sozinho no seu cluster, SiliPop usa o conjunto inteiro de segmentos
para extender o peptideo. Se a combinatéria for alta demais (oito segmentos ou
mais), o peptideo serd feito de um segmento s6. Por default, o comprimento de

extensao é fixado a 20 residuos de aminoéacidos.

II1.3. Avaliacao do desempenho da ferramenta

Como existe uma relacdo documentada entre superficie acessivel e antigenicidade
(Novotny et al. 1986; Thornton et al. 1986), a correspondéncia entre os clusters de

superficie identificados por PEPOP em determinadas proteinas e seus epitopos
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conhecidos foi avaliada. Neste objetivo, 13 complexos Ac/Ag em quais os residuos
de aminoacidos contribuindo ao epitopo discontinuo foram identificados, foram
selecionados na literatura e extraidos do PDB (Berman et al. 2000). Uma anélise
detalhada foi primeiro realizada na lisozima de ovo de galinha (Hen Egg Lysozyme,
HEL) ja que vérios epitopos bem definidos foram identificados por cristalografia de
raios X (resolucdes de 1.5 até 3.22 A). O algoritmo do PEPOP foi rodado na estrutura
3D do HEL (disponivel sob o cédigo 1SFG no PDB). Sete complexos adicionais foram
também analisados para extender essas observacdes a um conjunto de 13 epitopos
cristalogréficos. Analises do PEPOP foram efetuadas nas estruturas 3D do Ag
sozinho, i.e. ndo complexado com o mAc especifico do epitopo estudado, porque este
é 0 caso mais frequentemente encontrado. A distribuicdo dos residuos formando o
epitopo dentro dos clusters identificados por PEPOP foi analizada, e o nimero de
residuos do epitopo no maior cluster (i.e. aquele que contem mais residuos do

epitopo) foi calculado.

A validacdo experimental em animais do potencial antigénico e imunogénico dos
peptideos preditos por PEPOP foi também realizada, e o desempenho do PEPOP foi
comparado ao de outras ferramentas de predicdo de epitopos. A descricio dos

métodos pode ser consultada no artigo publicado anexado (Moreau et al. 2008).

II1.4. Analise da superficie antigénica das toxinas

Num primeiro tempo, os modelos estruturais das toxinas PnTx2-5 e PnTx2-6 foram
submetidas a andlise por PEPOP, via website. O segmento de referéncia foi
selecionado automaticamente, de acordo com os critérios descritos previamente,
dentro de todos os segmentos acessiveis calculados. O peptideo foi extendido usando
o método ONN com a lista dos segmentos pertencendo ao mesmo cluster que o
segmento de referéncia. O comprimento da sequéncia do peptideo foi fixada a 20

residuos de aminoacidos.

Num segundo tempo, todas as 461 estruturas 3D de toxinas aracnidicas, provendo ou
do PDB ou das predi¢cdes por SiliMod e estocadas no banco SiliTox, foram

submetidas a andlise automatica por SiliPop. As predicdes de peptideos foram
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realizadas usando trés métodos : (i) o melhor segmento segundo os cinco critérios
pre-citados usando o método FPS; (ii) o melhor segmento extendido pelo método
ONN dentro do seu cluster; (iii) o melhor segmento de cada cluster extendido pelo
método ONN dentro do mesmo cluster. As listas de segmentos, as listas de clusters, as
matrizes de distancias, as arvores de agrupamento (clustering) e todas as sequéncias
do peptideos antigénicos preditos resultando foram inseridas no SiliTox na tabelas
apropriadas. Os parametros correspondendo aos métodos de construgdo dos
peptideos mimetizando as superficies potencialmente antigénicas foram também

armazenados no banco SiliTox.

Todos os peptideos preditos por SiliPop para todas as estruturas 3D do banco SiliTox
foram comparados em termo de similaridade de sequéncia (usando BlastP e
ClustalW). Os alinhamentos multiplos resultando foram transformados numa matriz
de distancia usando o programa Prodist do pacote PHYLIP (Retief 2000). A matriz de
distancia foi entdo usada para agrupar os peptideos das 461 estruturas disponiveis de
toxinas (estruturas experimentais e teéricas de toxinas de aranhas e escorpides).
Depois disso, o grafo de saida foi transformado num dendrograma ou numa &rvore

sem raiz.

IV. Implementacao das ferramentas

Para permitir um acesso fécil ao banco de dados usando as tecnologia web, a interface
do SiliTox foi implementada em HTML, PHP (versao 5.2.4-3) e MySQL (mysql-max-
5.0.45). Um conjunto de queries foi implementado para permitir a recuperagao dos
dados segundo vérios critérios que serao descritos no capitulo “Resultados”. O banco
SiliTox esta temporariamente localizado no endereco

http:/ /192.168.8.4/ ~cfleury /silitox/ durante o seu desenvolvimento.

Os algoritmos de SiliMod, PEPOP e SiliPop foram implementados em PHP e Perl.
SiliMod e SiliPop foram desenvolvidos num servidor Linux (Linux Mandriva corporate
kernel 2.6.22.19 SMP, i686 Intel(R) Quad Celeron(R) CPU 4x2.53GHz, RAM 4Go,
250Gb HD), com uma arquitetura de programa do tipo LAMP (Linux Apache MySQL
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Php), rodando PhpMyAdmin versao 2.11.92 e um servidor openssh (4.7 patchl). O
servidor é hospedado e suportado pelo servico ARIT (“Administration Réseau

Informatique et Télécommunication”) do laboratério SysDiag.

PEPOP roda num servidor Linux (servidor Dell PE2250 virtualizado com a
distribuicdo Mandriva 2007 OS) com o servidor web Apache versao 2.0. PEPOP é

acessivel no endereco http:/ /diagtools.sysdiag.cnrs.fr/ PEPOP.

Os segmentos e clusters gerados por PEPOP podem ser visualizados diretamente na

estrutura 3D do antigeno gracas ao uso do plug-in Chime (http://www.mdl.com/).

SiliTox usa o plug-in Jmol (http://jmol.sourceforge.net/) para mostrar as estruturas

3D das toxinas.
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RESULTADOS

I. Modelagem da estrutura 3D das toxinas

I.1. PnTx2-5 e PnTx2-6

Os efeitos de PnTx2-5 e PnTx2-6 podem ser responsdveis dos maiores sintomas do
envenenamento pela aranha Phoneutria nigriventer, que incluem hiperexcitagdo,
salivacao, lacrimagao e priapismo (Matavel et al. 2009). Ao nivel celular, foi mostrado
que essas toxinas causam efeitos complexos na cinética do canal de sédio, inibindo
sua inativacdo e mudando a ativagdo voltagem-dependente para potenciais mais
negativos (Araujo et al. 1993; Matavel et al. 2002), efeitos que correspondem as agdes
das toxinas O e [3, respetivamente. As duas toxinas PnTx2-5 e PnTx2-6 sdo similares
nas suas sequéncias primdrias, j4 que elas diferem por somente 5 residuos de
aminoécidos: Thr/Pro9; Val/Glul2; Asn/Tyr35; Leu/Trp37; Ser/Asn45 (Figura
10A). Os dados produzidos por nosso grupo mostram que elas tém diferencas
significativas nas suas interagcdes com o canal: PnTx2-6 tem uma afinidade 6 vezes
mais alta que a PnTx2-5, seus efeitos ndo sdo reversiveis apds 10-15 minutos de
lavagem. PnTx2-6 compete parcialmente (59%) com a a-toxina AaH II de escorpido,
mas nao com a P-toxina CsslV de escorpido, sugerindo um modo de acdo similar
aquele das toxinas de sitio 3. No entanto, PnTx2-6 ndo é removida por pulsos

fortemente depolarizantes, ao contrario das toxinas de sitio 3 conhecidas (Matavel et

al. 2009).

Investigacdes das suas estruturas 3D poderiam fornecer idéias sobre seus
mecanismos de agdo, explicar suas diferencas a respeito das suas afinidades pelos

canais Nay e clarificar porque PnTx2-6 é capaz competir com a a-toxin AaH II.

1.2. Estruturas tedricas de PnTx2-5 e PnTx2-6

Segundo os bancos SCOP, CATH e DBALII, todas as toxinas com 8 residuos cisteina
apresentam o mesmo fold, incluindo o motivo estrutural chamado “Inhibitory Cystine

Knot” (ICK) (Craik et al. 2001; Gelly et al. 2004). As estruturas das toxinas ©&-
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Figura 10. Modelagem molecular de PnTx2-5 e Pn2x2-6. (A) Sequéncias e padrdes de
conectividade dos residuos de cisteinas das toxinas de aranhas ricas em cisteinas. As
sequéncias de PnTx2-5 e PnTx2-6 foram alinhadas com aquelas de todas as toxinas
peptidicas ricas em cisteinas contendo pelo menos 8 residuos de cisteina e para quais
as pontes disulfeto tenham sido identificadas experimentalmente, por resolucdo da
estrutura 3D (k-atracotoxin-Hvlc, &-atracotoxin-Hvla (versutoxin), &-atracotoxin-
Arla (robustoxin), AcTx-Hi:OB4219, 6-palutoxins IT2, &-palutoxin IT1, p-agatoxin-1,
w-agatoxin-4A e w-agatoxin-4B) ou por outros métodos quimicos (p-agatoxin-5 e
CSTX-9). Os residuos de cisteina que formam pontes disulfeto juntas sado
evidenciadas com a mesma cor. (B) Representacdo cartoon dos modelos
tridimensionais teéricos da PnTx2-5 (esquerda) e da PnTx2-6 (direita). As pontes
disulfeto Cys3-Cysl7, Cys10-Cys23, Cys14-Cys46, Cysl6-Cys31 e Cys25-Cys29 sao
mostradas em amarelo, turquesa, vermelho, verde e azul escuro, respectivamente. As
extremidades amino- e carboxi-terminal sdo localizadas respectivamente a esquerda
e a direita de cada molécula.
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atracotoxin-Hv1 (1VTX) (Fletcher et al. 1997), 6-palutoxin IT2 (1V91) (Ferrat et al.
2005), toxin AcTx-Hi:OB4219 (1EIT) (Omecinsky et al. 1996) e p-agatoxin-1 (1IKQH)

(Rosengren et al. 2002) foram selecionadas como estruturas template.

I.2.A. Descricao das estruturas

A figura 10A mostra o alinhamento das sequéncias de PnTx2-5 e PnTx2-6 com
aquelas de 11 toxinas ricas em cisteinas cujas conectividades tenham sido
determinadas experimentalmente. O alinhamento mostra que podemos deduzir que
as toxinas da Phoneutria contém um motivo ICK conservado. Uma quarta ponte
dissulfeto (azul escuro) foi deduzida por similaridade e induz uma hipotese razoavel
para o quinto pareamento (vermelho). Pareamentos alternativos ndao mostram
nenhuma semelhanga com as conectividades de cisteinas conhecidas em toxinas. A
figura 10B mostra uma representacao cartoon dos modelos moleculares das PnTx2-5 e
PnTx2-6, com as pontes dissulfeto ressaltadas. Os modelos predizem que cada uma
das estruturas de PnTx2-5 e PnTx2-6 contém uma curta folha  formada pelas 3 fitas
GIn8-Cys10, Gly21-Cys25 e Cys29-GIn33, e uma curta hélice o formada pelos
residuos 35 (Asn na Tx2-5, Tyr na Tx2-6) até 39 (Ala nas duas toxinas).

I.2.B. Avaliacao dos modelos

As estruturas tedricas de PnTx2-5 e PnTx2-6 foram avaliadas por ProSA. Os graficos
de energia de PnTx2-5 e PnTx2-6 sdo similares aqueles das estruturas conhecidas
(Figura 11). Os scores de avaliacdo de PnTx2-5 e PnTx2-6 por Verify3D sado
classificados como “relativamente bons” e sdo similares aqueles das toxinas usadas
como templates (ndo mostrado). Apesar do fato que algumas caracteristicas
estruturais incomuns podem ser encontradas nas estruturas templates e modelos, as
analises por WHAT IF informam que os modelos ndo apresentam erros e tém as
propriedades de estruturas corretas (ndo mostrado). A avaliacdo da qualidade
geométrica das estruturas por Procheck é mostrada na Tabela 3. Os resultados da
analise segundo Ramachandran mostram que nenhum residuo de aminoécido foi

encontrado numa regido ndo autorizada, e que a maioria dos residuos nao-terminais
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Figura 11. Resultados da avaliagdo das estruturas teéricas de PnTx2-5 (esquerda) e

PnTx2-6 (direita) por ProSA-web. A qualidade dos dois modelos é comparavel
aquela de estruturas expermentais resolvidas por RMN.
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Tabela 3. Resultados estatisticos da avaliacao pelo diagrama de Ramachandran das
estruturas dos templates e dos modelos. A tabela mostra para cada estrutura o
nimero e a percentagem de residuos de aminoacidos em cada regido diedrica do
diagrama de Ramachandran (excluindo glicina, prolina e os residuos terminais). Os
dados foram obtidos usando o programa Procheck.

5 1IVTX 1vo1 1EIT 1KQH | PnTx2-5 | PnTx2-6
ructures
Residues | Residues | Residues | Residues | Residues | Residues
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Most favored 24 15 18 24 30 32
regions (64.9) (51.7) (62.1) (80.0) (74.4) (84.2)
Additional alowed 9 13 10 6 7 4
regions (24.3) (44.8) (34.5) (20.0) (20.5) (10.5)
Generously 3 0 1 0 2 2
dlowedregions | (g 1) (0.0) (34) (0.0) (5.1) (5.3)
1 1 0 0 0 0
Disallowed regions
(2.7) (3.4) (0.0) (0.0) (0.0) (0.0)
Non-Gly non-Pro 37 29 29 30 39 38
non-terminal
residues (100.0) | (100.0) | (100.0) | (100.0) | (100.0) | (100.0)
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nao-Gly e nao-Pro (74%) ocupa a regido mais favordvel (Tabela 3). Notamos que a
qualidade geométrica das estruturas modelos é até melhor que a maioria das
estruturas templates, exceto 1KQH. Os programas de predicdo de estruturas
secundarias produzem resultados compativeis com os dois modelos. Esses resultados
sugerem que os modelos tedricos propostos podem ser considerados como umas das
estruturas provéveis das toxinas PnTx2-5 e PnTx2-6 em solu¢do. Em contraste com as
o-toxinas de escorpides, nossos modelos predizem um contetdo muito baixo em a-
hélices. Essa predicdo estd em acordo com as andlises de DC da PnTx2-6, como
mostra a figura 12A. O espectro observado suporta o modelo proposto. De fato, a
proporcao de a-hélices estimada pela férmula usando a elipticidade a 222 nm (Chen
et al. 1972) é 7.7% (correspondendo a 3.7 residuos de aminodacidos), e corresponde
bem ao modelo proposto. Para comparar, mostramos também o espectro DC
experimental de uma toxina de estrutura similar, que foi determinada
experimentalmente (w-atracotoxin Hvla PDB code 1AXH) (Tedford et al. 2004). Além
disso, nossos modelos predizem que os residuos de triptofano sdo expostos na
superficie das toxinas. Isso é confirmado pelo experimento de fluorescéncia mostrado
na figura 12B. Além de serem coerentes, esses modelos predizem caracteristicas que

podem ser verificadas experimentalmente, como discutido.

I.3. Grupos estruturais

A anélise das 630 sequéncias de toxinas de aracnideos presentes em SiliTox permitiu
identificar 279 motivos de cisteinas diferentes. Segundo as suas similaridades e as
conectividades de cisteinas correspondentes nas sequéncias, esses 279 motivos foram
divididos em 30 grupos. Dentro desses grupos, 20 contém toxinas com uma estrutura
3D conhecida no PDB e também toxinas cujas estruturas 3D ndo sdo conhecidas. As
toxinas que pertencem a esses grupos foram listadas e alinhadas, e a Figura 13
mostra os grupos ‘Kozclass1403’, ‘Kozclass1502’, ‘8C_ICK2.10.2", ‘6C_N3.x.x.5.4’
como exemplos (para mais claridade, os outros grupos foram anexados no final
desse documento). Os grupos sao chamados segundo seu contetdo : ‘Kozclass1.1.0.2’

significa que o grupo contém toxinas ja classificadas por Kozlov e Grishin, no qual
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Figura 12. Testes experimentais do modelo de PnTx2-6 proposto. (A) O espectro de
dicroismo circular da PnTx2-6 (traco continuo) é comparado ao espectro da -
atracotoxin Hvla (trago discontinuo). Em (B), o espectro de fluorescéncia a 346 nm,
de acordo com os residuos de triptofano sendo expostos ao médio hidrofilico.
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‘Kozclass1403/

TXDTI_ATRRD |1QDP | spi |na CAKEFNWEGKNED- PMECIYAWYNQQ----GSEQTTITGLFE- 42
'I'XDTI_HADSP | spi|na CAKKENWEGKNED - PMECIYAWYNQQ----GSEQSTITGLFK- 42
TXDT1_HADVE|1VTZX|spi|na CAKFRNWCGKTED- PMECVYAWINEQ----GSEQSTISALWE- 42
TDHlA_HISBR| spi|na CAKKREEWCAKTED- PMECIYAWYNEQ----SSEQTTFSGMFEK- 42
TD'I'lE_H.ADVE | spilna CSRSDGWEGKTED- PMECIKAWYKQON---—-G! TISAIWK- 42
TXM1 4_MACGS |spi|na CARKFAWCEKTEN- PMECIYAWYNGD----SSEDHTISTIWT-S 44
'I'XMG'I_HACGS | spi|na CGSKRAWCKEKFD— YNCVYAWYNQR-———-SSEERKWKYLETG 43
T)CRl_M.l\CRVl spi CGTNFAWCRNAKD YSCVEPIWASKPEDDG G=———— 43
* kR . N P . .
‘Kozclass1502’
TJT1A HADVE|spi|k -TICTGADE CPGTSCOGPESN F-- 36

TJT1E HADVE|spi|k
TJT1A HADFO|spilk
TJTLC_HADVE|1DLO | spi | k

"‘8C_ICK2.10.2’

-TICTGADE
SPTCTGADR

-AICTGADE
o ek e ek ok e e

CPGTSCQGPEPNGVS - 36
CPGTSCKGPEPNGVS 37

CPGTSCE-RESNGVS 37
gk k. ok kkd Al

SCX5 BUTEU|1SIS|sco|el MCMPCETTDP RDCCGGNGK--CFG

S5CX4_BUTEU|sco|cl MCMPCF TTDHI RDCCGGNGK--CFGPQ
SCXS_BUTEU|sco|cl MCMPCFTTD RDCCGGGEK--CFGPO)
SCCT_MESMA|sco|cl -CGPCETTD. RECCGGIGK--CFGPQ
SCCX_MESMA] sco|cl -CGPCFTTD RECCGGNGK--CFGPQ
SCXL BUTSI|sco -CGPCEFTKDPETEF TCCGGIGR--CFGPQ

SCXP_ANDMA | sco|cl -CGPEFTTDPYTESKEATCCGGRGK--CVGEQ
SCX1 LEIQH|sco|cl -CGPEFTTDHOMEQKEAECCGGEIGK-—CYGPQ
SCX1_BUTSI|scolcl RCKPEFTTDPOMSF DCCGGRGKGKEY GPO

SCX8_LEIQH|seco
SCXL_LEIQU|1CHL|sco|cl

RCSPEEFTTDQOOMTE
MCMPEFTTDHOME

SCX3_BUTEU|sco|cl MCMPCFTTDHQTA RDCCGGRGR-KCFG-Q
SCX1 BUTEU|sco|cl MCMPCFTTRPDMAQOCRACCKGRGK--CFG

SCIT_MESTA|sco|cl RCGPCFTTCPOQTOARKESECCGREGG-VEKGPQ
SCX3 _MESTA|sco RCPPCEFTTNP: DERKCCGGREGY --CASYQ

‘6C_N3.x.x.5.4r
TX2 EURCA|spi
TXP1l_BRASM|spi
TXP1_BARERH|spi
TXP2_BARRH|spi
TX1_EURCA|spi
TXH21 ORNHU|1I25|spi
TXH22 ORNHU|spi
TXH7_ORNEHU| spi
TXH23 ORNHU|spi
TXH8_ORNHU| spi

d ok lk ok

IFECVFSCDIEKEGE-PCKPKGEK
IFECVFSCDIEKEGK-PCKPKGEK
ILECVFSCDIKKEGK-PCKPEKGEK
IFECVFSCDIKKEGK-PCKPKGEK
IFECVFSEDIEKEGE-PCKPKGEK]
LFECSFSCEIEKEGDKPCERK-—-
LFECSFSCEQEKEGDKPCEEK~-~-~
-FECSFSCEIEKEGDKPCEKEK-~~
-FECSISCEIEKKGE-SCKPK-~-~-

-FECSISCEIEKKGE-SCKPK---
BRI EET: T T T " *

Figura 13. Alinhamento multiplo das sequéncias das toxinas pertencendo aos grupos
estruturais “Kozclass1403”, “Kozclass1502”, “8C_ICK2.10.2”, “6C_N3.x.x.5.4”
baseados nas similaridades dos padrdes de conectividade das cisteinas. Dentro de
uma determinada sequéncia, os residuos de cisteina evidenciados na mesma cor
formam juntos uma ponte disulfeto.
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caso, a nomenclatura foi respeitada (Kozlov and Grishin 2005); ‘6C_Nx.3.x.4.1’
significa toxinas contendo 6 residuos de cisteina, nenhum motivo ICK e uma
distribuicdo das cisteinas que segue o motivo PROSITE ‘C-N(x)-C-N(3)-C-N(x)-C-
N@#4)-C-N(1)-C’; “8C_ICK2.10.2" é o grupo composto pelas toxinas contendo 8
residuos de cisteina, envolvendo um motivo ICK nas suas conectividades. No caso
dos grupos Kozclass1.1.0.2, 6C_Nx.3.x.4.1 e 8C_N3.5.3, mais de 5 estruturas templates
eram disponiveis para a modelagem das outras toxinas pertencendo aos grupos.
Entdo, esses grupos foram subdivididos segundo a similaridade das sequéncias,
usando o programa ClustalW de alinhamento para produzir &rvores segundo o
método Neighbor-Joining e formar grupos menores como mostrado na Figura 14
com o exemplo do grupo 6C_Nx.3.x.4.1. Isso significa que a classificacdo final das
toxinas pertencendo a tais grupos estruturais subdivididos ocorre em varios niveis.
SiliMod foi concebido para selecionar templates disponiveis no nivel mais baixo
primeiro (i.e., dentro do menor subgrupo), e se nenhuma estrutura conhecida
pertence ao subgrupo, o algoritmo SiliMod repete a selecao de templates no préximo
nivel, e assim por diante até que ele encontra templates disponiveis. Assim, as toxinas
sao modeladas usando como femplates toxinas relacionadas em termo de sequéncia se
tais toxinas sdo disponiveis, e templates mais distantemente relacionadas no caso

contrario.

Os 20 grupos resultantes e seus possiveis subgrupos foram usados como ponto inicial

da selegao de estruturas templates para a modelagem comparativa por SiliMod.

1.4. Resultados SiliMod

1.4.A. Modelos tridimensionais

O programa SiliMod gerou modelos 3D para 350 toxinas de escorpides e aranhas.
Junto as 111 estruturas que ja tinham sido determinadas experimentalmente, um
total de 461 estruturas tridimensionais de toxinas de aracnideos sdo agora

disponiveis e estocadas no banco de dados SiliTox.
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— KGX21 BUTEU 1J57 sco k
b kGxz2 MESMA sco k
KAX15 MESMA 18IC sco k

l_—mu TITSE 1HPZ sco k
KAX45 TITCO sco k

KAX43 TITDI seo &
_:m« TITCA sco &

KAX32 LEIQH 1AGT sco k
— KAX33 LEIQH sco k
KAX37 ANDMA ZKTX sco k
KAX34 LEIQH sco k
- L KAX38 BUIST sco k
KAX37 ORTSC 15C0 sco k
KAX36 MESMA 1BKT sco k
e
[ Ka107 CENNO 1PJV sco k
_| e K4102 CENNO sco k
KA191 MESMA 1Q2K sco k
| KA181 TITCA 2JP6 sco k
| L KA182 TITDI sco k
L KA183 TITDI sco

Figura 14. Arvore de Neighbor-Joining das sequéncias de toxinas aracnidicas
membros do grupo de motivo cisteina 6C_Nx.3.x.4.1, calculado por ClustalW. O
cumprimento dos ramos é relacionado com a distancia entre as folhas. O sub-
clustering foi feito para dividir o grupo em sub-grupos que contém cada um menos
de 5 estruturas templates. Em frente ao nome de cada toxina, “sco” significa “scorpion”
e “spi” significa “spider”, e o c6digo PDB é dado quando disponivel. Do mesmo jeito,
“na”, “k”, “ca”, e “cl” significam “s6dio”, “potassio”, “cdlcio” e “cloreto”

respectivamente, e indicam os canais i0nicos conhecidos por serem alvos da toxina.
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Tabela 4. Resultados da comparacdo entre os modelos tedricos produzidos pelo
SiliMod e as estruturas experimentais (ou tedricas*) correspondentes no PDB. O
alinhamento estrutural foi obtido pelo programa MAMMOTH.

model PDB RMSD (A) -In(P-value) model PDB RMSD (A) -In(P-value)
IPTXA_PANIM 11E6 3,74 4,41 SCX3_CENSC 25N3 0,46 9,91
JZT11_CHIJI 2A2V 1,35 4,84 SCX3_LEIQU 1LQQ 1,59 9,77
JZTX3_CHIJI 211T 3,24 4,48 SCX4_MESMA 1SN4 0,7 9,77
JZTX7_CHIJI 17]Q 2,26 4,84 SCX5_BUTEU 1SIS 1,69 4,78
KA101_CENNO 1PJV 1,53 4,47 SCX7_MESMA 1KVO0 1,75 10,06
KA156_TITDI 2AXK 1,45 5,39 SCX8_MESMA 1SNB 0,95 9,77
KA162_MESMA 1M2S 1,51 5,21 SCXA_LEIQH 2ASC 2,25 9,65
KA181_TITCA 2]P6 2,86 5,03 SCXC_SCOMA 1C6W 3,65 4,41
KA191_MESMA 1Q2K 1,52 4,28 SCXI_CENSC 2B3C 1,47 9,77
KAX11_LEIQH 2CRD 1,39 5,21 SCXL_LEIQU 1CHL 1,75 4,97
KAX12_LEIQH 1LIR 1,57 5,21 SIX1_MESMA 1TWWN 1,87 10,50
KAX15_MESMA 1BIG 1,55 5,21 SIX2_LEIQH 2161 2,65 9,32
KAX16_MESMA 2BMT 1,24 5,21 SIXP_MESMA 1T0Z 1,87 10,33
KAX21_CENNO 1SXM 1,01 5,75 TOG4A_AGEAP 1IVA 2,27 5,27
KAX22_CENMA | 1IMTX 1,45 5,75 TOG4B_AGEAP 1AGG 2,31 5,27
KAX25_CENLM 1HLY 1,62 5,75 TOT1A_HADVE 1AXH 3,79 0,64
KAX31_ANDMA | 2KTX 1,51 5,57 TOT1F_HADVE 1ZJV 0,59* 5,39
KAX32_LEIQH 1AGT 1,61 5,57 TOT2A_HADVE 1GoP 2,6 3,82
KAX36_MESMA 1BKT 1,83 5,39 TX1_SCOGR 1LA4 1,33 4,84
KAX37_ORTSC 1SCO 1,57 5,57 TXAG_AGEOP 2E2S 3,31 5,03
KAX41_TITSE 1HP2 14 5,39 TXDP1_PARLU 1V90 3,23 5,15
KAX42_TITSE 1TSK 1,45 5,03 TXDP2_PARLU 1V91 2,43 4,42
KAX51_LEIQH 1SCY 1,35 4,28 TXDT1_ATRRO 1QDP 2,43 6,27
KAX52_ANDMA | 1PNH 1,5 4,28 TXDT1_HADVE 1VTX 2,53 6,27
KAX54_MESTA 2CF1* 1,34 4,28 TXFK1_PSACA 1X5V 3,29 1,96
KAX71_PANIM 2PTA 1,02 4,54 TXH1_ORNHU 1QK6 1,23 4,66
KAX72_PANIM 1C49 1,14 5,03 TXH10_ORNHU 1Y29 2,78 3,70
KAX81_ANDMA | 1ACW 3,3 3,89 TXH4_ORNHU 1MB6 1,16 5,03
KAX82_MESMA | 1WM7 3,18 3,63 TXHA1_SELHA INIX 1,11 4,66
KAX91_MESMA 1DU9 2,59 3,43 TXHA3_SELHA 2]TB 0,97 4,66
KAX92_MESMA | 1WMS8 2,51 3,43 TXHA4_SELHA INIY 1,12 5,03
KGX21_BUTEU 1]5] 1,48 5,21 TXHA5_SELHA 1ZJU 0,78* 5,03
KURT_PARTR 1T1T 3,16 9,62 TXHN1_GRARO | 1D1H 1,5 5,03
MTX2_GRARO 1LUP 2,46 4,28 TXHP2_HETVE 1EMX 2,79 4,09
MTX4_GRARO 1TYK 2,45 4,84 TXMG1_AGEAP 1EIT 2,48 5,21
SC12_MESMA 10MY 0,81 9,77 TXMG4_AGEAP 1EIU* 2,21 5,39
SCL3_LEIQH 1FH3 2,62 8,99 TXMG5_MACGS | 2GX1 2,58 3,63
SCM2_MESMA 1CHZ 0,35 9,77 TXMO_HADIN 1KQH 2,91 5,57
SCX1_CENSC 1VNB 1,41 9,91 TXP1_PARSR 1V7F 2,01 3,89
SCX1_MESMA 1DJT 0,3 9,77 TXP1_PSACA 1LMM 3,17 5,93
SCX1_MESTA 2A7T 0,8 9,77 TXP7_APTSC 1TWQB 3,5 3,97
SCX2_CENNO 1CN2 1,86 10,06 VSTX1_GRARO 156X 2,08 4,84
SCX2_CENSC 1JZA 0,57 10,06 WGRTX_GRARO | 1KOZ 2,48 5,21
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I.4.B. Validac¢ao do método

Dentro das 111 estruturas 3D de toxinas aracnidicas extraidas do PDB (107
experimentais e 4 tedricas), 86 tém sido classificadas num grupo estrutural baseado
no motivo de cisteinas que inclui mais de uma estrutura template. Assim, as
sequéncias correspondentes a essas 86 toxinas puderam ser modeladas por SiliMod
com um bom grau de confianga. As estruturas tedricas resultantes puderam ser
alinhadas com as estruturas experimentais (ou modelos do PDB). Os resultados dos
alinhamentos estruturais modelo versus experimento pelo programa MAMMOTH
sao mostrados na Tabela 4. Os resultados mostram que 100%, 73% e 37% dos pares
de estruturas apresentam um valor de RMSD inferior a 4A, 25 A e 15 A,
respectivamente. Do mesmo jeito, o -In(P-value) para 74% e 98% do conjunto de pares

de estruturas alinhadas obtém scores superiores a 4.5 e 2.99 respectivamente.

II. Analise da superficie antigénica das toxinas : PEPOP & SiliPop
II.1. PEPOP

II.1.A. Saida do programa PEPOP

Uma vez que a estrutura 3D de uma proteina foi submetida através da interface
(Figura 15), a andlise é dividida e apresentada em 6 etapas : (i) cédlculo da
acessibilidade dos residuos da proteina ao solvente (Figura 16A); (ii) determinagdo
dos segmentos sequénciais de residuos acessiveis e das suas respectivas coordenadas
(como descrito no capitulo “Material & Método”) (Figura 16B); (iii) célculo das
distancias espaciais entre os segmentos e determinacdo das menores distancias
(Figura 16C); (iv) agrupamento dos segmentos segundo as distdncias minimas
(Figura 16D); (v) visualizagdo 3D dos segmentos na superficie da proteina (usando o
applet Chime) (Figuras 16E e 16F); (iv) desenho de peptideos (Figuras 16F e 17). Ao
clicar no link “peptide design”, o usudrio acessa uma nova pagina na qual ele pode
selecionar os parametros de desenho do peptideo da sua escolha. A Figura 17 mostra

as diferentes etapas do desenho. No primeiro passo, o usudrio seleciona o segmento
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I.f PEPOP Home Page - Windows Internet Explorer

% - |,'r http: ffdiagtools. swsdiag.cnrs. Fr/PEPOPS

Fooale

[ae] [#2] [ x|

Fichier  Edition  Affichage  Faworis  Oukils 7

A, rl —N = 2l g o 2
W [,JrPEPOP Harme Page: l | fi v B v mhPage - (O Outls -
=
FEFCP is a hicinformatics tool dedicated to the prediction of antigenic orimmunogenic peptides {depends of the L
use). Fram the 30 structure of a protein, the algorithm identifies segments composed of continucus surface =
accessible residues. These segments are clustered according to their spatial vicinity: the clusters are proposed to be
putative epitcpes. Segments and clusters are used to design putatively immunogenic peplides (help page).
Enter a pdb identifier |
Or select your own pdh file | \[LParcousir.._|
Chain ]
|_Reinitialiser | | Submit |

[2¢)

Terming

0 Internet

&, 100%

-

Figura 15. Pagina principal do PEPOP. O usudrio pode submeter seja um cédigo PDB ou uma estrutura protéica original a ser

analizada por PEPOP. O programa estd disponivel ao endereco : http:/ / diagtools.sysdiag.cnrs.fr/PEPOP/ .
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Q - Fekp: ffdackeols. sysdiag crvs fFr[PEPORmain php w| ég|| X e

Eihier Edkion Affichage Favoris Qutis 7

e e PEPOP - Presditicn of Actigeri or Inmunogeric Pepti. . -
G - hetpe jdiagocls. Sysciag. cnws. i [PEPCR{man, php w| 4| X R
STEP 1 : INITIALIZATION G Edion fffichage Fayors Ouils 2 &-
W PERCP - Prediction of Antigenic or mmunogenis Pephi... [ ) i - |iFPage + ([ Outs = »
HAME : TX26_PHONI =

LENGTH : 42 STEP 2 : THE SEGMENTS

SEQUENCE AND ACCESSIBILITY (buried amino acids are on & grey background)

Coordinates
LE] X Vi 4 W 1AW NCKK
ATCAGODUFEKETCDCCGERGECVOGGECICRUG YE Y 1 AWYKLANCKK Segment Sequence  |Length First AR Nigdle A4 Lest A
X ¥ z x Y z x Y z

Segmentt [ATC 3 2924 [17.014 3420 9807 [1273 10.890 [10.446 |-4.604
Segment? |GODOP 5 14814 5132 (8043 [13896 4204 12973 2276 |-0038
@ - hitpeJjdiagtools sysdisg enes.frfPEPOP{main php w| 4| X Pl Segment3 KETCD 5 6.585 2795 2618 |46075 |4.574 2629 |6.353 5388
- - > segments |GER 3 8595 8306 -10.293 (7593 [5.9735 12156 [5.590 (3541 [18.079
jchieria EEon BN ATk o8 ) G E O gmenis VCGGF 5 7230 3438 4722 (8854 |3372 0759 |10.478 3306 [3.204
w 9 PEPOF - Preciction of Anligenic ur imunogeni: Fepti... -8 Segments || 1 11470 -0361 2667 [11.47 0361 2667 11.170 0361 -2667
= Segment? RQ 2 11.222 0220 [8846 [10.0805 0.150 |10.677 [10.767 p.s3e |12.508
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Figura 16. Saida da anédlise da toxina de aranha PnTx2-6 por PEPOP.
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Figura 17. Desenho de peptideo antigénico por PEPOP. Em (A), ao usuario é pedido escolher o segmento de referéncia. O modo
automatico permite selecionar o segmento segundo diversos critérios (veja o texto para os detalhes), dentro do conjunto total de
segmentos ou dentro de um cluster, que também pode ser classificado segundo os mesmos critérios, ou pode ser selecionado
arbitrariamente pelo usuéario. Em (B), o método de extensdo do segmento tem que ser selecionado (método “FPS”, “NN” ou
“ONN”, veja o texto). Em (C), a regido de extensdo pode ser o cluster que contem o segmento de referéncia ou o conjunto inteiro de
segmentos, e o cumprimento final do peptideo tem que ser especificado. Enfim, o peptideo predito é retornado com as suas

caracteristicas principais, em (D).
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de referéncia (Figura 17A). A selecdo pode ser automaética, no qual caso o usudrio
decide quais propriedades tém de ser consideradas pelo programa para classificar e
selecionar o melhor segmento, e quais grupos de segmentos tém de ser classificados.
A selecao do segmento de referéncia pode também ser feita manualmente (Figura
17A). Num segundo passo, o usudrio tem que selecionar o método de extensado a ser
usado sobre o segmento de referéncia (Figura 17B). Pode-se escolher entre os
métodos FPS, NN e ONN, clicando no botdo correspondente. O dltimo passo é a
selecdo da area de extensdo, que pode ser o conjunto de todos os segmentos, ou o
grupo contendo o segmento de referéncia (Figura 17C). No caso do métodp FPS, a
area de extensdo é a sequéncia que flanqueia o segmento de referéncia. O
comprimento da sequéncia do peptideo final tém também que ser especificado. Em
funcao das restrigdes impostas, PEPOP vai retornar um peptideo que satisfaz o mais
possivel as caracteristicas selecionadas e um curto resumo do procedimento de

desenho do peptideo sera apresentado (Figura 17D).

II.1.B Desempenho do PEPOP sobre epitopos conhecidos

Para avaliar o desempenho do PEPOP, primeiramente, a estrutura 3D da lisozima
HEL foi submetida ao programa, e os resultados foram comparados as informacdes
disponiveis na literatura com respeito aos diferentes epitopos que foram
identificados na sua superficie até hoje. Numa segunda etapa, as estruturas 3D dos
antigenos pertencendo a 13 complexos Ac/Ag (descritos no capitulo “Material &

Método) foram submetidas individualmente a analise por PEPOP.

N

A analise por PEPOP da superficie acessivel do HEL levou a identificacao de 23
segmentos de residuos acessiveis e os segmentos foram automaticamente divididos
em 4 grupos spaciais (Tabela 5). Ao comparar com a literatura, o grupo 1 revelou
conter residuos do antigeno que pertencem a trés epitopos (reconhecidos pelos
anticorpos D11.15, HyHEL-10, e HyHEL-63). O grupo 2 contém o epitopo inteiro
reconhecido pelo anticorpo D1.3 e 9 dos 10 residuos do epitopo reconhecido por
D11.15. Ele inclui também alguns dos residuos dos epitopos reconhecidos por

HyHEL-10 e HyHEL-63. O grupo 3 contem o epitopo inteiro do D44.1 e o epitopo do
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Tabela 5. Distribuigdo dos residuos do epitopo HEL nos clusters identificados por PEPOP. A proporcao entre o nimero de aminoacidos do
epitopo incluidos no cluster em relagdo ao ntmero total de aminodacidos do epitopo estd indicada. As posi¢cdes dos aminoacidos do epitopo
incluidos no cluster estdo indicadas entre parénteses. As propor¢des para o maior cluster estdo em tipo negrito.

Position in PDB file . . .
PEPOP cluster | PEPOP segment (1SFG chain A) Monoclonal antibody and corresponding publication
D1.3 [54] D11.15 [55] D44.1[56] | HyHEL-5 [57] Hyl[?;]bm Hyl[?;]L'GS
7/16 (93, 96, 7/23 (93, 96,
Clusterl Segment17 93-94 1/10 (103) 97,100, 101, 97,100, 101,
102, 103) 102, 103)
Segment18 96-97
Segment19 100-103
10/10 (13,14, | 9/10 (21, 23,
8/23 (13, 14,
19,21, 22,24, | 106,112,113, 5/16 (15, 16,
Cluster2 Segment2 1o-16 117,119,121, | 116,117, 118, 19,20,21) | © ;8’ ;f 19,
125) 119) 21)

Segment20 106-109

Segment21 111-114

Segment22 116-119

Segment23 121-129

Segment3 18-24

Segment4 27-28

s i, | PS8
46,47, 49, 53, " on e aae | 416 (63,73, 6/23 (62, 63,
Cluster3 Segment10 56-57 67, 68,70, 81, 63, 73,75, 48, 75, 89) 73,75, 77, 89)
84) 49, 89 53, 67,
68, 70, 84)

Segment11 59

Segment12 61-63

Segment13 65-68

Segment14 70-79

Segment15 81-82

Segment16 84-90

Segment8 41-49

Segment9 53
Cluster4 Segment1 1-8

Segmentb 33-35

Segment6 37

Segment” 39 98

inaccessible amino acid residues 1/14 (69) 2/23 (98, 99)




Tabela 6. Avaliagio do desempenho do PEPOP sobre 13 complexos Ac/Ag determinados
experimentalmente. (Veja o texto para as referéncias.)

PEPOP prediction
Ab - Ag complex and PDB Number of Number of clusters Number of predicted
corresponding bibliographic code and | epitope-forming | containing epitopic antigenic residues
reference chain residues residues/total cluster among epitope
number residues
D1.3 - hen egg lysozyme 1SFG_A 10 1/4 10
D44.1 - hen egg lysozyme 1T6V_M 11 1/5 11
HyHEL-5 - hen egg lysozyme 1VDP_B 14 1/5 13
Jel42 - HPr 1POH 16 1/4 13
D11.15 - hen egg lysozyme 1HEL 10 2/5 8
5G9 - tissue factor 1WV7_T 18 1/3 14
BH151 - hemagglutinin S5HMG_C 19 3/7 12
Bo2C11 - FVIII C2 domain 1D7P_M 15 3/5 8
NC41 - neuraminidase INMC_N 22 3/4 11
F9.13.7 - guinea fowl lysozyme 1HHL 10 3/5 5
HyHEL-10 - hen egg lysozyme 1UCO0_A 16 3/5 8
HyHEL-63 - hen egg lysozyme 1VFB_C 23 3/4 9
N10 - staphylococcal nuclease 1EYO_A 18 1/2 6
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HyHEL-5 quase inteiro (13 residuos em 14). Ele contém também parte dos epitopos
do HyHEL-10 e HyHEL-63. Com respeito ao grupo 4, ele ndo corresponde a nenhum
epitopo ja descrito. Os resultados apresentados na Tabela 6 mostram que os residuos
de aminoécidos identificados experimentalmente para cada epitopo respectivo
pertencem a um s6 grupo no caso de D1.3, D44.1, e HyHEL-5 no HEL e 5G9 no fator
de tecido. Eles pertencem a dois grupos no caso de D11.15 no HEL e Jel42 na
proteina HPr, e sao divididos em 3 grupos no caso dos complexos BH151 -
hemagglutinin, Bo2C11 - dominio C2 do FVIII, NC41 - neuraminidase, F9.13.7 -
guinea fowl lysozyme (GEL), HyHEL-10 - HEL, HyHEL-63 - HEL, e N10 -
staphylococcal nuclease (SN).

Uma validagdo experimental da abilidade do PEPOP em predizer peptideos
imunogénicos em modelos animais e uma comparacdo do desempenho do PEPOP
comparado com outras ferramentas existentes foram realizadas no laboratério

SysDiag, e os resultados sao descritos no artigo publicado sobre PEPOP (Moreau et

al. 2008).

I1.2. Predicdo de peptideos antigénicos nas toxinas PnTx2-5 e PnTx2-6

Os resultados da anélise por PEPOP das estruturas tedricas previamente calculadas
para PnTx2-5 e PnTx2-6 sdo apresentados na Figura 18. Para cada toxina, a lista dos
segmentos acessiveis é fornecida (Figura 18A). Os segmentos expostos que compdem
o peptideo antigénico predito sdo evidenciados em ambas estruturas das toxinas
(Figura 18B), e o segmento de referéncia é mostrado sozinho na Figura 18C. Emfim, a
sequéncia de cada peptideo antigénico predito é indicada na Figura 18D, junto as
suas caracteristicas principais. E bom notar que os peptideos preditos para as duas
toxinas PnTx2-5 e PnTx2-6 correspondem a mesma regido das suas sequéncias
respectivas, ou seja a extremidade C-terminal, que é também a regido que envolve as
diferencias mais significativas nas suas sequéncias de aminoacidos (Gln vs. Tyr35, Ile

vs. Trp37, Ser vs. Asn45 para PnTx2-5 e PnTx2-6 respectivamente), evidenciadas por

um trago vermelho na Figura 18D.
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A PROTEIN NAME: TX25A_PHONI PROTEIN NAME: TX26_PHONI

GROUP SEGMENT SEQUENCE GROUP SEGMENT SEQUENCE
Segment3 GER Segment4 GER
Segmenté RQ Cluster1 Segment? RQ
Cluster1
Segment7 NF Segmentd YEWIAWYKLANCEK
Segment8 IAWYKLASCKK Segment2 GRDQP
Segment1 Cluster2 SegmentS VCGGP
Cluster2 Segment4 Segmenté I
SegmentS I Cluster3 | Segment3 KETICD
Cluster3 Segment2 KVICD Cluster4 | Segmenti ATC

= Ssequence:

GERRONFIAVYKLASCKK

= Sequence:

) GERRQYFVIAVYKLANCKK
= ordered composing segments: - - =

+ Segment3 » ordered composing segments:
+« Segment6
« Segment7 « Segmentd
« Segment8 « Segment?
D « Segment8
= length:18
= length:19

Figura 18. Resultado da andlise por PEPOP das estruturas modeladas de PnTx2-5 e PnTx2-6. A lista dos segmentos expostos é
mostrada em (A). Os segmentos compondo o peptideo final predito sdo mostrados em vermelho na estrutura inteira de PnTx2-5
(B). O segmento de referéncia é evidenciado sozinho em (C). A sequéncia do peptideo potencialmente antigénico resultante é
mostrada em (D), junta a lista dos segmentos que o compdem e ao cumprimento do peptideo construido. Em relacdo a PnTx2-6, as
mesmas caracteristicas sdo mostradas no lado direito da figura
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I1.3. SiliPop

Para cada uma das 461 estruturas 3D de toxinas aracnidicas estocadas no SiliTox,
SiliPop predisse entre 3 e 9 peptideos antigénicos, lidando a um total de 2863
peptideos mimetizando regides de potencial interagdo proteina-proteina nas toxinas
aracnidicas, cobrindo suas superficies inteiras. As sequéncias dos peptideos, os
segmentos, as matrizes e os grupos resultando da andlise automatica por SiliPop sao
disponiveis no SiliTox e chamados segundo os métodos usados para construir cada

peptideo predito.

ITI1. Banco de dados de toxinas : SiliTox

O banco de dados SiliTox contém todas as toxinas peptidicas ricas em residuos de
cisteinas que provém de venenos de aranhas e escorpides e foram identificadas e
indexadas em Swiss-Prot até hoje. Os dados estruturais e funcionais disponiveis para
essas toxinas foram classificados e organizados no SiliTox segundo a pertinéncia que
eles apresentam em relacdo as investigacdes futuras sobre suas relagdes estrutura-
funcado-antigenicidade. Novas informagdes que foram geradas pela modelagem 3D
(SiliMod) e as andlises sisteméticas das superficies antigénicas das toxinas (SiliPop)
foram inseridas no SiliTox de uma maneira que permete que elas sejam facilmente
recuperadas através da interface do SiliTox. Essa tltima foi concebida para facilitar a

pesquisa do usudario no banco de dados através de queries pré-programadas.

III.1. Estocagem dos dados

Para ilustrar como os dados sdo estocados nas 47 tabelas do SiliTox, as Figuras 19 e

20 mostram a organizacao das tabelas BioMolecule, Model, Peptide e SeglnPep.

II1.2. Recuperacao dos dados

A Figura 21A mostra a pagina principal de pesquisa do SiliTox, na qual a expressao
“phoneu” é sugerida como palavra-chave a ser procurada nas categorias “molecule

name”, “species”, “Swiss-Prot access number” e “PDB code” dentro dos dados do
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Figura 20. Organizacdao dos dados nas tabelas (A) Model, (B) Peptide, e (C) SeglnPep do banco SiliTox.
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4
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CLASS

spider

=

botao “Find in SiliTox” é acionado. (B) Consequentemente, a pagina de resultados é retornada. A neurotoxina PnTx2-6 é

selecionada.
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SiliTox. E possivel selecionar entre uma e todas as categorias para realizar a pesquisa.
Ao acionar o botdo “Find in SiliTox”, a query é mandada ao banco de dados e o
resultado aparece numa tabela (Figura 21B). A primeira molécula da lista é
selecionada acionando o nome dela, e a Figura 22B mostra a descricdo individual da
toxina Tx2-6 da aranha Phoneutria nigriventer. O topo da tabela d4 um resumo da
identidade da PnTx2-6. Se acionar o nome da espécie, todas as moléculas vindo da
mesma espécie serdo listadas numa nova aba do navegador web (Figura 22B). Do
mesmo jeito, é possivel recuperar todas as moléculas classificadas na mesma familia
protéica (Figura 22C). O ntimero de acesso Swiss-Prot da molécula é vinculado a
entrada correspondente no banco Swiss-Prot pela abertura de uma nova aba (Figura
22D). Vinculos web para as principais publicacdes envolvendo a molécula selecionada
conectam diretamente o usudrio ao banco de dados PubMed, e apresentam os

resumos correspondentes (Figura 22E).

Na segunda parte da tabela, diversos aspectos da estrutura da molécula selecionada
sdo apresentados. A toxina SFI8 da aranha Segestria florentina foi escolhida como
segundo exemplo para ilustrar a interface do SiliTox. Portanto, (i) sua sequéncia; (ii)
seu numero de cisteinas; (iii) seu motivo de cisteinas; (iv) sua classificagao de motivo
de cisteinas; (v) suas pontes dissulfeto; (vi) sua estrutura 3D e o método que foi
usado para obté-la, sdo fornecidos (Figura 23). Ao acionar nos itens (ii), (iii) ou (iv),
todas as outras moléculas que compartilham as mesmas propriedades selecionadas
serdo retornadas numa nova aba (Figura 23B, 23C e 23D). Vinculos para o artigo do
Kozlov sobre a classificagdo das toxinas peptidicas de aranha e para o Knottin
Website sdo também propostos como ajudas simbolizadas por um “(?)” (Figura 23E e
23F). Se uma estrutura 3D pode ser modelada pelo SiliMod, os pardametros da
modelagem sdo apresentados e ambos arquivos de alinhamento e de coordenadas
podem ser baixados (Figuras 23G e 23H). A(s) estrutura(s) PDB usada(s) como
template(s) no procedimento da modelagem é também fornecida e cada uma é
vinculada a entrada do SiliTox correspondente. A Figura 24 mostra os dados
estruturais no caso da &-palutoxina IT2 da aranha Paracoelotes luctuosus, para qual a
estrutura 3D foi determinada experimentalmente e indexada no Protein Data Bank. A

entrada PDB correspondente pode ser acessada ao acionar o cédigo PDB
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indicado (Figura 24B). Para cada molécula do SiliTox que tem uma estrutura 3D
disponivel (que seja experimental ou teérica), um applet Java do programa Jmol
apresenta a estrutura e permite ao usudrio modificar as opg¢des de visualizacdo,

usando o botdo direito do seu mouse (Figura 24A).

Quando uma estrutura 3D puder ser determinada ou prevista para uma determinada
molécula, a andlise por SiliPop é realizada e os resultados sao apresentados numa
terceira parte da tabela de descricdo da molécula da interface do SiliTox (Figura 25).
Os resultados sdo reunidos numa tabela que contém a lista dos segmentos acessiveis,
suas sequéncias, seus comprimentos e seus agrupamentos segundo as distancias
espaciais (Figura 25A). Um zoom in na arvore de clustering pode ser aberto numa
nova aba (Figura 25D). A lista dos peptideos antigénicos preditos é apresentada
numa tabela contendo as sequéncias dos peptideos e o método usado para os obter
(Figura 25A). Se o usudrio quiser desenhar peptideos antigénicos segundo seus
proprios critérios, ele pode acessar o servidor do PEPOP via um vinculo HTML
(Figura 25B), e dar uma olhada no resumo da publicacdo do PEPOP do mesmo jeito

(Figura 25C).

A parte seguinte da descricao da molécula diz respeito as interagdes com o(s) canal(-
is) i6nico(s) nas quais ela é possivelmente envolvida. As informacdes relacionadas
com essas interagdes sdo fornecidas (Figura 26A) juntas a uma apreciacdo de
confianga e um vinculo para a publicacdo que deu origem aos dados (Figura 26B). As
informacdes funcionais sdo também indicadas como descritas no Swiss-Prot,
enquanto a implementagdo do BioW (Figura 26A). Emfim, os dados relativos aos
efeitos naturais da molécula, incluindo a LD50, se for conhecida, nos organismos

sensiveis, e 0s sintomas consequentes observados sao apresentados no final da tabela

(Figura 26C).
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DISCUSSAO

Durante o estudo, nos concentramos nas toxinas peptidicas animais pois elas
representam um grande problema de satde publica em vérios lugares do planeta -
especialmente no Brasil - e por causa do potencial fantastico delas a serem usadas em
diversas 4reas bioldgicas. E preciso entender o modo de acdo dessas toxinas para
poder prevenir ou tratar os danos causados nos acidentes com esses animais, e para
poder tirar vantagem das suas atividades biolégicas naturais para outros fins. O
entendimento da funcdo de uma proteina conta com a compreensdo dos seus

mecanismos de interagdo, o que depende do conhecimento da sua estrutura.

A Dbioinformatica é a ciéncia da geréncia, da mineracdo e da extracdo de
conhecimento a partir de dados biolégicos, particularmente das sequéncias e das
estruturas. Ha mais de 20 anos que as abordagens de bioinformética vém para
auxiliar os experimentalistas, seja para organizar os dados existantes ou para extrair

novo conhecimento a partir desses dados.

Para fornecer um suporte aos métodos experimentais do estudo, nos desenvolvemos
quatro ferramentas de bioinformatica dedicados as investigagdes das relagdes
estrutura-funcdo-antigenicidade. Dentro desses quatro, trés foram specificamente
concebidas para atender o caso das toxinas peptidicas animais. Essas ferramentas
foram chamadas SiliTox, SiliMod e SiliPop segundo a biologia “in silico”, enquanto os
sufixos “-Tox”, “-Mod” e “-Pop” vém respectivamente de “Toxin”, “Model” e

“ePitOPe” .

As técnicas de modelagem comparativa tém comprovado que sdo eficientes para
calcular modelos 3D de boa qualidade (Moult et al. 2007). Segundo a precisdo dos
modelos assim gerados, eles podem ser usados para identificar residuos criticos
envolvidos na catalise, numa ligacdo ou na estabilidade da estrutura, para examinar

as interacdes da proteina com outras moléculas e para guiar o planejamento de um
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experimento (Ginalski 2006). A cobertura da conservacdo estrutural entre a proteina
alvo e a proteina template, e a exatidao do alinhamento constituem os dois fatores
principais que determinam a qualidade do modelo (Marti-Renom et al. 2000;
Kryshtafovych et al. 2005). No caso da modelagem automatica como no algoritmo do
GiliMod, ndao ha nenhuma fase de refinamento manual do alinhamento. Além disso, a
identidade de sequéncia entre o alvo e o template em alguns casos para as toxinas
peptidicas aracnidicas investigadas neste trabalho, pode cair abaixo de 30%. Todavia,
mais que a identidade de sequéncias entre alvo e template, a distribuicdo dos residuos
conservados das sequéncias nos alinhamentos multiplos incluindo o alvo, o template e
as sequéncias intermedidrias e homoélogas, constitui um pardmetro relevante para
avaliar a qualidade de um modelo (Cozzetto and Tramontano 2005; Kryshtafovych et
al. 2005; Tress et al. 2005). Os alinhamentos multiplos de todas as toxinas peptidicas
aracnidicas ricas em cisteinas apresentadas neste trabalho mostram um alta
conservacdo das posi¢cdes ocupadas pelos residuos de cisteina e das suas
conectividades, dentro dos grupos estruturais, e dadas as restricdes impostas pelas
pontes disufeto nas subfamilias, somente poucos enovelamentos sao possiveis. Além
do mais, dentro de 30-50% de identidade de sequéncias entre alvo e template, os
melhores modelos da CASP apresentam com a estrutura experimental uma RMSD
dos atomos Ca tipicalmente incluida entre 2 e 4A, com erros principalmente
localizados nas regides de alcas (Tabela 4). Apesar do que as toxinas peptidicas
aracnidicas terem um contetdo rico em algas nas suas estruturas, nenhum modelo
produzido pelo SiliMod no experimento de modelagem automético apresentou uma
estrutura nativa com uma RMSD superior a 4A, e 73% dos modelos mostraram uma
RMSD até menor que 2.5A. Esses resultados demonstram que a modelagem
comparativa baseada na distribuicdo e na conectividade dos residuos de cisteina
constitui uma estratégia pertinente para obter modelos 3D valiosos de toxinas

peptidicas aracnidicas ricas em cisteinas.

Modelagem precisa das diferéncias entre estruturas diferentes é uma das aplicagdes

mais relevantes biologicamente da modelagem comparativa pois essas mudangas
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estruturais associadas com propriedades de superficie correspondem geralmente a
novas fungdes e/ou especificidades (Ginalski 2006). Foi mostrado que os modelos
comparativos carregam informacdes adicionais em relacdo a estrutura template
(Chakravarty and Sanchez 2004; Chakravarty et al. 2005). Segundo a propriedade
derivada da estrutura que se quer investigar (area acessivel na superficie, vizinhanga
de um residuo, potencial eletrostatico), modelos comparativos baseados em templates
com uma identidade de sequéncias de 25-40% sao tdo tuteis quanto estruturas RMN
(Chakravarty et al. 2005). Portanto, os modelos do SiliMod sdo ferramentas valiosas
para investigar as interagdes das toxinas aracnidicas com outras proteinas. PEPOP
demostrou sua capacidade de predizer peptideos que mimetizam uma regido da
superficie de uma proteina que pode ser reconhecida por um anticorpo. Varios dos
peptideos preditos foram sintetizados e foram capazes induzir uma resposta imune
em animais. Apods coletar e purificar os anticorpos recrutados pelos peptideos, foi
mostrado que os anticorpos eram também capazes reconhecer a proteina nativa por
reacao cruzada (Moreau et al. 2008). Esses resultados sdo muito encorajantes e tal
estratégia de sintese de mimotopos convem muito bem ao caso das toxinas animais.
De fato, o processo de imunizagao classico que consiste em inocular o animal com a
proteina nativa para recuperar anticorpos especificos é complicado quando a
proteina alvo é toxica para o organismo. Portanto o método PEPOP estd sendo

aplicado nos nossos laboratérios para induzir anticorpos anti-toxina especificos.

No entanto, ndo é a tUnica aplicacdo da ferramenta. PEPOP e SiliPop realizam
predicoes das regides potencialmente antigénicas na superficie de uma proteina, i.e.
regides mais suscetiveis de interagir ou serem reconhecidas por uma outra proteina.
Mais geralmente, a interacdo Ac/Ag é um caso especial de interacdo proteina-
proteina, ja que ela apresenta caracteristicas compartilhadas por todos os tipos de
interacOes proteina-proteina. Sabe-se que as toxinas peptidicas animais se ligam nos
canais idnicos. Consequentemente, os peptideos preditos por SiliPop nessas toxinas
sdo suscetiveis de mimetizar regides potencialmente interagindo, que seja com um

anticorpo ou com um outro tipo de ligante protéico (receptor por exemplo).
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Para investigar mais as toxinas da Phoneutria que sao de um interesse especial no
nosso laboratoério, decidimos construir os modelos moleculares das toxinas PnTx2-5 e
PnTx2-6 para ter uma idéia da interagdo com os canais sédicos. J& que essas toxinas
apresentam uma atividade similar aquela das o-toxinas de escorpides e
compartilham sitios de ligacdo que se sobreponham parcialmente (Matavel et al.,
2009), comecamos comparando as estruturas primarias das toxinas PnTx2-5 e PnTx2-
6 com aquelas das o-toxinas de escorpides. Nao achdmos nenhuma similaridade
significativa nas sequéncias, até nas regides supostamente participantes da interacao
com o canal. Todavia, o possivel sitio de ligacdo da PnTx2-6 e propriedades
eletrofisiologicas similares das PnTx2-5 e PnTx2-6 com a-toxinas de escorpides nos
incitaram a verificar a hip6tese que, apesar da auséncia de similaridade de sequéncia,
elas talvez tenham superficies bioativas similares. Foi mostrado que as a-toxinas de
escorpides tém um core hidrofébico conservado (predominantemente aromatico)
cercado de residuos basicos (Fontecilla-Camps et al. 1988; Kharrat et al. 1989). A
Figura 27 mostra a comparagao das superficies preditas das PnTx2-5 e PnTx2-6 com a
potente a-toxin AaH II e com a muito estudada a-like toxina BmKM1 do escorpiao
Buthus martensii Karsch. Propriedades similares de superficie podem ser
identificadas, com uma &rea hidrofébica conservada cercada de cargas positivas. Essa
observacdo ¢é coerente com a hipdtese que a superficie ativa das toxinas
modificadoras de gating é um arranjo de residuos hidrofébicos e bésicos (Kharrat et
al. 1989; Takahashi et al. 2000). Além do mais, dentro dos residuos que nao sao
idénticos entre as duas toxinas, dois deles sdo localizados no core hidrofébico e sao
expostos na superficie. Uma tirosina (na posicao 35) e um triptofano (na posicao 37),
dois aminoacidos conhecidos por serem importantes numa interacdo proteina-
proteina (Chakrabarti and Janin 2002), sao ausentes do core hidrofébico da PnTx2-5.
Os dados de fluorescéncia da PnTx2-6 mostram que os residuos de triptofano sdo
expostos ao solvente, como predito nos modelos. Os residuos aromaticos Phe36,
Trp40 e Tyr4l sdao também expostos nas duas toxinas. Elas contém os mesmos
residuos de aminoacidos carregados, nas mesmas localizagdes. Em particular, os
residuos carregados positivamente Arg20, Arg32, Lys42, Lys47 e Lys48 cercam o

patch hidrofébico nas duas estruturas (Figuras 27C e 27D). Este arranjo fornece o
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Figura 27. Comparacdo das superficies bioativas das neurotoxinas modificadoras de
canal de sodio que se ligam ao sitio 3 dos canais de s6dio de mamiferos : (A) AaH II,
(B) BmKM1, (C) PnTx2-5, e (D) PnTx2-6. O potencial eletrostatico é mapeado na
superficie da estrutura de cada molécula (lado esquerdo). O potencial é mostrado
entre -5.0 e +5.0 kT/e, com k representando a constante de Boltzmann, T a
temperatura, e e a carga eletronica. Vermelho indica regides de potencial eletrostético
negativo; branco indica regides neutras e azul indica regides positivas. Estes mapas
foram desenhados usando o programa GRASP2. A representacdo em esferas gerada
pelo programa PyMOL é mostrada para cada molécula (lado direito). Os residuos de
aminodacidos presumidos ou conhecidos comos envolvidos na interacdo com o canal
estdo coloridos e etiquetados. Em azul sdo representados os residuos positivamente
carregados. Os residuos hidrofébicos sdao enfatizados em verde claro e os residuos
aromaticos sao mostrados em verde escuro.
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requisito bésico esperado para a interagdo com o sitio 3 do canal de s6dio e se
conforma a “4rea de reconhecimento” (“recognition patch”) encontrado nas superficies
interagindo das proteinas (Chakrabarti and Janin 2002). Além disso, a predi¢do por
PEPOP sobre PnTx2-5 e PnTx2-6 aponta a parte C-terminal das duas toxinas,
incluindo os residuos aromaticos Phe36, Trp40 e Tyr41, como sendo a melhor regido
potencialmente antigénica. Esse resultado é coerente com as observacdes
experimentais e reforca a hipotese que PnTx2-5 e PnTx2-6 se ligam no sitio 3 do canal
de so6dio deste lado das suas superficies respectivas. Sugerimos que a disposicdo das
cargas junto ao patch aromatico que elas cercam (residuos Phe36, Trp40 e Tyr41)
componham a superficie bioativa das PnTx2-5 e PnTx2-6. A presenca adicional de

Tyr35 e Trp37 na PnTx2-6 pode explicar a sua maior afinidade pelo canal.

A andlise em larga-escala dos peptideos produzida por SiliPop para todas as
estruturas de toxinas aracnidicas presentes no banco SiliTox deve fornecer
informacgdes sobre as caracteristicas das superficies que tém de ser compartilhadas
por toxinas de espécies, estruturas e tamanhos diferentes, dado que elas se ligam ao
mesmo canal idnico. Inversamente, alvos potenciais comuns poderiam ser inferidos a
partir de toxinas que compartilham superficies bioativas similares. Baseando-se
nessas observagdes, anticorpos poderiam ser selecionados contra uma regido comum
a uma familia funcional inteira de toxinas, independentemente da espécia da qual
elas provém. O sucesso desse tipo de experimento pode levar a producdo de
anticorpos poliespecificos, a serem usados como tratamento eficaz contra vérios tipos

de envenenamentos animais.
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CONCLUSAO & PERSPECTIVAS

Quatro ferramentas bioinformaticos foram desenvolvidos dentro do contexto deste
trabalho. PEPOP e  SiliTox  estdo disponiveis =~ nos  enderecos

http:/ /diagtools.sysdiag.cnrs.fr/PEPOP/ e http://192.168.8.4/~cfleury/silitox/

respectivamente. SiliMod e SiliPop estdo para serem disponibilizados pela Internet.

Até agora, SiliTox contém todas as toxinas peptidicas ricas em cisteinas conhecidas
dos venenos de aranhas e escorpides. O banco de dados é operacional e todas as
informacOes estdo organizadas para serem facilmente recuperadas através da
interface simples do SiliTox. A estrutura do banco SiliTox permite evolucao, e futuros
melhoramentos do banco sdo esperados. Por examplo, planejamos incluir
informacdes anotadas sobre toxinas de caramujo marinos e curtas toxinas de
serpentes ao lado das curtas toxinas aracnidicas, para fazer que as investigacdes
sobre as relacdes estrutura-funcdo-antigenicidade das toxinas peptidicas sejam
extendidas ao conjunto de todas as toxinas peptidicas animais ricas em cisteinas

conhecidas.

Além disso, temos a intencdo de adicionar uma nova e importante funcao ao banco
de dados, que é a anotacdo funcional das fun¢des das toxinas segundo o formalismo
BioW (Maziere et al. 2004). A linguagem BioW est4 sendo desenvolvida atualmente no
laboratoério francés SysDiag (UMR3145 CNRS / Bio-Rad), em Montpellier. Serd logo
possivel traduzir a funcdo biolégica descrita na linguagem natural num conjunto de
elementos basicos de agdo (“Basic Element of Action”) escritos numa linguagem formal
que permete a interpretagdo por um computador. Quando a fase final do
desenvolvimento da linguagem BioW estiver completa, a linguagem sera
implementada no SiliTox, a interface do banco de dados permitird ao usuédrio
selecionar toxinas segundo o modo de acdo delas em diversos niveis: das

funcionalidades gerais ao mecanismo bioquimico primario de agao.
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As estruturas 3D de 350 toxinas peptidicas aracnidicas ricas em cisteinas foram
preditas por SiliMod. Usando Modeller, o program calculou as estruturas 3D por
modelagem comparativa segundo o critério de similaridade de motivos e
conectividades dos residuos de cisteina. Junto as 111 estruturas 3D que ja estavam
indexadas no PDB, um total de 461 estruturas 3D de toxinas sao agora disponiveis no
SiliTox. Para uma melhor avaliagdo da qualidade dos modelos, pretendemos integrar
um sistema de verificacdo multi-critério das estruturas das toxinas. Vinculando o
banco SiliTox aos servicos propostos pelo servidor do CBS, seremos capaz fornecer
uma avaliacdo automatica (incluindo plots de Ramachandran, score de Verify3D e de
ProSA, etc.) para cada toxina presente no SiliTox. Um cédigo de cores permitira ao
usudrio conhecer rapidamente a confiabilidade do modelo. A avaliacdo da qualidade

dos dados é um assunto que estd sendo estudado no laboratério SysDiag.

PEPOP demostrou seu potencial a guiar os experimentalistas que querem localizar
um epitopo ou conceber peptideos imunogénicos para gerar anticorpos capazes de se
ligar em sitios especificos de proteinas (Moreau et al. 2008). De um modo mais geral,
o programa pode ser usado para predizer qualquer superficie de interacdo numa
estrutura 3D protéica. SiliPop é uma derivacao de PEPOP, adaptada aos grandes
conjuntos de estruturas de proteinas a serem analizadas de uma vez e com os
mesmos parametros. Em comparagdo ao algoritmo do PEPOP, o algoritmo do SiliPop
foi ligeramente modificado para melhor lidar com pequenas proteinas. Todas as
toxinas aracnidicas peptidicas e ricas em cisteinas indexadas no SiliTox foram
sistematicamente submetidas a andlise por SiliPop e os peptideos potencialmente
antigénicos preditos que cobrem a superficie acessivel inteira dessas toxinas sao
disponiveis no SiliTox. Para permitir ao usuario desenhar os peptideos antigénicos
segundo seus proprios critérios, um vinculo para a interface web de desenho de

peptideo por PEPOP foi previsto é esta presente no SiliTox.
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No que diz respeito as toxinas PnTx2-5 e PnTx2-6, os experimentos envolvendo a
sintese quimica dos peptideos preditos por PEPOP estao sendo realizados. Os
ensaios sobre a atividade biolégica e o potencial imunogénico desses peptideos

devem permitir validar logo nossas hipoteses.

Para concluir, SiliTox é o primeiro banco de informacdes sobre as relagdes estrutura-
funcado-antigenicidade relacionadas as toxinas animais. O banco de dados SiliTox é
dedicado a auxiliar e guiar a concepcdo de experimentos para investigar a atividade,
as propriedades antigénicas e as aplicacdes terapéuticas e biotecnolégicas potenciais
das toxinas peptidicas animais. Dessa maneira, SiliTox constitui um recurso til e
Unico para os toxinologistas das areas da imunologia, da bioquimica, da

farmacologia, da eletrofisiologia e da biotecnologia.
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APENDICE 1: Dicionario de dados do SiliTox

Author
Field Type |Null| Default Comment
autID int(10) No author unique ID
name varchar(50)||No author second name
firstname|varchar(30)|No author first name
BA
Field | Type |Null|| Default Comment
balD |int(10) No biological activity unique ID
BAofBF
Field Type ||Null|| Default Comment
babfIDbf int(10) No IF) of t'he biolf)g'ical function that includes the
biological activity - refers to BF table
babfIDbalint(10) No IF) of t.he biolog.ical activity played inside the
biological function - refers to BA table
BEA
Field | Type |Null|| Default Comment
bealD |[int(10) No basic element of action unique ID

BEAofBA
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Field Type |Null|| Default Comment
ID of the biological activity to which the
beabalDba |[int(10) No basic element of action contributes - refers to
BA table

beabalDbeallint(10 N ID of the basic element of action involved in

eabalDbealint(10) © the biological activity - refers to BEA table
BF

Field | Type |Null|| Default Comment
bfID  |int(10) No biological function unique ID
BioEntity

Field Type |Null|| Default Comment
entityID|int(10) No bioentity unique ID
molnb |int(10) Yes |NULL nTlmbe.r of biomolecules composing the

bioentity
BioMolecule
Field Type Null || Default Comment
mollD int(10) No biomolecule unique ID
enum('protein’,

) 'nucleicacid’, 'cDNA', N ) fbi lecul

ype 'chemicalcompound, © ype of blomolectie

'sugar’, 'ion')

subtype varchar(100) Yes |NULL subtype of biomolecule
iontransport | varchar(30) Yes |NULL type of ion transported by
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the channel

channelsubtype|varchar(50) Yes |NULL channel subtype
ID of the family to which
family int(10) Yes |NULL |belongs the biomolecule -
refers to Family table
i id leotid
sequence text Yes |NULL ARG acic OF NUCCOHAe
sequence
bi lecule code in Swiss-
fasta varchar(20) Yes (NULL HOMOTECHTE COTE I SWISS
Prot fasta format
length int(10) Yes |NULL biomolecule sequence length
ID of the species to which
species int(10) Yes |NULL belongs the biomolecule -
refers to Species table
genericname  |[varchar(100) Yes |NULL biomolecule generic name
shortname varchar(100) Yes |NULL biomolecule short name
othername varchar(100) Yes |NULL biomolecule other name
bi lecul d oth
othername2 ||varchar(100) Yes |INULL [ 0oicctic sSecona omer
name
othername3 varchar(100) Yes |NULL biomolecule third other name
bi lecule fourth oth
othername4 ||varchar(100) Yes |INULL [ 0orcctie FoUER OTher
name
bi lecule Swiss-Prot
swissp varchar(20) Yes |NULL 1OMOTECHE SWISSHTO
access number
bi lecule Swiss-Prot
swissp2 varchar(20) Yes |NULL 10O ECLE SWISSHTO
second access number
bi lecule Swiss-Prot third
swissp3 varchar(20) Yes |NULL HOMOTECHTE SWISSTHTOT T

access number
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biomolecule Pfam access

f har(20 Y NULL
pfam varchar(20) es number
pdb varchar(25) Yes |NULL biomolecule PDB code
bi lecul d PDB
pdb2 varchar(25) Yes |NULL romoiectie secon
code
pdb3 varchar(25) Yes |NULL biomolecule third PDB code
bi lecule 3D
3Dmethod varchar(100) Yes |INULL 1omo (.ecu ?
determination method
other access number refering
otheracnumb |[varchar(30) Yes |NULL i
to the biomolecule
bi lecule classificati
knottin varchar(200) Yes |NULL 1omo 'ecu ¢ classification as
a knottin
2Dstruc varchar(200) Yes |NULL
bi lecule 3D structure fil
3Dstruc varchar(20) Yes |INULL [ O0moiectie o SHuctire i
name
bi lecule chain code in 3D
chain varchar(10) Yes |NULL 1omo ecu.e chamn coden
structure file
ID of the of biomolecule
cyspattern int(10) Yes |NULL cysteine pattern - refers to
CysPattern table
ID of the of biomolecule fold
fold int(10 Y NULL
© int(10) © - refers to Fold table
similarity field of the
imilarit text Y NULL
Stmitarty e ©s biomolecule in Swiss-Prot
toxicity field of th
toxicity text Yes |NULL | oo Heaorme
biomolecule in Swiss-Prot
function field of th
comment text Yes |NULL HRCHON Heie of The

biomolecule in Swiss-Prot
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file name of biomolecule
clustertree varchar(20) Yes |NULL surface accessible segment
clustering by SiliPop
Clinical Application
Field Type Null | Default Comment
appID int(10) No application unique ID
enum('biotechno’,
apptype |'pharmaco’, No type of clinical application
'other")
description||text Yes |NULL ||description of clinical application
Cluster
Field Type |[Null| Default Comment
clusterID Int(10) No cluster unique ID
cluname varchar(20)/|Yes |NULL |cluster name
ID of the biomolecule to which belongs
Iclust Int(10 Yes |NULL
motcister nt(10) © the cluster - refers to BioMolecule table
cluclassLEN  |Int(10) Yes |NULL |cluster ranking as for length criteria
cluclassACC  |Int(10) Yes |NULL |cluster ranking as for accessibility criteria
lust ki for hydrophobicit
cluclassHYD [Int(10)  |Yes [NuLL [ oo ramCnE astor Aycaroplobicity
criteria
cluclassTURN |[Int(10) Yes |NULL |cluster ranking as for beta-turn criteria
lust ki f i idW,R Y,
cluclassWRYP [Int(10)  |[Yes |[NuLL [o o cF raming asioramine ad
P criteria
cluscoreLEN |[Int(10) Yes |NULL |cluster score as for length criteria
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cluscoreACC |Int(10) Yes |NULL |cluster score as for accessibility criteria
lust for hydrophobicit
cluscoreHYD |Int(10) Yes |[NULL | I_JS e.r score as fot Ny drophoblclty
criteria
cluscoreTURN|[Int(10) Yes |NULL |cluster score as for beta-turn criteria
lust f i id W/ R/ Y/ P
cluscoreWRYP|Int(10)  |Yes |NULL [ oo ccoreasioraminoad
criteria
CysPattern
Field Type Null|| Default Comment
cyspattID  |int(10) No cysteine pattern unique ID
cyspattern |varchar(200)|Yes |NULL |cysteine pattern in PROSITE format
cysnumber |[int(10) Yes |NULL |number of cysteine residues
Kozlov varchar(10) |Yes |NULL cysteine patterr.l cl.assification according to
Kozlov and Grishin
ICKclass varchar(20) (Yes [NULL |cysteine pattern classification for knottins
Nelass varchar(20) |Yes |NULL cystei.ne pattern classification for not
knottins
cyscomment|text Yes |NULL |comment about the cysteine pattern
Distance
Field Type |Null|| Default Comment
. . ID of the first segment - refers to Segment
distIDseg1 int(10) No |0
table
ID of the second segment - refers to
distIDseg?  (int(10 No |0
EESE int(10) © Segment table
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seglname varchar(20)|Yes |[NULL |first segment name

seg2name varchar(20)|Yes |[NULL (second segment name
ID of the bi lecule to which belong th

moldist int(10)  ||Yes |NULL OF He blomoiectie 1o Wiich belong the
segments - refers to BioMolecule table
distance from N-term extremity of first

N_N Float Yes |NULL |lsegment to N-term extremity of second
segment

N M Float Yes |NULL distance from N-t.erm extremity of first
segment to the middle of second segment
distance from N-term extremity of first

N_C Float Yes |NULL |segment to C-term extremity of second
segment

M N Float Yes |NULL distance from the'middle of first segment
to N-term extremity of second segment

M M Float Yes |NULL distance.from the middle of first segment
to the middle of second segment

M C Float Yes |NULL distance from the. middle of first segment
to C-term extremity of second segment
distance from C-term extremity of first

C_N Float Yes |NULL |lsegment to N-term extremity of second
segment

C M Float Yes |NULL distance from C-tferm extremity of first
segment to the middle of second segment
distance from C-term extremity of first

C.C Float Yes |NULL |segment to C-term extremity of second
segment

distminvalue |Float Yes |NULL minimum distance value between the two
segments

distminnature(varchar(10)|Yes |NULL

type of distance corresponding to
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minimum value

DisuMolecule
Field Type ||Null| Default Comment
ID of the biomolecule to which belongs
disumolIDmol|jint(10) No |0 the disulfide bridge - refers to
BioMolecule table
ID of the disulfide bridge - refers t
disumolIDdis |(int(10) No |0 _ © _ = Gisuilide bridge - relers 1o
Disulfide table
quality of the disulfide bridge describing
disuquality  |varchar(50)||Yes |NULL |jif it has been experimentally determined
or predicted
Disulfide
Field Type |Null|| Default Comment
disID int(10) No disulfide bridge unique ID
ition of disulfide brid
CCsequence |varchar(50)(Yes |INULL sequ?nce p051' on O_ 15t 1_ © bridge
forming cysteine pair of residues
lati ition of disulfide brid
CCrelative  |[varchar(50)|Yes |[NULL [ o ¢ POSTHON OF GISUTAE BHITEE
forming cysteine pair of residues
cysteine residue pair numbering for
CCconvICK |varchar(50)|Yes |NULL |disulfide bridges in the ICK motif,
according to ICK numbering convention
. cysteine residue pair numbering for
CC NOick har(50)|Yes |NULL
convNOick|varchar(50)| Yes disulfide bridges out of ICK motif

EntityPlayBF
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Field Type ||Null|| Default Comment

ebfIDent|Int(10) No ID of .the bioentity in.volve.d in the biological
function - refers to BioEntity table
ebfIDbf |Int(10) No IF) of t.he biological function played by the
bioentity - refers to BF table

Family

Field Type Null|| Default Comment
famID  |[int(10) No family unique ID
famname|[varchar(100)|No family name
Fold

Field Type ||Null|| Default Comment
foldID |[int(10) No fold unique ID
scop varchar(30)|Yes |NULL |fold class according to SCOP
cath varchar(30)|Yes |NULL |fold class according to CATH
dali varchar(30)|Yes |NULL |lfold class according to DALI
comment|text Yes |NULL |comment about the fold
FuncDomInMol

Field Type |Null|| Default Comment
ID of the biomolecule owning the
fdmollDmol |[int(10) No functional domain - refers to BioMolecule
table
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i ID of the functional domain owned by the
fdmolIDdoml|(int(10) No ] )
biomolecule - refers to FuncDomain
FuncDomPlayBA
Field Type |Null|| Default Comment
ID of the functional domain involved in the
fdbalDdom||int(10) No biological activity - refers to FuncDomain
table
ID of the biological activity in which the
fdbalDba |[int(10) No functional domain is involved - refers to BA
table
FuncDomain
Field Type |Null|| Default Comment
funcdomID|lint(10) No functional domain unique ID
FuncMotInDom
Field Type |Null|| Default Comment
ID of the functional domain which contain
fmdomIDdom||int(10) No the functional motif - refers to
FuncDomain table
ID of the functional motif included in the
fmdomIDmot |[int(10) No functional domain - refers to FuncMotif
table
FuncMotPlayBEA
Field Type |Null|| Default Comment

161




fmbealDmot|/int(10) No

ID of the functional motif responsible for
the basic element of action - refers to
FuncMotif table

fmbealDbea |/int(10) No

ID of the basic element of action realized by
the functional motif - refers to BEA table

FuncMotif
Field Type |Null|| Default Comment
funcmotID||Int(10) No functional motif unique ID
Interact
Field Type Null|| Default Comment
hatoxIDch int(10) N ID of the ion channel - refers to
chatoxIDcha |in 0
- BioMolecule table
. ID of the toxin - refers to BioMolecule
chatoxIDtox |[int(10) No
table
bindingsite  ||varchar(100)(Yes |NULL |binding site on the channel
quality of the interaction describing if it
interactquality|lvarchar(100)|Yes |NULL |has been experimentally determined or
predicted
amino acid residues involved in the
receptorAA  |varchar(100)|Yes |NULL |[interaction on the receptor side (ion
channel)
i id residues involved in th:
bioactiveAA |lvarchar(100)(Yes |NULL .ammo a.c1 resicues ITWO, veamme
interaction on the toxin side
affinityconst |varchar(50) |Yes |[INULL |affinity constant
paratopeAA [varchar(100)|[Yes |[NULL |amino acid residues of the antibody
involved in the interaction with the
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biomolecule

epitopeAA  |lvarchar(100)

Yes |NULL

amino acid residues of the biomolecule
recognized by the antibody

IsTemplate
Field Type ||Null|| Default Comment
¢ Dmol lint10 N ID of the template biomolecule - refers to
empIDmoliint(10) © BioMolecule table
tareetiDmol lint(10 N ID of the target biomolecule - refers to
argetiDmol |in(10) © BioMolecule table
modellDmod |jint(10) No ID of the 3D model - refers to Model table
Model
Field Type |Null| Default Comment
modellD |lint(10) No model unique ID
) ID of the biomolecule to which corresponds
modIDmol|[int(10) No
the model
modelfile |varchar(30)|No model file name
alifile varchar(30)|No alignment file name
MOF double No Modeller Objective Function value
MolComposeEntity
Field Type |Null|| Default Comment
IDent [int(10) N ID of the bioentity including the biomolecule
nt |[in
P © - refers to BioEntity table
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Dmollint10 N ID of the biomolecule composing the
0
complDmollint(10) bioentity - refers to BioMolecule table
NatEffByBF
Field Type ||Null|| Default Comment
ID of the natural effect observed together with
nebfIDeff||int(10) No the biological function - refers to NaturalEffect
table
) ID of the biological function related to the
nebfIDbf int(10) No observed natural effect - refers to BF table
NatEffByMolecule
Field Type |Null|| Default Comment

Dmollnt(10 N ID of the biomolecule causing the observed
nemollDmol}int(10) © natural effect - refers to BioMolecule table

Dot lint10 N ID of the natural effect observed for the
nemollDeff liint(10) © biomolecule - refers to NaturalEffect table
NaturalEffect

Field Type |Null| Default Comment

effID (lint(10) No natural effect unique ID
action |jtext Yes |NULL |description of natural effect
animal | text Yes |NULL |animal on which the natural effect are observed
LD50 |varchar(20)|Yes |NULL |lethal dose

OriMolecule
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Field Type |Null|| Default Comment
fromIDori [int(10) No ID .of. the origin of the biomolecule - refers to
- Origin table
¢ Dmollint10 N ID of the biomolecule coming from the origin
romIDmollint(10) © - refers to BioMolecule table
Origin
Field Type |Null| Default Comment
orilD int(10) No biomolecule origin unique ID
f the ti land in which th
tissuename|varchar(50)|Yes (INULL n.ame ot the .1ssue or gland h whic ¢
biomolecule is naturally produced
subcellloc |varchar(50)|Yes |NULL |subcellular location of the biomolecule
tissuespe |text Yes |NULL |biomolecule tissue specificity

PaperRefEntity

Field Type ||Null|| Default Comment
IDref lint(10) N ID of the bibliographic reference citing the
aplDref |in 0
PapE bioentity - refers to RefBiblio table
Dentlint10 N ID of the bioentity cited in the bibliographic
paplDentint(10) © reference - refers to BioEntity table

PaperRefMolecule

Field Type |Null|| Default Comment
Dref Int10 N ID of the bibliographic reference citing the
paplDref | Int(10) © biomolecule - refers to RefBiblio table
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ID of the biomolecule cited in the
papIDmol|Int(10) No bibliographic reference - refers to BioMolecule
table
Peptide
Field Type |Null| Default Comment
peplD int(10) No potentially antigenic peptide unique ID
ID of the biomolecule from which the
molpep int(10) Yes |NULL |peptide is predicted - refers to BioMolecule
table
peppdb varchar(20)|[Yes |NULL |name of the biomolecule structure
pepname varchar(20)|Yes |NULL |peptide name
Pepsequence|text Yes |NULL |[peptide amino acid sequence
peplength  |iint(10) Yes |NULL |[peptide sequence length
thod of extensi d to build th
pepmethod [text ves IINuLL ™€ .0 of extension used to bui e
peptide
Pepcomment|text Yes |NULL |comment about the peptide
Publish
Field Type ||Null|| Default Comment
) ID of the bibliographic reference published by
bIDref (int(10 N
publDret int(10) © the author - refers to RefBiblio table
ID of the author involved in the publication of
publDaut|int(10) No the bibliographic reference - refers to Author
table
pos int(10) Yes (NULL |authorship position in the published reference
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RefBiblio

Field Type Null| Default Comment

refbibID|[int(10) No bibliographic reference unique ID

Medli b f the bibli hi
medline|[varchar(20) [Yes |NULL edline access number of the bibliographic
reference

PubMed b f the bibli hi
pubmed||varchar(20) [Yes |NULL ubMed access number of the bibliographic
reference

DOI ber of the bibli hi
doi varchar(40) |Yes |NULL access number of the bibliographic
reference

title text Yes |NULL |title of the bibliographic reference

date varchar(20) |[Yes |NULL |publication date

journal |varchar(100)|Yes |NULL |journal of publication

volume |[varchar(30) |[Yes |NULL |[journal volume containing the reference

SegInPep

Field Type |Null|| Default Comment

ID of th tid taining th t
seginpepIDpep|int(10) No of the peptide containing the segmen

- refers to Peptide table

ID of th t ing th tid
seginpeplDseg [int(10) No of the segment composing the peptide

- refers to Segment table

ID of the biomolecule owning both
Molseginpep |int(10) No segment and peptide - refers to
BioMolecule table

Segment
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Field Type |[Null| Default Comment

segmentID int(10) No solvent accessible segment unique ID

segname varchar(20)|Yes |NULL |segment name
ID of the biomolecule from which were

molseg int(10) Yes |NULL |selected the segment - refers to
BioMolecule table

1 int(10) Yes |NULL ID of the cluster to which the segment
cluse in es
5 belongs - refers to Cluster table
Segsequence | text Yes |NULL |segment amino acid sequence
seglength int(10) Yes |NULL |lsegment sequence length
firstaa int(10) Yes |NULL position of the first amino acid of the
segfirs in es
5 segment
last int(10) Yes |NULL position of the last amino acid of the
seglastaa in es
8 segment
segclassLEN  [int(10) Yes |NULL |lsegment ranking as for length criteria
) segment ranking as for accessibility
lassACC t(10 Yes (INULL

segclass int(10) es criteria

segclassHYD  [int(10) Yes |NULL segment ranking as for hydrophobicity
criteria

segclassTURN (int(10) Yes |NULL |lsegment ranking as for beta-turn criteria

segclassWRYP [int(10) Yes |NuLL  [F€8MenY ranking as for amino acid W, R,
Y, P criteria

segscoreLEN [int(10) Yes |NULL |lsegment score as for length criteria

segscoreACC |iint(10) Yes |NULL |segment score as for accessibility criteria

segscoreHYD  [int(10) Yes |NULL segment score as for hydrophobicity

criteria
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segscoreTURN (lint(10) Yes |NULL |[segment score as for beta-turn criteria
t f i id W, R Y,
segscoreWRYP|int(10)  [[Yes [NULL [> o Scoreasioraminoad
P criteria
Species
Field Type Null|| Default Comment
spelD int(10) No biomolecule species unique ID
ncbitaxid int(10) Yes (NULL |INCBI access number of the species
spelatname  |varchar(100)(lYes |[NULL |species latin name
specomname |varchar(100)(Yes [NULL |species common name
speothername|varchar(100)/Yes [NULL |species other name
taxo text Yes |NULL |complete taxonomy of the species
class varchar(50) |Yes |[NULL |species class
StrucMotInFold
Field Type |Null|| Default Comment
i ID of the fold which contains the structural
smfollDfold|/int(10) No )
motif - refers to Fold table
ID of the structural motif composing the
follDmot|int(10 N

smiollDmotjint(10) © fold - refers to StrucMotif table
StrucMotif

Field Type |Null|| Default Comment
strmotID|(int(10) No structural motif unique ID
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SympByMolecule

Field Type |Null|| Default Comment
IDmol |int(10) N ID of the biomolecule responsible for the
symollDmol |lin o
symptom - refers to BioMolecule table
) ID of the symptom caused by the
11D t(10 N

symollDsympjint(10) © biomolecule - refers to Symptom table
SympByNatEff

Field Type |Null|| Default Comment
synelDsymp|Int(10) No ID of the symptom present in the natural

effect - refers to Symptom table
IDeff  [Int(10) N ID of the natural effect containing the
yn n
SyRet= © symptom - refers to NaturalEffect table
Symptom
Field Type |Null| Default Comment

sympID  |int(10) No symptom unique ID
sympname|varchar(30)|Yes |NULL |symptom name
TempGroup

Field Type |Null|| Default Comment
tempgpID  |int(10) No template group unique ID
tempgpname|[varchar(50) [No template group name
level smallint(10)|No template group level of classification
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main function of the template group

mainfunc text Yes |NULL
members
ToxInTempGroup
Field Type Null || Default Comment
ID of the toxin classified into the
toxingpIDtox||int(10) No template group - refers to
BioMolecule table
ID of the template group in which
toxingpIDgp |[int(10) No the toxin is classified - refers to
TempGroup table
enum('model’, . o
, , type of toxin structure whether it is a
template’, .
structype , , No template for modeling or a target to
target,
- be modeled
'valid')
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APENDICE 2: Scripts adaptados do Modeller

salign.py

from modeller import *

log.verbose()
env = environ()

env.io.atom_files_directory = [fhome/cfleury/publi c_html/silimod/tmp/PDB/']

aln = alignment(env)
for (code, chain) in ((1QDP', 'A"), ('1VTX', 'A"))

mdl = model(env, file=code, model_segment=('"FIRST ‘+chain, 'LAST:'+chain))
aln.append_model(mdl, atom_files=code, align_code s=code+chain)
for (weights, write_fit, whole) in (((., 0., 0., 0 ., 1., 0., False, True),

((1.,0.5,1.,1.,,1,,0.), False, True),
((1.,1.,1.,1,1.,0), True, False)):
aln.salign(rms_cutoff=3.5, normalize_pp_scores=Fa Ise,
rr_file="$(LIB)/as1.sim.mat', overhang=30,
gap_penalties_1d=(-450, -50),
gap_penalties_3d=(0, 3), gap_gap_score=0, gap_r esidue_score=0,

dendrogram_file="/home/cfleury/public_html/silimod tmp/TXR1_MACRV_salign.tree',

alignment_type='"tree’,
feature_weights=weights,

improve_alignment=True, fit=True, write_fit=wri te_fit,
write_whole_pdb=whole, output="ALIGNMENT QUALIT Y")
aln.write(file="Yhome/cfleury/public_html/silimod/t mp/TXR1_MACRV_salign.pap',
alignment_format="PAP")
aln.write(file="/home/cfleury/public_html/silimod/t mp/TXR1_MACRV_salign.ali',
alignment_format="PIR")
aln.salign(rms_cutoff=1.0, normalize_pp_scores=Fals e,
rr_file="$(LIB)/as1.sim.mat', overhang=3 0,
gap_penalties_1d=(-450, -50), gap_penalt ies_3d=(0, 3),
gap_gap_score=0, gap_residue_score=0, de ndrogram_file="1is3A.tree’,
alignment_type="progressive’, feature_we ights=[0]*6,
improve_alignment=False, fit=False, writ e_fit=True,

write_whole_pdb=False, output="QUALITY")

multalign2d.py

from modeller import *

log.verbose()
env = environ()

env.libs.topology.read(file="$(LIB)/top_heav.lib’)

aln = alignment(env)

aln.append(file='/home/cfleury/public_htmi/silimod/ tmp/TXR1_MACRV_salign.ali',
align_codes="all')

aln_block = len(aln)

aln.append(file='/home/cfleury/public_html/silimod/ tmp/TXR1_MACRYV .ali',
align_codes="TXR1_MACRV')

aln.salign(output=", max_gap_length=20,
gap_function=True,
alignment_type="PAIRWISE', align_block=aln_block,

feature_weights=(1., 0., 0., 0., 0., 0.), overhang= 0,
gap_penalties_1d=(-450, 0),
gap_penalties_2d=(0.35, 1.2, 0.9, 1.2, 0.6, 8.6, 1. 2,0,0),

similarity_flag=True)
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aln.write(file="/home/cfleury/public_html/silimod/t
alignment_format="PIR")
aln.write(file="/home/cfleury/public_html/silimod/t
alignment_format='"PAP’)

singalign2d.py

from modeller import *

log.verbose()

env = environ()

aln = alignment(env)

mdl = model(env, file="/home/cfleury/public_html/si
model_segment=(FIRST:A','LAST:A"))
aln.append_model(mdl, align_codes="1QDPA’,
atom_files='/home/cfleury/public_htmi/silimod/tmp/P
aln.append(file="/home/cfleury/public_html/silimod/
align_codes="TXDT1_HADVE')

aln.align2d()
aln.write(file="Yhome/cfleury/public_html/silimod/t
alignment_format="PIR")
aln.write(file="/home/cfleury/public_html/silimod/t
alignment_format="PAP")

model.py
from modeller import *
from modeller.automodel import *

class MyModel(automodel):
def special_patches(self, aln):

self.patch(residue_type='DISU', residues=(self.re

self.residues['161))

self.patch(residue_type='DISU', residues=(self.re

self.residues['21))

self.patch(residue_type='DISU', residues=(self.re

self.residues['36))

self.patch(residue_type='DISU', residues=(self.re

self.residues['431))
log.verbose()
env = environ()

env.io.atom_files_directory = ['fhome/cfleury/publi
a = MyModel(env,

alnfile =
'Thome/cfleury/public_html/silimod/tmp/TXR1_MACRV_m

knowns = ("LQDPA', 'IVTXA),

sequence = 'TXR1_MACRV')
a.starting_model= 1
a.ending_model= 50

a.make()

mp/TXR1_MACRV_multalign2d.ali',
mp/TXR1_MACRV_multalign2d.pap',

limod/tmp/PDB/1QDP’,

DB/1QDP.pdb)
tmp/TXDT1_HADVE.ali',

mp/TXDT1_HADVE_singalign2d.ali',
mp/TXDT1_HADVE_singalign2d.pap',

sidues['11,
sidues|['8'],
sidues['157,
sidues['171,

c_html/silimod/tmp/PDB/']

ultalign2d.ali,
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APENDICE 3: Grupos estruturais para SiliMod - alinhamentos

KNOTTINS:
8C_ICK2.10.2

SCX5_BUTEU|1SIS|sco|cl
SCX4_BUTEU|scolcl
SCXS_BUTEU|scojcl
SCCT_MESMA|scojcl -
SCCX_MESMA|scocl -
SCXL_BUTSI|sco -
SCXP_ANDMA|scolcl -
SCX1_LEIQH|scojcl
SCX1_BUTSlI|sco|cl
SCX8_LEIQH]|sco
SCXL_LEIQU|1CHL|sco|cl
SCX3_BUTEU|scojcl
SCX1_BUTEU|scojcl
SCIT_MESTA|scojcl
SCX3_MESTA|sco

8C_ICK5.3.10

SIX1_MESMA|1IWWN|scolna  ----
SIXP_MESMA|1TO0Z|scolna -
SIX2_ANDAU|sco|na
SIX1_LEIQU|sco|na
SIX1_1SOVI|sco|na
SIX2_1SOVI|sco|na
SIX1A_LEIQH|sco|na
SIX1B_LEIQH|sco|na
SIX1C_LEIQH]|sco|na
SIX1D_LEIQH]|sco|na

*  kEEx

LGKKNGWVDSSKKVAECLFNNYCNBEETKVYYADKGYCCL KC
GVLGKKNGWVDSSGKAPECLLSNYCYRETKVHYADKGYCCLSC

MCMRCFT TDPNMAKKERDCCGGNIG- CFGPQELCNR-- 35

MCMRCFTTDHNVIAK CGGNG- CFGPQELCNR-- 35

MCMRCFTTDPNMAN CGGEK-- CFGPQELCNR-- 35
CECFTTDANMAR CCGGBGK-- CFGPQELCNRI - 35
CGCFTTDANMARKERECCGGNIG- CFGPQELCNRE- 35
CGCFTKDPETEKKEBATCCGGGR-- CFGPQELCNRGY 36
CGACFTTDPYTESKEATCCGEBGK-- CVGPQELCNRI - 35
CGPCFTTDHQVE ECCGGCK-- CYGQELCNR-- 34

RCKPCFTTDPQVBKKEADCCGBCKGLKEY PQLL C---- 35

RCSPCFTTDQTKKEYDCCGBGKGKLCY QA CAPY- 38
MCMRCFTTDHQVAR DCCGBGRGKCYGQU CR--- 36

MCMRCFTTDHQTAR CGEBGR- KCFG CGYD- 36
MCMRCFTTRPDMAQ CKGRGK-- CFGPQELCGYD- 36
RCGPCFTTDPQTRKESECCIRKGG VEKGPQE Ca Q- 37
RCPPCFTTNPNVEA| KCCGEBGY-- CASYQE CPG- 35

KKNGWYWVDSSVSECLLNNYCNNETKVY YATSGYCCL SCYGG.DDIXAVLKI KDATKSY VAl - 69
GLADEXPVLDIWDSTKNYMVQI D72
GLNDEKKVLEI SDTRKSY(CDT---- 70

GLSDEKKVLEI SDARKKYCDFVTI N 70
GLSDDKKVLEI SDTRKKYCDYTII N70
GLSDDKKVLDI SDTRKKYCDYTII N70
GLNDEXKVLEI SGTTKKYCDFTII N70

GLNDEKKVLEI SDTTKKYCDFTII N70

KKNGWYWVDSSGKAPECLLSNYCYRETKVHYADKGYCCLSC
KKNGWYWVDSSGKAPECLLSNYCNEE TKVHYADKGYCCL SC
KKNGWYWVDSSGKAPECLLSNYCNEE TKVHYADKGYCCL SC
KKNGWYWVDSKGKAPECFLSNYCNHEETKVHYADKGYCCLSC
KKNGWYWVDSKGKAPECFLSNYCNHEETKVHYADKGYCCL SC
KKNGWYWVDSKGKAPECFFSNYCNHEE TKVHYAEKGY CCL SCYO/GLNDEKKVMEI SDTRKK CDTTII N70
KKNG-AVDSNGKAPECFFDHYCNE&EC TKVY YAEKGY CCTSCYO/G.DDIKKVLDI SDTRKKLCDFTLFN 70

*kkk o kkkk kk k% .. - kK *%k - k% *kkk * kA% *kk * - % . * g
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Kozclass1102

JZT11_CHIJI|]2A2V|spi|nalk
TXG2_PLEGU|spilk
TX1_STRCEF|spilk
TX1_SCOGR|1LA4|spilk -
TX1_HETMC|spilk
TXHN1_GRARO|1D1H]|spilk|ca
TXHN2_GRARO|spilk
TX1_PSACA|spilk
TX2_PSACA]|spilk
TX3_CERCR]spi|jna
TX482_HYSGI|spi|ca
TX3_PSACA|spi
TXH5_ORNHU|spi
TXPR1_THRPR|spi|nalk|ca
WGRTX_GRARO|1KOZ|spi|k|ca
TX2_HETMC]|spilk
TXG1D_PLEGU|spilk
TXG1E_PLEGU|spilk
JZTX3_CHIJI2I1T|spilnalk  ---
JZTX1_CHUJl|spi|na
MTX4_GRARO|1TYK|spi
TXHA1_SELHA|1NIX|spi|na
TXHA3_SELHA|2JTB|spi|na
TXH1_ORNHU|1QK6|spi|ca
TXHA4_SELHA|1NIY|spi|na
TXHAS5_SELHA|spi|na
TXH4_ORNHU|1MB6|spi|na
TX3_PARSR|spi|na
TX1_CERCR|spi|na
TX2_CERCR|spilna
VSTX3_GRARO|spilk
TX2_THEBL|spilk
TX3_THEBL|spilk
TX1_THEBL|spilk
JZTX7_CHIJI|1ZJ3Q]spi|na
TXH3_ORNHU|spi
VSTX1_GRARO|1S6X|spilk
TXP5_BRASM]|spi

ECRKMFGGCS -
ECRKMFGGCS --
DCTRMFGA
TCRYLFGGE----
ECRYLFGGCS--
ECRYLFGG®----
ECRYLFGG----

SECRWFNEGD----
GACRWFIGGEB----

GVDKEGQRKLL GGCT---

GVDKAGRYMFGGCS -
ECRWLGGE----
ECRWLGGCS--
ECRYWIGGCS -
DCVRFWGKE S ---
ECRYFWGECN---

DGECGGEWWEGS--
EGECGGEWWCGS--
DGECGGEWWKC GR---
ACGEHW\KC GE---
GQEFW\KCNP---
ECKGFGKSEVP---
GQGKGFGDSCTP---
ACKGVFDACTP---
ECLGFGKGCNP---
ECLGFGKGCNP---
ECLEIF KACNP---
DCL GFLWKENP---
DCL GWRKSEDP---
DCL GWKSEDP---
DCL GWKGEDP---
DDCL GMFSSEDP---
DDCL GMFSSEDP---
AACL GMFESCDP---
GCGGMAGDG--
DCAG YWREG-----
ECG<FMWCK----
SCVDFQTKEK----

HL GEKPTL----
HLGEKPTL ----
HLGEKPTS----
HLACRSDG----
HL SCRSDW---
HL GGFRD----
HL GEKFRD----
HL SCKMGEL -~
HL SOKMGEL -~
HL GENKKY----
RLGCHS&F----
HLQCHS W---
HLQCHSN¥--
HLVE SRRH---
HLACKSKW---
CE-- HLVCKEKW---
G- PKYVESPKW---
G- PKYVESPKW---
G- KGYACSKTW---
G- ANFACKI GL----
R- PKLKCSKLF----
CS- GYACNSRD----
P-- NYACSKH---
CP-- NRVE DKH----
&SSN_VE SRKH----
&SANLVE SRKH----
JC ESSKLVE SRKT -~

QR- PNLVE SRKD----
- NYTCRRD----
NYTCRFD----
GYKCNRFD----
NRVERSRD----
NRVERVRD----
NRECNRKH----
GYNCSTW---
GWECSRW---
DLVESSRW---
KLECSSRW---
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MTX2_GRAROJ1LUP|spi -
TXP2_PARSR|spilk -
TXP1_PARSR|1V7F|spilk -
AF2 GRARO|spi -
VSTX2_GRARO|spilk -
AF1_GRARO|spi -
TX1_GRARO]|spilna ----
TXPR2_THRPR|spilnajca  -----
JZT12_CHUJI|spilk ~  -----
JZTX5_CHUJl|spilnalk ~  -----
TXHP2_HETVE|1EMX|spilklca  ----
TXU2_HETVE|spi|ca
TXJ1_HETVE|spi|ca
TXHP3_HETVE]|spilklca --—---
TX5B_HETVE|spi|ca
TXHP1 _HETVE|spilklca --—---
TX5A_HETVE]|spi|ca
TXFK1_PSACA|1X5V|spi -----
TXP7_APTSC|1WQB]|spi
TOT1A_HADVE]|1AXH|spi|ca
TOT1C_HADVE]|spi|ca
TOT1B_HADVE|spi|ca
TOT1E_HADVE|spi|ca
TOT1B_HADFO|spi|ca
TOT1D_HADVE]|spi|ca
TOT1B_HADIN|spi|ca
TOT1A_HADIN|spi|ca
TOT1C_HADIN|spi|ca
TOT1F_HADVE|spi|ca
TOT1A_ATRRO|spi|ca
TXH10_ORNHU|1Y29|spilca  --—--
TXFK2_PSACA|spi -
TXH9_ORNHUI|spi
TXMG7_MACGS|spi
TOT2A_HADIN|spi|ca --
TOT2B_HADIN|spi|ca --
TOT2A_HADVE|1G9P|spi|ca

TXMG5_MACGS|2GX1|spilna  -----

TXR3_MACRV|spi -
TXM11l MACGS|spilna -

YCQXWMWEDE-- E- R
YCQXWMWEDE-- E-R

YCQXWMWEDS--- A-R
YCQXWMWEDE-- E- R
YCQXWMWEDE-- E- R
YCQXWLWEDS-- E- R
YCQXWMWEDS--- K- R
YCQXWMWEDS--- E- R
YCQXWMWEDS-- E- R
YCQXWMWEDS--- K-

DDCG{LFSGMT--- N A
DDCGGFSGMS-- N A

DOCGTLFSGMT--- S-K
ECGTLFSGCST- H A
ADCGNLFHSCES--- N- A
DCGTWHYCGT- DQ

DDOCGNIMDDETS-- D- S

ACAL HDNCVYVPAQNP-

WIGGARVKEACG- PVEWR
SPTCIP SG@C--- PYNEN-
SSTAP SGPC--- PYNEN-
SSTAP SGEC--- PYNEN-
SPTCIP SG®C--- PYNEN-
SPTCl RSGPC--- PYNEN-
SPTCIP SG@C--- PYNEN-
SPTCIP TGQPC-—- PYNEN-
STCTPTDQPC--- PYHES-
SSTA RTDQPC--- PYNES-
SAVCIP SGPC--- PYSKY-
SSVCIP SGPC--- PYNEH-
KCLPPGKPCY GATCXIP -
RCLPAGKTCVRGPMRVP-

I CAPEGGC--- VAA G
I CAPEGGC-- VWA G
GVLDCVWNTLGCS- SDKD--
GVVDCVLNTLGCS- SDKD--
LLACLFGN®&®CS- SNRD--
GKLTFWKEK-- NKKE--
GKLTFWKEK-- NKKE--
SCKLTFWRCK-- KDKE--

(E-- GLVER------—---- LWBKRI  NM-------- 31
CE-- GLVER----------- LWEKRI  NM--------- 31
E-- GLVLR----------- [V} o Q| [——— 29
E- GLVER---------- LWEBKKK EW--------- 31
CE-- GLVER----------- LWEKKK EEG--------- 32
(E-- DM\CR----------- LWBK K RL------------ 29
E-- DM\EQ---------- LWBKKRL-----mmm=--- 29
CE-- GU\CR----------- LWBK K KL We---------- 30
CE-- GWEE----------- LWBKY NL ------------ 29
(E-- GLRCK----------- [V} =3 | [— 29
E-- GWECR----------- LWEKL DW------=--- 30
E-- GWCR----------- LWEKYKL -=-=====---- 30
CE-- GWCH---------- [} 07Q 7 C— 29
(E-- GFl gK-----—---- LWERYERTW--------- 31

CSG L- KEDG - 5o M—— 32
CS@- SCTFKE- NENGNWKRED---<---n-cnmeo- 37
CS@- SCTFKE- NENGNWKRED-------nmenmeo- 37
CS@- SCTYKE- NENGNWKRED-----mwnmemmeev 37
CS@- SCTYKE- NENGNWKRED-------nmenmeev 37
CS@- SCTFKT- NENGNWKRED--------memmo- 37
CK-- SCTYKE- NENGN VQRED--------------- 37
CS@- SCTYKA- NENGN@KRED---------cmmco- 37
CSG- SCTYKA- NENGN@KRED-------nmenmeov 36
CSG- SCTYKA- NENGN@KRED-------nmenmeov 37
CSG- SCTYKT- NENGNS/QRED--------------- 37
CSG- SCTYKE- NENGNVQRED------------c-- 37
CG—  VESHNK----em- ) R 28
CG-- SCSQMN---rmemmx- g RS 28
CAG L- RESGAKLGLAG - SEQ---rmrmmemmeev 34
KG Y- SCAPGLLALVG -  HEG---memmemmemv 34

APS---- VGGV GG.L 42
APS---- VGAVGGAL 42
SSAPGEVGGL GAL 45

CQ4 TPSCTL - G-

CQaV N- ACAL------ [T 61V/] = = SuS——— 29
CGV N- ACAL------ [CO [ V| = = S— 29
CAV¥ N- | CT------- G--- LEBIPP - 28
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TXMG8_MACGS]|spi

TXAG_AGEOP|2E2S|spica  ---

TXAG_AGEOR|spi|ca
SCX1_OPICA|sco
SCX2_OPICA|sco

SCXC_SCOMA|1C6W|sco
IPTXA_PANIM|LIE6|sco|ca

TX27_PHORI|spi
TX32_PHOKE]|spi
TX27_PHONI|spi
TX13_PHON!I|spi
TX24 PHONI|spi
T244 _PHON!I|spi
TX17_PHORI|spi
TX21_PHOKE]|spi
F256_OLIOR|spi
TXMG1_MACGS]|spi
TXMG2_MACGS]|spi
TXLT4_LASPA|spi
TXVL2_CORVA|spi
SCXC1_MESMA|sco

TXP1_PSACA|ILMM|spijna -

TX22_PHONI|spi
TXM10_MACGS|spi

Kozclass1202

TOT2A_ATRIL|spi|ca
TOT2B_ATRIL|spi|ca
TX29_PHONI|spi|na
TXL1_ORNHU|1QK7|spi

Kozclass1403

DCKGLFRQEK-- KSSE--
GGCPHNRFCN- ALSGP
GGCPHNRFEN- ALSGP
GDCLPHLKREK--
GDCLPHLKREK--
GDCLPHLKLEK-- ENKD--
GDCLPHL KRCK--
IA CAPRGLLCF-- RDKE--
IA CAPRGQCF-- SDKL--
IA CAPRFSLEN- SDKE--
VFCRSNGQQGT SDGG-
VFCRFNGQQGT SDGQ-
VFCRFNGQQGT SDGQ-
AFCRFNGQQGT SDGG-
AFCKYNGEQCT- SDGG-
APCTYPGQQE-- SDDE-

CMGYDI HCTD--- RLP-
CMGYDI ECNE---
CGM/DAPCDK--- DRP

ACSRAGENC Y- KS

GCNRLNKKEN--- S|
EDCIP KWKGO/N--- RH
MFCPKIL KQEK----

ACLAEYQKCEG-- STV

* *

RLLDCVLSRVESPDANECGETPI CKMG---
RLLDCVLSRVESPANCCETPTCKMG---

SF-- CIPF KPCKSD KKFK- CKTTGIV KL
--- GCLGDK CDYNN CSG¥ CS?—-

TXDT1_ATRRO|1QDP|spijna

CAKKRWEGKNED BQIPMKEI YAWNQ®@--

KG S SEESDL-- TG  LBIF NLP---memme- 34
CSGL- KEKELS-- IW-- DSREL------w-mnmnm- 35
CSGL- KEKELS-- IW-- DSREL------w-mnmnm- 35
CS- K- KGKRFG-- TNP- EKRBR---------enmeo 33
CS- K- KCKRRG-- ANP- EKRBR---------x---o- 33
CS- K- KBKRRG-- TNI - EKRBR-------nmenmee- 33
CG K- KEBKRRG—- TNA- EKREBR---------nn-m- 33
KG L- TEKGRF-- VNTWHFLV---r-mrmmemmm- 36
d G L- RCKSRV--- ANMWPFELV-----enmenmev 36
QKG- L- REKSRI --- ANMWPFESQ------------- 36
C¥- G KEMTAF--- MG~ Kl BVR-------------- 32
C¥- G KERTAF-— MG Kl @Vh--mmemmememe- 31
C¥- G KCRTAF--- LR--- Ml [ JRS—— 33
CN- G RCI NAF-- QG-- RI €l G-------mm-- 32
CN- G RCRTAF--- MG-- Kl @MG---------—-—- 32
CH- G TCKTAF--- | G-- Rl @VR----------—-—- 32
(FG- LECVKTSGY¥ WWKKTYER- RKS----------- 38
KHRKLECVETSGY¥ WWKR | KG-=nmmmnnen 41
CS¥- AECLRPSGYGVWGTY YCRKHRER---------- 42
M- GLYCKAYV-------- AVay oA (= — 31
QRY- GERCl STG-- VNY--- PDF GP-----<---- 37
(E-- GLECWKRR-- RSF-- E PKTPKT--------- 40
R-- GNKCFGFS----- | KDKMBI SR------------- 35
SV oy — 35

P-- AL SCAGR----
*

LAGPW-------- 32

GYCQTTTGLFK-
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PKVGG.LGGLGGL 45
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TXDT1_HADSP|spi|na CAKKRNWE GXNED- MKCl YAWNQ®@-- GSCQSTTG.FK- KR-- 42
TXDT1_HADVE|1VTX|spi|na CAKKRWEXTED MKCVYAWNEQ---- GSCQSTSALVK- KB-- 42
TDM1A_MISBR|spilna CAKKREWCAKTED MKCl YAWNEQ--- SSCQTFSGVK- KB-- 42
TDT1B_HADVE|spi|na CRSDGWEKTED MKCl KAWKQN--- GNCQNITSAIWK- NI- 42
TXM14_MACGS]|spi|na CARKRAVEEKTEN- M€l YAWNG®-- S TI STIWT- S@PK 44
TXMG4_MACGS|spi|na CGXRAVEKEKKD- GYNZYAWNQ®-- S RKWKYLFT -- 43
TXR1_MACRV|spi CGTNRAVEERNA GYSIKPIWASKPEDDG KFG----- - 43

* *% . s x| * . . . . . '
Kozclass1502
TJT1A_HADVE|spilk - TI CTGADRPCA (PGTSCQBESNG/ F-- 36
TJT1B_HADVE|spilk - Tl CTGADRPCA (PGTSCQBEPNG/S ND-- 36
TJT1A _HADFO|spilk SPTCTGADRPCA (PGTSKGPEPNG/S ND-- 37
TJT1C_HADVE|1DLO|spilk - Al CTGADRPCA (PGTSK- AESNG/S KDEP 37

Fkkkkkkkkkk Al ke x| . * . *k%k *

Kozclass2110
TXC2_HOLCU|spi -------- ADCVGDGQRCADWARPY--- ECS-------- GYYC8®BSM---------- RSDS-------==-=----- 38
TXMG3_AGEAP|spi - ADCVGDGRCADWAPY--- ECS-------- GYYC8BSM---------- RSDS-----=-=nmmmmm- 38
TXC3_HOLCUl|spi --—-—--- ADCVGDGKCADWFEPY--- ECS-------- GYYC8BSM---------- RSDS-----=-=nmmmmm- 38
TXDP2_PARLU|1V9l|spilna  ---------- ACVADGQRCASWBFPY--- EMD--------- GYYC8BSM---------- RNNS----mmmmmmmeee 37
TXDP1_PARLU|1V9Q|spilna  ---------- GQ.GEGEKCADWAEPS--- EM--------- GFYC WRSM---------- NS---mmmmmmee- 37
TXDP4_PARLU|spilna  ---------- ACATKNQRCASWAPY--- CD--------- GFYC WRSY----------- RPNS-----mmmmm e 37
TXMG2_AGEAP|spi - ECATKNKRCADW /AP W-- ED--------- GCLYC WRSY----------- RPSS---mmmmmmmeee 37
TXMG1_AGEAP|1EIT|spi = -----—--—--- ECVPENGHEBDWY- DE-- ECE--------- GFYC WRQP----------- RNNN----mmmmmmeee 36
TXC1 _HOLCU|spi =----—-- SCVGEY@RCRSAY- ED-- EM--------- GYYCHCS®---------- RNNN----mmmmmmeee 36
TXMG4_AGEAP|spi ---—-—--- ACVGENQQ@BDWARPH--- CD--------- GYYCRBYF----------- NN---mmm e 37
TXMG5_AGEAP|spi ~  ---—-—--- ACVGENKQCADWAPH--- ED--------- GYYCRBYF----------- NN---mmm e 37
TXMG6_AGEAP|spi ~  ------—- DCVGESQQ@DWAPH--- EMD--------- GYYCHWBYF----------- NNN-=-mmmmmmmeee 37
TXMO_HADIN|1KQH]|spilna = ---------- KCLAEAADC PVEDS--- CK--------- PYLCMIFF -------m--- RPKGW---nmmmmmmm 38
TXDP3_PARLU|spi = - ADCLNEGDWCADWSGPS--- ECG-------- EMZ WPGF-----------  CKBRCK K-----mmmmmmmmmmmam 36
SFI3_SEGFL|spi = =------ KECM\DGTVCEYl HNHND--- E€CG---------- SCLEL NGPIA RPVEM M\G PKA---=-mmmmmmmme 46
SFl4_SEGFL|spi -----—-- KECM\DGTVEYl HNHND--- E€CG---------- SCLEL NGPIA RPVKM M\G PKA---=-mmmmmmmme 46
SFI6_SEGFL|spi = ------- KECMTDETVCEYl HNHND--- E€CG---------- SCLELNGPIA RPVEM M\G PKA--==-mmmmmmmmmm 46
SFI1_SEGFL|spi = -----—-- KECMIDGTVEYl HNHND--- E€CG---------- SCLESN®IA RPVEM M\G PKA---=-mmmmmmmmmm 46
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SFI5_SEGFL|spi
SFI8_SEGFL|spi
SFI7_SEGFL|spi
SFI2_SEGFL|spi
TXC1_CUPSA|spilca
TXC9_CUPSA|spi|ca
TX35_PHONI|spi|ca
TX1A_GEOAZ2|spi|ca
TX19_PHOKE|spi
TX33A_PHONI|spi|ca
TX3A_PHONI|spi|ca
TX32_PHON!I|spi|ca
TX37_PHORI|spi|ca
TX31_PHONI|spi|ca
TX325_SEGFL|spi|ca
TX192_DIGCA|spi|na

Kozclass2310

TOG4A_AGEAP|1IVA|spi|ca

TOG4B_AGEAP|1AGG|spilca  --------
AKDGDVKGPAGOVKYKSAER - GKT] GDQQY_VWKV\RNLA

TXI11_DIGCA|spi|na

NOT KNOTTINS :
6C_N3.x.x.5.4

TX2_EURCA|spi
TXP1_BRASM|spi
TXP1_BARRH|spi
TXP2_BARRH|spi
TX1_EURCA|spi
TXH21_ORNHU|1I25|spi
TXH22_ORNHU|spi
TXH7_ORNHUI|spi -

KECM\DGTVEYl HNHND---
KECMADGTVEY1 HNHND---
KECMADGTVEY1 HNHND---
KECMADETVCYl HNHNN-
SAP KHEEC- TNDKHN--
KDDKNAP KHHEC- TNDKKN---
GQ GCRNESG KFDRHG--
EKSA TWRNSG MHNDKG---
GKCADAVKSCDN---  LP---
G- CADAYKSCNHP-- RT---
ACADVYKECWYPE- KP---
ACAGLYKKCGLGA- SP---
ACAGLYKKCGKGV- NT---
AECAAWERCGLGY- KR---

GSQ ESCKSCTHIRSVKNG

AKDGDVEGPAG K KYDVECDS CE------
*

*

KKKCIA KDY GREKWGGPEG
EDNAA EDY&KXCTWGGKEG

IF ECVFSCDI EKEGK- PCKPKGEK
IF ECVFSCDI EKEGK- PCKPKGEK
IL ECVFSEDI KKEGK- PCKPKGEK
IF ECVFSEDI KKEGK- PCKPKGEK
IF ECVFSCDI EKEGK- PCKPKGEK
LFECSFSCElI EKEGDKPCKKK---
LFECS-SCEQEKEGDKPCKKK---
FECSFSCEI EKEGDKPCKKK---

SGGKCKI KLELKI
SGOKCKI KLELKI
TGG\RCKI KLELKI
TGG\RCKI KLELKI
TGEKECKI KLELKI
GGNKCKFN
GGNKCKFN
GGNKCKFN

(o cEm— SCLEPNGPLARPVEM LVGNEKE GPKA---------eemmemv 46

(o cEmm— SCLEPNGPLARPVEM LVGNEKE GPKA-—-nermeemmeeee 46

(o cEmm— SCLEPNGPLARPVEV- LVGNEBE GPKA-——-memmmeeae- 46

(o] Em— SCLELNGPYARPVEM LVGNEKE GPKE-------------- 46
RK—--- GLFKLKC @ STDDESG@--- TERBAEGRPMGHQ@I ETGLNIF ---- 60
QKK GLTKVKCKEFTVADAKGAT--- SE am SLLQKFGFTGLHII KGLF 68
[co— WP\SC WWNKEGPES---  DVVIBEGSLKI GKemermmemmmemev 45
[co— FPV® QTVSRNSSR- KEK KB QURL Wh-----emmemmmeem 47

OV- V- NGYRTCMES ----------- ANRENCE ETKKL REHFGR-------- 46
MGY--- NGKRACI RS- (C1S]) (6 —— 36

(o S— DRAC QLT ---------—- (C V] (i ——— 34

o S— DRPI . N— Vel ] o S ——— 34

o S— NRP! . N— VGNEL BKK-- KFVEFFGG------- 43
o S— ERPCKENV --------- O = — 40

o 2 X— KSRC QHRHDYL GKRKY JURE S —-------mmemmmem 49
CQXQYLWYKWRPL KSG------ SESSN Y/ cinlp YA—— 56

-------- R

SMGTN--
SMIGTN--
TVEVFK

39
39
39
39
39
KV 37
KV 37
KV 36
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PRLIM EGLGLA---- 48
TPRLIM EGL SFA---- 48
[N RS N—— 58



TXH23_ORNHU|spi -
TXH8_ORNHU|spi -

6C_N2.3.5.4.1

KA131_TITCA|1JLZ|scolk
KA133_TITPA|scolk

6C_N2.3.8.4.1 A

KAX83_LEIQH|sco
KAX84_LEIQH|sco
KAX81 ANDMA|1ACW)|scolk
KAX82_MESMA|1WM7|scolk

6C_N2.3.8.4.1 B

SCBT1_BUTJU|sco|ca
SCBT2_BUTJU|sco|ca
KAX92_MESMA|1WM8|scolk
KAX95_ BUTOC]|scolk
KAX91 MESMA|1DU9|scolk
KAX93_LEIQH|sco
KAX94_MESTA|scolk

6C_N5.3.5.4.1_A

KA142_MESMA|1PVZ|scolk
KA141_MESMA|scolk
KA144_MESMA|scolk
KA143_MESMA|scolk

FECS SCEI EKKGE- SCKPK---
FECS SCEI EKKCGE- SCKPK---

Kkhk o kA e ko ok *% *

ACGSRKHEKGS®EC! N Y23
ACGSRKHEKGPCGKCI N Y23

GGAKCKFN
GGAKCKFN

ok - k..

STEARAKCDNDK Pl 29
STEARAKCDNDK PK 29
VSCEDCPEHE ST GAQAKCDNDKS Pl 29
T QNARAKCDNDK! PK 29
* « kkkkkkkkkkik
VGEECP GKNAKPTCDDGVENCN---- 28
VGEECP GKNAIP TCDDGVENCN---- 28
VGEECP GKNANPTCDDGVENCN---- 28
VGEECP GKHAVPTCDDGVENCN---- 28
VGEECP GKNAKPTCDDGVENCN---- 28
VGEECP GKNAKPTCDNG/CNCN---- 28
VGQAECP GKMASPTCENEV|

*kk * KK * * *  kkk .. kx O

TPFAI KCATDADCSR
TPFAIKCATDADCSR
TPFAIKCATNADCSR
TPFEVRCATDADCSR

*k% . *k%

GNPPCRNG- T
GNPSCRNG- T
GNPPCRNG- T
GNPPCRNG- T

N GKKD 32

31
31
31
31

KV 35
KV 35
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6C_Nx.3.x.4.1

KA101_CENNO|1PJV|scolk  -------
KA102_CENNO|Jscolk ~  ---—---
KAX51_LEIQH|1SCY|scolk  -------
KAX53_MESMA|scolk -
KAX52_ANDMA|1PNH|scolk  -------
KAX54_MESTA|scolk ~ -------
KAX55_MESTA|scolk ~ -------
KA191 MESMA|1Q2K]|scolk  -------
KAX28_ CENEL|scolk
KAX29_ CENEL|scolk
KAX21 CENNO|1SXM|scolk  ---
KAX2B_CENEL|scolk
KAX2C_CENEL|scolk
KAX22_CENMA|1MTX|scolk  ---
KAX25 CENLM|1HLY|scolk  ---
KAX23 CENLL|scolk
KAX2A_CENEL|scolk
KAX41_TITSE|1HP2|scolk  --
KAX45_TITCO]|scolk
KAX43_TITDlI|scolk
KAX44_TITCA|scolk
KAX24 CENNO|scolk
KAX32_LEIQH|1AGT|scolk  --
KAX33_LEIQH]|scolk --
KAX31 _ANDMA|2KTX|scolk  --
KAX34_LEIQH|scolk -
KAX38_BUTSI|scolk --
KAX37_ORTSCJ|1SCO|scolk  --
KAX36_MESMA|1BKT|scolk  ---
KAX39 BUTOC]|scolk -
KA162_MESMA|1M2S|scolk  ---
KA163_MESMA|scolk --
KAX17_LEIQH]|scolk
KA161_MESTA|scolk
KAX11 LEIQH|2CRD|scolk  ---
KAX1C_LEIQH]|scolk
KAX1D_LEIQH]|scolk
KAX12_LEIQH|1LIR|scolk  ---

GN/GEPV SCKHSGQCKP

AVC- VYRTEDKDBKRR GYRSG KCI NNAG
VAC- VYRTEDKDETSR- KYRSG KCl NNACK

AFC- NLRMEQ SERSL- GLL- G- KCI GDKCE

AVC- NLKREQ SERSL- GLL- G- KCl GDKCE

TVC- NLRREQ SERSL- GLL- G- KCl GVKCE

AFC- NLRREELSERSL- GLL- G- KCl GEEC

AFC- NLRREELSERSL- GLL- G- KCI GE

AAC- YSSDERVKEVAM GFSSG KCl NSKEK

TVI NVKCTSPKQEKP
TI NVKCTPKQEKP
TI NVKCTPKQCKP
TI NVKCTSPKQELP
TI NVKCTSPKQELPP
TI NVKCTSPKQELPP
TVI DVKCTSPKQE.PP

| TI N\VKCTSPQQERP
IFI NVKCSLPQQECRP
VFI NAKCRG PECLPK
VFI NVKCRGPECLPK
VFI NVKCTGKQE PA
VFI NVKCRG KECLPA
TIl NEKCFATSQGATP
GVPINVSCTGPQQ KP
GVPINVPCTGPQQ KP
GVEl NVKCSGSQEQKP
GVPI NVKCTGPQE KP
GVPI NVKCRGPQG QP
GVIl NVKCKI SRQELEP
VG NVKCKHSGQCKP

AQFGQIGAKCMNGKEK
AQFG RAGAKCMNGXC!
DRFGQHGGKCI NGLC

GLI DVKCFASSECWI
FGLI DVKCFASSECWIA
GLI DVRCYDSRQGONIA
DLI DVKCI SSGECWIABKKVTGRFEG- KCQNRQER
QFTNVSCTTKECVWSVE RLHNTRG- KCVNKKER
QFTDVSCTTKECVWSVE RLHNTS G- KCVNKKER
QFTNVSCTTSKECWSVEEKL YNTRG- KCVNKKER
QFTQESCTASNQ®SI BKRLHNTNRG- KCVNKKER
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KAX16_MESMA[2BMT|scolk  ---
KAX14_CENLM]|scolk
KAX1B_CENNO|scolk -
KAX13_MESTA|scolk -
KAX15_MESMA|1BIG|scolk ~ ---
KGX21_BUTEU|1J5J|scolk  ---
KGX22_MESMA|scolk -
KAX71_PANIM|2PTA|scolk
KAX72_PANIM|1C49|scolk
KAX1A_PARTR|scolk
KAX42_TITSE|1TSK|scolk  ---
KA151_ ANDAU|scolk -
KA155_ ANDAU|scolk -
KA153_ANDMA|scolk -
KA152_MESMA|scolk -
KA157_ANDAM|scolk
KA158_MESMA|scolk -
KA156_TITDI|2AXK|scolk  --
KA181_TITCA|2JP6|scolk  --
KA182_TITDI|sco|k -
KA183_TITDI|sco -

8C_N2.4.5

KA121 TITSE|1C56]|scolk
KA122 TITTR|scolk
KA123_TITCO|scolk

8C_N3.5.3

SCXA_BUTOM]|sco|na --
SCXB_BUTOM]|sco|na --
SCXD_BUTOM]|sco|na --
SC12_MESMA|1OMY|scolna  --
SCX3_LEIQU|1LQQ]|scolna  --
SCXA_LEIQH|2ASC|scolna -

QFTNVSCSASSQBVP
VFI DVSCS/SKECWA
TFI DVDCTVSKECWA
QFTDVDCSVSKECWS

QFTDVKCTGKQONPYKQVIFGKPNG KCWVNGKCREYS 37
RPTDI KCSESYQEPVEBKSRFGKTNG RCVNG-CDEF-- 36
RPTDI KCSASY QEPVEKSRFGKTNG RCVNG._CDEF-- 36
DKTI SCTNPKQC Y KETGYPNA- KCMNRKCKEF-- 35
TI SCTNEKQCP KETGYPNA- KCVNRKCKEFGR 35
EVDVRCKS SKECLVKEBKQATGRPNG KCWNR YPR 37
VVI GQRCYRSPDCY KLVGKATG KCTNGR --- 35
QNETNKKCQGGSCAS RVI GVAAG KCI N&R YP- 37
QVETNKKCQGGSCAS RVI GVAAG KCI N&R YP- 37
Q ETNKKCQGGSCAS KVI GVAAG- KCl NQR YP- 37
QVETNVKCQGGSCAS KAl GVAAG- KCl NQR YP- 37
NGYQTNKKCKGGS CASVEAKEI GVAAG- KCI NGR --- 37
QVQTNKCQGGSCAS REl GVAAG- KCl N YRN 38
Q DTNVKCSGSSECVKI €1 DRYNTRGA- KCI NGRCTIE Y- 38
TGPQTTC QAAMEEAGEKGL. - GKSME- SCQ®TLCKEKA- 35
TGPQTTC QASTCEAGEKQ - GKSMK- SCQB®TCECA-- 34
GEGPKSDC- KPDLCEAACKDL - GKPMD- FCKDG TIGKEKD- 36
* * * *
WCSTA DLACGASREC KAFGRAHGKCWVNNKS YT40
WCSTA DLACGASREC KAFGRAHGKCWVNNKS YT40
WCSTQ DLECGASREC KAFGRAH&KCWMNNK YT40
VRDAYIA QNYN®YDCARDAYCNDLETKNGAKS----  GYEWRPH@DA!
VRDAYIA QNYN®YDCARDAYCNELETKNGAKS----  GHEWFSPHM@DA!
VRDAYIA QNYNEYHCE&DAYCNELESKNGAKSRTRGGY CM/FSPH @A
VRDAYIA QNYNOYHQRDAYCNELETKNGAKS----  GSPYLGEHKFAC
VRDAYIA KNYNG/YECFRDSYCNDLETKNGASS---  GYCQVAKY G
VRDAYIA KNYNG/YECFRDAYCNELETKNGASS-—--  GYCQVAKY GM
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| DLPNNVPI K-- VEG KCHRK 66
| DLPNNVPI K-- VEG- KCHRK 66
| DLPNNVPI K-- VEG KCHRK70
DLPDNVPI R-- VPG KCH- 64
YALPDNVPI R-- VPG KCH- 64
YALPDNVPI R-- VPG KCHRK 66



YALPDNVPI R-- IP G KCHRK 66
YALPDNVPI R-- IP G KCHS 65
YALPDNVPI K-- LSG EC--- 65
| ELPDNVPIR-- VPG KCH- 64
ELPDNVPI R-- VPG KCH- 64
| ELPDNVPIR-- IP G- NCH- 64
| ELPDNVPI R-- VPG KCH- 64
| QLPDNVPIR-- VPG RCHPA 66
| ELPDNVPI R-- VPG RCHPS 66
| KLPDDVPI R-- VPG KCH- 64
| KLPDDVPI R-- VPG KCH- 64
| KLPDRVPI R-- VPG KCH- 64
| KLPDDVPI R-- VPG KCH- 64
| KLPDRVPI R-- VW& KCHG 65
| KLPDSVPIR-- VPG KCQ- 64
DLPASERI K-- EPG KCG- 64
| DLPDKVPI R-- IP G PCR-- 64
| DLPDKVPI R-- | SG SCR-- 64
| DLPDKVPIR-- IP G- PCl - 64
DLPDNVPIR-- IP G- KCH-- 65
DLPDNVPI R-- IP G- KCH-- 65
DLPDKVPIR-- | EG KCH-- 65

SCXC_BUTOM|scolna - VRDAYIA QNYN®Y TCFKDAHENDL
SIX1_BUTOC|scolna - VRDAYIA QNYN@YFCVKDDYENDL
SCXB_ANDAU|sco|na DSARDAYIA KNDNGVYECFQDSYCNDL
SCX1_MESMA|1DJT|scojna - VRDAYIA KPHNG/YECARNEYCNDL
SC16_MESMA|scolna - VRDAYIA KPHNG/YECARNEYCNDL
SCX2_MESMA|sco|na - VRDAYIA KPHNG/YECARNEYCNDL
SCM2_MESMA|1CHZ|scojna - VRDAYIA KPHNG/YECARNEYCNN
SCX7_MESMA|1KVO|scojna - VRDGYIALP HNG\Y G@ NNEYENN
SC10_MESMA|scolna - VRDGYIALP HNG\YG@ L NEFGNDL
SCX4_MESMA|1SN4|scojna - VRDAYIA KPENCVYHAGNEGENKL
SC13_MESMA|scolna - VRDAYIA KPENCVYHAGNEGENKL
SCX9_MESMA|sco[na - VRDAYIA KPENGVYHOATNEGECNKL
SCXB_MESMA|sco|na - VRDAYIA KPENCVYHOATNEGENKL
SCX3_MESMA|sco|na - VRDAYIA KPENCVYECATNEYENKL
SCXA_MESMA|sco|nalk - VRDAYIA KPENCVYECG TQDENKL
SCX8_MESMA|1SNB|scojna - GRDAYIA DSENCTYCGSWPYCND
MKTX2_MESMA|sco - GRDAYIA DSENCTYCGSIPYCNDL
MKTX1_MESMA|sco - GRDAYIA DSENCTYT@LNPYCNDL
MKTX3_MESMA|sco - GRDAYIA KKENC TYFCALNPYCNDL
SCX1_BUTOC|sco|na - GRDAYIA QPENCV/YECAQNSYCBEL
SCX4_BUTOM|sco|na - GRDAYIA QPENCVYECAKNS Y.CDL
SCX2_BUTOC|sco|na - GRDAYIA QPENCVYECAKNS Y.CNDL

TKNGASS-—-- GYCQVAKYGM
TKNGASS--- GYCQVASKY GV
TKNGAKS----  GTMWIGTY®ACL
TKNGAKS---- GYCQV\EKYGNG
TKNGAKS---- GYCQV\CKYGNG
TKDGAKS---- GYCQV\CKYGNG
TKNGAKS---- GYCQBEEKYGNG
TKDGAKI ----  GYCNV GKYGM\
TKNGAKI ---  GYCN QGYGM
TDNGAES-—-- GYCQGRYGM
TDNGAES-—-- GYCQGRYGM
TDNGAES---- GYCQGERYGM
TDNGAES---- GYCQGAYGM
TDNGAES-—-- GYCQV\CRYGMC
TENGAES-—-- GYCQGGYGM
TENGAKS-—-- GYCQVARYGMC
TENGAKS----  GYCQVARY G\
TKNGAKS----  GYCQVASRY G\
TKNGAKS-—-- GYCQVARYGM
TKNGATS-—-- GYCQVIGKYGM
TKNGAKS-—-- GYCQVIGKYGM\
TKNGAKS----  GYCQVIGRWGNAC

SCXI_BUTOM]|sco|na -- GRDAYIA QPENCVYECAKSSYCNDLETKNGAKS----  GYCQVIGRWGNACYE DLPDKVPI R-- | EG KCH-A 66
SCX1_MESTA|2A7T|scolna - GEDGYIA DGDNCTY CTFNNYCHALETDKKCDS---- GACDWWVPG/ DLPTPVPIR-- GSG KCR-- 64
SCX1_ORTSC]|sco|na -- ERDGYV QLHNG/YHCE&NPYCENGETKNGATS--- GSYCR/MKWGNACYICWVLPDKVPI KW LDP- KCY-- 66
SCXE_BUTEU|sco|na -- ARDAYIA DERNGVYTCALNPYICDS KNGAD---- GSYCQVIGRFGNA NLPDDVPI RK- IP GEECR-- 66

SCX2_LEIQH]|sco|na - | KDGYV DDVNCTYFCGRNAYCNE
SCX8_ANDMA|sco|na - LKDGYV NDI NCTYCGRNAYCNEL
SCXB_BUTOC|sco|na - LKDGYV DORNCTYCGTMYCNE
SCX5_ANDMA|sco|na - LKDGYI DOLNCTFFCGRNAYEDD
SCX5_LEIQU|sco|na - LKDGYV DDXKNCTFFCGRNAYCND
SC11_MESMA|scolna - VKDGYIA DDRNCPYFCGRNAY!
SC15_MESMA|sco|na - VRDGYIA DDXNCAYFCGRNAYEDD
SCAA_MESMA|sco|na - VRDGYIA DDXNCAYFCGRNAYEDD
SCA3_MESMA|sco|na - VRDGYIA DDXNCAYFCGRNAYEDD
SCA4_MESMA|sco|na - VRDGYIA DDXNCAYFCGRNAYEDD
SCA1_MESMA|sco|na - VRDGYIA DDXNCPYFCGRNAYEDD
SCBK_MESMA|sco|na - VRDGYIA DDXNCAYFCGRNAYEDE
SCXA_BUTEU|sco|na - VRDGYIA DDXDCAYFCGRNAYCDE
SCX2_ANDAM|sco|na - VRDGYIA DAGNCGYTZANDYEN

TKLKGES---- GYCQVAPYGMC
| KLKGES---- GYCQ//ASPYGNSC
KLKCGES—-- GYCQV\GRYGM
KKGAES---- GYCQASPYGMW
KKGAES---- GYCQASPYGMW
KNRAES---- GYCQVASKYGM

YKLPDHVRTK-- GPG- RCR-- 64
CNLPDHVRTK-- GPG- RCND- 65
YKLPDHVRTV-- QAG- RCRS- 65
YKLPDRVSI K-- EKG- RCN- 64
YKLPDRVSI K-- EKG- RCN- 64
YKLPDDARIM-- KPG- RENGG%6
YKLPDKVPI R VPG KENGG56
YKLPDKVPI R-- VPG KENGG86
YKLPDKVPI R-- VPG KCNGG86
YKLPDKVPI R-- VPG RCNGG56
YKLPDKVPI R VPG KENGG56
YKLPDKVPI R VSG ECQQ 65
YKLPDWVPKQKVSG KCN- 65

TKNGAES-—-- GYCQVFSRYGMCWEI KLPDKVPI K-- VPG KCN- 64
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SCX8R_ANDMA|sco|na - GVRDAYIA DNKNAF TCYRDSYCKTECI KNGAET---- GYQWI GEYGMCWEI KLPNKVPI K-- VPG- KCN- 65

SCX4_LEIQH|sco|na - GVRDAYIA DCKNGV/Y TCANSYCNEG TKNGAES-—-  GYCQVREKYGMEWE! KLPDKVPI R IP G- KCR-- 65
SCX4_LEIQU|sco|na - GVRDAYIA DCKNGVY TCGSNSYCNEB TKNGAES-—-  GYCQVIGKYGMEWE! KLPDKVPI R IP G- KCR-- 65
SCX28_BUTSI|sco|na - GVRDAYIA DCKNGVY TCGSNSYCNEB TKNGAES-—-  GYCQVISRWGNG®E! KLPDKVPI R IP G- KCR-- 65
SCX1_ODODO|sco|na - GVRDAYIA DCKNGVY TCASNGYCNEG TKNGAES-—-  GYCQVIGRYGMEWE! KLPDEVPI R IP G- KCR-- 65
SCIT_BUTJU|sco|na - G RDAYIA DNLNCAY TCGSNSYCNEBTKNGAVS---  GYCQVIGKYGMEWE! NLPDKVPI R~ IP G- ACR-- 64
* k% . * o * * * * *%* *

8C_N3.5.3.x.6.1
SCXV_CENSC|1NRA]|sco[na KKDG YPVDS GNIBYECL KDDYENDLBL ERKADKG YC Y\GKVSEYIEY GPDNSP-- TKTSGKENPA 63
SCBT_MESMA|sco|na KKSGYPTDHEGGKNWCVLNHSCE. € EGYGGSGYEYKL O HNWVAWSRATNKCRA- 63

*% k*kk % *% koo * * * *kkk . EEEE ) .. * LR *%
8C_N3.6.3
SIX3_MESMA]|sco|na DGY RGS NGE&VSCLWGNEGENKEBRAY GASYG Y ONTWGLA--- GLPDDK- TWKSE- SNTG--- 60
SIXA1_MESMA|sco|na DGY RGS NGE&VSCLWGNEGCNEGGAYGASYG Y ONTWGLA--- GLPDIK- TWKSE- SNTCG- 61
AEP1_MESMA|sco DGY RGS NG&VSCLL GNEGENKEGRAYGASYG Y ONTVKLA--- QG&PDIX- TWKSE- SNTCG-- 61
SIXA_MESMA]|sco|na DGY RGS NGE&VSCLWGNEGENKEBRAYGASYG Y ONTWGLA--- QGPDIK- TWKSE- SNTCG-- 61
SCN3_MESMA]|sco|na DGY RGS NGE&I SCLWGNEGENKEBKGFGAYYG YONTWGLA--- GLPDIK- TWKSE- SNTCGEK 64
SIX4_MESMA]|sco|na DGY RGS NGE&I SCLWGNEGCNKEGKGFGAYYG Y ONTWGLA--- GLPDDK- TWKSE- SNTG--- 60
SIXI_MESMA]|sco DGY RGS NGE&I SCLWGNEGCNKEGKGFGAYYG YONTWGLA--- GLPDIX- TWKSE- SNTCG- 61
AEP2_MESMA|sco|na DGY RGS NGE&VSCLWGNEGENKEGKAFGAYYG Y ONTWGLA--- GLPDIX- TWKSE- SNTCG- 61
SIXB_MESMA]|sco|na DGY RGS NGE&VSCLWGNEGENKEBKAFGAYYG YONTWGLA--- QGPDIK- TWKSE- SNTCG-- 61
SCN2_MESMA]|scolna DGY RGS NGE&VSCLWGNDGENKEGRAYGASYG Y ONTWGLA--- GLPDIK- TWKSE- SNTCGEK 64
SIX2_MESMA]|sco|na DGY KGK- SGGRVACLI GNQGLKDERAYGASYG YONTWGLA-- GLPDNK- TWKSE- SNTCG- 61
SIX2_LEIQH|2I61|scojna  -- DGY KRR DGGKVACLI GNEGEDKEGKAY GGSYESY ONTWGLA--- GLPDIK- TWKSE- TNTCG-- 61
SX25_LEIQH]|scolna DGY KRR DGGKVACLVGNEGEDKEGKAY GGSYESY ONTWGLA--- GLPDIX- TWKSE- TNTCG-- 61
SIX2_BUTAR|scolna DGY RRR DGEVSCLFGNEGEDKEBKAY GGSYESY ONTWGELA--- GLPDDK- TWKSE- TNTCG-- 61
SIX4_BUTOC|sco|na DGY RRR DGGKVSCLFGNEGEDKEBKAY GGSYESY ONTWGELA--- GLPDIK- TWKSE- TNTCG-- 61
SIX5_BUTOC|sco|na DGY RKR DGEKVSCLFGNEGEDKEGKAY GGSYESY ONTWGLA--- GLPDIX- TWKSE- TNTCG-- 61
SIX2_LEIQUJsco|na DGY RKR DGEKLSCLFGNEGENKEBKSYGGSYGY ONTWGLA--- GLPDIK- TWKSE- TNTCG-- 61
SIX2_BUTJU|sco|na DGY RKK DGEKVSAl GNEGERKEGVAHGGSG YONTWGLA--- NLPDAV- TWKSS- TNTCG-- 61
SIXC_MESMA|sco|na DGY RGS DGEKVSCLWGNDFEDKVEKKSGGSYESY ONTWGELA--- GLPDNE- KWKYE- SNTCGS 62
SIX1_BUTSI|sco|na DGYLM R- NGE&IP CLFGNDGCNKEBKAY GGSYSYONYAA--- GQ@EDKKHLNYH KKTC--- 61
SIX2_BUTOC]|sco|na DGY KGY- KGGKI TCVI NDDYCDTEGKAEGGTYGY ONKWGLA--- DLPDEX- RWKSE- TNTIG--- 60
SX21_LEIQH]|scolna DVYI RR+ DGGKI SCTVNDKYCDNEGKSEGGSYGYCYAFG----- GLPNDK- AVKSE- TNTICG-- 59
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SIX3G_LEIQH|sco|na
SIX3H_LEIQH]|sco|na
SIX3E_LEIQH]|sco|na
SIX3F_LEIQH|sco|na
SIX3B_LEIQH|sco|na
SIX3C_LEIQH]|sco|na
SIX3D_LEIQH]|scolna
SIX3A_LEIQH|scolna
SIX5_LEIQH|sco|na
SCAT_MESMA|scolk --
SCB1_LEIQH]|sco|na --
SCAS_MESMA|sco|na -
SCXB_CENNOIsco|na -
SIX6_BUTOC]|sco|na
SIXI_ORTSC]|sco|na
SIX2_BUTSI|sco|na
SIX3_BUTSI|sco|na
SIX4_BUTSI|sco|na
SCX2_BUTEU|sco|na --
SCL3_LEIQH|1FH3|sco|na -
SCL7_LEIQH|sco|na -
SCXE_BUTOC]|sco|na -
SCX3_BUTOM]|sco|na -
SCX3_ORTSC]|sco|na
SCX3_ANDAM]|sco|na -
KURT_PARTR|1T1T|sco|nalca -
KURT2_PARGR|scolna|ca -
KURT1_PARGR|scolna|ca -

8C_N3.7.3

SCX1_TITBA|sco|na
SCX5_TITBA|sco|na
SCXV_TITSE|sco|na
SCA49A_TITCA|sco|na -
SCX1_TITZU|sco|na -
SC49B_TITCA|sco|na
SCX2_TITPA|sco|na

GLPAER- EVDYE- TDTCG-- 61
GLPAER- EWDYE- TDTCG-- 61
GLPADR- EWDYE- TDTCG-- 61
GLPADR- EVDYE- TDTCG-- 61
GLPADR- EVDYE- TNTCG-- 61
GLPAER- EVDYE- TNTCG-- 61
GLPAER- EWDYE- TNTCG-- 61
GLPADR- EWDYE- TNTCG-- 61
GLPADR- EVKYE- TNTCG-- 61
GAPK- SELWA'E- TNKCN&M66
GAPK- SELWA’A- TNKCNGL 66
Q@RK- SELWNYN TNKCN&L 66
VFEDNVKVW YE- TNTG--- 63
GLPE- DKKWWE- TNKCGR-- 62
GLPD- NKMWYE- TNTCG-- 61
GLPN- AKRAKYE- TKTCK--- 61
GLPN- SKRAWTSS- KNKCN-- 61
GLPA- AKKWLYAATNTCG-- 62
NKGANS- | KSE- TNTG--- 62
NALPDNVGIV EG- EKCHS- 67

DGYl RGG DGKVSCVI NH/FCDNE
DGY RGG DGKVSCVI NHVFCDNE
DGY RGG DGKVSCVI NHVFCDNE
DGY RGG DGKVSCVI NH/RCDNE
DGY RGG DGKVSCVI NH/RCDNE
DGY RGG DGKVSCVI NH/RCDNE
DGY RGG DGKVSCVI NHVFCDNE
DGY RGG DGKVSCVI NHVFCDNE
DGY RGG DGKVSCVI DHVHRCDNE
DNGY.LNKYTGEKIWCVI NNESCN &
DNGY.LNKATGGKVVECVI NNASCN &
DNGY.LDKYTGKVWVI NNESCN &
ARDGYPVDE KGEKLSCLI NDKWENS?
DG YPKQK- NGEYDCII NNKWENG
DG YPKQK- DGKYSCT NHKFCNS
DGY KKS- KGKVSCVI NNVYCNS
DGYIL NS KGEKVSCVVSIV YCENS
DGY KGN KGKVSCVI NNVFCNS
ADGYWKGK- SGXKI SCFLDNDLCNAD
VRDGYA QP- ENCVYHGPGSSGOTL

AAGGSYGY ONGWCELA---
AAGGSYGYCOWAWBLA---
AAGGSYGYCOWAWBLA---
AAGGSYGY ONGWCELA---
AAGGSYGY ONGWCELA---
AAGGSYGYCOWAGLA---
AAGGSYGBYONGNGLA---
AAGGSYGYCOWAWBLA---
AAGGSYGY ONGWCELA---
LRRGNYGYCY-WKLA--- C
LRRGNYGYCY-WKLA--- C
| RGGYYGYCYWKLA--- CF
HSRGXKYG YCYTGGA--- C

YYGELNSACIP DKSG¥-
EKGGTSGHCG-KVGHGA

VRDGYIA KP- ENCAHHGPGSSGOTLEKENGGTGGHCG-KVGHG A NALPDKVGIV DG- VKCH-- 66
VRDGYA QP- HNAAYHAKI SSGIMTLEKENGATSGH CGHKSGHG 3¢ DLPDKVGIV HG- EKCHR-- 67
GRDGYA QP- ENCVYHGFPGSSGOTLEKEKGATSGH CGFLPGSE/, LPNKVPIVVGG- EKCH-- 66
GVRDGYIA QP- HNO/YHGPGSGGDTLEKENGATQGSSEIL GRGTA- DLPDRVGVIV DG-- EKCH-- 67

RENGATSK- CSFLAGSGA
GLKADSG YONMGWILS--- €
GLKADSG YONGWTLS--- €
GLKADSG YONGWTLS--- €

* *

ARDGYIA QP- NNG/YHAPL SPGEDKL

Kl DGYPVDY- WNCKR CWYNNKY/CNDL

Kl DGYPVDY- WNCKR CWYNNKY/CNDL

Kl DGYPVDN- WNCKR CWYNNKY/CYDL
* X

* *

ALPDNVPIKIl G- QKCT--- 66
QGPDNARI KRSG-- RCRA-- 63
QGPDNARI KRSG-- RCRA-- 63
GLPDNARI KRGG-- RCN-- 62

YGPD-- NEPTKTNGKC----- 62
YGPD-- KEPTKTNGRCKP--- 64
YGPEHIL KEPTKTSGRC---- 64

KKDG YPVEADNCAFVCFG YDNAY/CDKLE@K- KADSGYC YW\ -- LC
KKDG YPVEGDNCAFVCFG YDNAY/CDKL BKDK- KADSGYGC YW\ -- LC
KKDG YPVEGDNCAFACFG YDNAY/CDKL EGKDK- KADDGYC V- P-- DC

KDGYLVGNDGKYNA. TRPGHY@NEESRV- KKDGYCYWWM--  ACYICY $M1DW VKTWERSTNRCGR--- 64
KDGYLVGNDGKY SGFTRPGTYMANEESRV- KEGKDGYCYWWM--  ACYICY 3MIMW VKTWDRATNRCGR--- 64
KKEGYLVGNDGKYGQ TRPHQYMHELELK- KGTDGYARAYWL:---  ACYCYWMDW VKTWSESATNKCK---- 64
KKEGYLVGNDGKY SGFTRPAQYG/HECEL R- KGTDGYCWYWLE---  ACYICYWMDH- VRTWSRATNRCGS-- 65
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EV- G&KDGYCWWL--- SC
3 K- KGSSGYCAWP--- AC
| K- KGSSGYECAWP--- AC
TLK- KGSSGYCAWP--- AC
G¥- KGSSGYCAWP--- AC
THLKASSGYECAWP--- AC
THLKASSGYCAWP--- AC
THLKASSGYCAWP--- AC
THLKASSGYECAWP--- AC
TLK- KGSSGYCAWP--- AC
TLK- KGSSGYCAWP--- AC
LQ KASSGYCAWP--- AC
LK- KASSGYCAWP--- AC
LK- KASSGYCAWP--- AC

YINDS- VEIWDSKNNKC G<--- 65
Y GPNW VKVWDRATNKC----- 61
Y GPNW VKVWDRATNKC----- 61
Y GPNW VKVVIDRATNKC----- 62
Y GPNW VKVVEERATNRC----- 61
Y®PSN- | KVWDYATNKC----- 62
Y&PSN | KVWDYATNKC----- 62
Y&PDH- | KVWDYATNKC----- 62
Y&PDH- | KVWDYATNKC----- 62
YGEPDS- VKIWTSETNKC----- 62
YGPES- VKIWTSETNKC----- 62
YGPDS- ASVWDSATNKC----- 62
YGPDS- ASVWDSATNKC----- 62
YGEPDS- VPVYDNASNKCB---- 63

SC48A_TITCA|sco|na NKDG YLMEGDGEGKMG A TRKAS YiEV
SCX7_TITSE|INPI|scojna - KEGYLMDHEGGKL SCFI RPSGYC
SCX7_TITBA|scolna - KEGYLMDHEGGKLSCFI RPSGYCG
SCX7_TITST|sco|na GKEGYLMDHEGGKL SCFI RPSGYC®
SCX7_TITCO|sco|na - KEG YAMDHEGEKL SCFI RPSGYC®
SCX2_TITBA|sco|na - KEG YAMDHEGGKFSCFPRPAGFCDG
SCXJ_TITBA|sco|na - KEG YAMDHEGGKFSCFI RPSGFEDG
SCX2_TITSE|sco|na - KEG YAMDHEGGKFSCFI RPAGFEDG
SCX2_TITST|sco|na - KEG YAMDHEGGKFSCFI RPAGFEDG
NTXP_TITSE|sco GREG YPADSKGEKI TCFLTAAGYCN
TTX6_TITSE|sco GREG YPADSKGEKI TCFLTAAGYCN
SCX38_TITCO|sco GKEG YPADSKGGKVTCFLTAAGYCN
SCX4_TITFA|sco|na GKEG YPADSKGGKVTCFFTGVG YT
SCXI_TITBA|sco|na GKEG YPVDSRGGKVTCFFTGAG YADK

ARDI_TITDI|sco|na - KNGYI EPKGOKYSO-WGSSMENR FK- KGSSGYCAWP--- Al YG.PDN- VKIF DYYNNKC----- 61

SCX9 BUTEU|sco|na ARDAYIA KPHNG/YECYNPKGSYCIBLETEN- GAESGYCQ. GKY GM | QLPDN--- VPIRIP GKCH--- 66

SCXKI_MESMA|sco|na DSLSPWNEGDTCDYGCRQTDE-CNKI BKLH- LASSGSCQRAPF\KLCTEQGDYDNS-FFGALEKQMPKLRE 73
* * . * * % * . . |

8C_N3.8.3
SCX5C_CENLL|scolna KEGYLVNKSTGEKY GEWIGKNENEDVEBKAKNQGGSYGY CFAEWBEGLPDSTPTYPLPNKSE S - 66
SCX5X_CENLL|sco|na KEGYLVNKSTGEKY GEWIGKNENCDVEGKAKNQGGSYGY CFSEWEEGLPDSTPTYPLPNKSCS- 66
SCX5B_CENLL|sco|na KEGYLVNKSTGEKY GEWIGKNENCDKEGKAKNQGGSYGY CFSEWEEGLPDSTPTYPLPNKSCS- 66
SCXR_CENLL|sco|na KEGYLVNKSTGEKY GEWIGKNENCDKEGKAKNQGGSYGY CFSCWEEGLPESTPTYPLPNKSCS- 66
SCX4_CENEX|sco|na KEGYLVNKSTGEKYECFWIGKNEFCDKEGKAKNQGGSYGY CFACWEEGLPES TS TYPLPNKSG--- 65
SCX1_CENSC|1VNB|sco|na KEGYLVKKSDGEKYDCFWIGKNEHEDTEGKAKNQGGSYGY BFACWEEGL PESTPTYPLPNKSG--- 65
SCX2_CENSC|1JZA|sco|na KEGYLVNKSTGEKY GQ KL GENEGEDKEGKAKNQGGSYGY BFACWEEGL PESTPTYPLPNKSCS- 66
SCX3_CENSC|2SN3|sco|na KEGYLVNKSTGEKY GQ KL GENEGEDKEGKAKNQGGSYGY BFACWEEG. PESTPTYPLPNKSG--- 65
SCX3_CENSU|sco|na KEGYLVNKSTGEKYGQ LL GKNEGEDKEGKAKNQGGSYGY BFGONEEGPESTPTYPLPNKSCS- 66
SCX5_CENNO|sco|na KEGYLVNKSTGEKY GQ LL GKNEGEDKEGKAKNQGGSYGY BFGONEEGLPESTPTYPLPNKSCS- 66
SCXX_CENNOJsco|na KEGYLVNKSTGEKY GEWIGKNEGIDKEGKAKNQGGSYGY BFGONBEGLPESTPTYPLPNKTC SKK 68
SCX1_CENEX|sco|na KEGYLVSKSTGEKYECFWIGKNEGEDKEGKAPNQGGGYGYBRAACWEENLPESTPTYPIP GKSG-- 65
SCX2_CENEX|sco|na KEGYLVSKSTGEKYECFWIGKNEGEDKEGKAPNQGGGYGYBAACWEENLPESTPTYPIP GKSG-- 65
SCX4_CENSC]|sco|na KEGYW\NKSTGCSY SEKTGESVYEDKEEKAKNQGG S YRE QY SNOEEGLPESTPTWPIDDKPCD-- 66
SCX8_CENSC]|sco|na EKGYLVHEDT GERYKC TFSGENS YADKEGKS-- QG®SA CQHKACYEQGPEDTKTWPLIGKLC-- 63
SCX2_CENNO|1CN2|scolna KEGYLVDKNTGEYECL KL GDNDY(CL REGKQQY BGAGG Y CXFACWE TH. YEQAIVWPLANKRE S~ 66
SCX2_CENSU|sco|na KEGYLVSKSTGEKYECL KL GDNDYEL REGKQQY BSSGGYCXFACVE TH. YEQAVVWPLRKTCN- 66
SCX4_CENSU|sco|na KEGYLVNSY TGEFECFKL GDNDY(EL REERQQY BGSGGY CAFGONE TH. YEQAVVWPLRKTCN- 66
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SCX6_CENSU|sco|na
SCXM_CENSC|sco|na
SCX4_CENNO|Jsco|na
SC2B_CENLL|sco|nalca
SCX1_CENIll|sco|na
SCX2_CENLL|sco|na
SCX1_CENLL|scolna
SCX1_CENLI|scolna
SCX3_CENNO|Isco|na
SCE3_CENSC]|sco|na
SCX4_CENLL|sco|na
SCX3_CENLL|sco|na
SCX11_CENEX|sco|na
SCX7_CENLL|sco|na
SCX6_CENLL|sco|na
SCX10_CENEX]sco|na
SCX9_CENEX|sco|na
SCX1_CENNO|sco|na
SCXY_CENNO]Isco|na
SCXI_CENSC|2B3C|sco|na
SCXX_CENSC]|sco|na
SCX2_CENGR|sco|na
SCX12_CENEX|sco|na
SCX9_CENSC]|sco|na
SCX9 _CENLL|sco|na

KEGYLVNSYTGBFECFKL GDNDYICKRE
KEGYLVNSYTGEYECLKLGDNDYCL RE]
KEGYLVNSYTGEKYECFKL GDNDYCL RE|
KEGYLVNHSTGEYEC YKL GDNDY|CL RE
KEGYLVNHSTGEYEC YKL GDNDY|CL RE
KEGYLVNHSTGEYECFKLGDNDY|CL RE
KEGYV NLSTGKYEC YKL GDNDYCL RE|
KEGYLVNHSTGEKYECFKLCGDNDY/CLRECRQQY BGAGGYCRFG
KEGYLVELGTGG®YECFKL CDNDY/CL RECKARY GKGAGGYCRFG
KEGYV NYHTGEYECFKL CDNDY/CL RECKLRHGXGSGGY CAFG
KEGYV NYHDGKYEC YKL CDNDY|CL RECKL RY GKGAGGYCRFG
KEGYV NYYDGOKYACL KLGENDY/CL ARY YKSAGGYCKF
KEGYPWNI YTGIKYSCONLIGENEYCA ECK- El GAGYG YCHEG
KEGYLVNTYTGEYI CVKLGENKYQl DEEK- El GAGYG YCYGGC
KEGYLVNVKTGKY GCELCDNGYDRKEKAESGN YG YCYTVG
KDGYLVEV- TGKKSCYKL GENKFCNREBKMKHRGGSYGYGRFGC
KDGYPVEV- TGIKKSCYKLGENKFC MKHRGGSYGYHGC
KDGYLVDA- KGGKKNCYKLGKNDYC HRGGSYGYCYH&C
KDGYLVDV- KGEKKNC YKL GENDYCNREGKMKHRGGSYGYCY&C
KDGYLVEK- TGGKKTC YKL GENDFCNRE H GGSYGYCYW&C
KEGYLVDV- KGEZKKNGAKL GDNDYICNRE H GGSYGYCYW&C
KDGYLVNKSTGIKYSA ENI NDSHCNEESI SSI RKGSYGYCKFYC
NDG YLFDKRKRETLECI DKTGDKNCDRNEKKE-- GGHFCKCSY SA
EDGYLFDKRKRETLECI DKTGDKNCDRNEKNE-- GGHFCKCSYFA
EDGYLFDKRKRETLACI DKTGDKN KKE-- GGFGHCSY3!

*% * * & -

KQQYBSSGGYCAFG
RQOQY®- SGGYCKF
KQQYBGAGGYCKFG
KQQYBGAGGYCKFG
KQQYBGAGGYCKFG
KQQYBGAGGYCKFG

TH.YEQAVVWPLRKTCN- 66
TH.YEQAVVWPLRKTCN- 65
TH.YEQAVVWPKNKTCN- 66
TH.YEQAVVWPLRKTCN- 66
TH.YEQAVVWPLRKTCN- 66
NH.YEQAVVWPLRKTCN- 66
TH.YEQAVVWPLRKTCT-- 66
TH.YEQAVVWPLRKTCS- 66
TQ YEQAVVWPKNKTCR-- 66
TH.YEQAVVWPLRKKCN- 66
TH.YEQAVVWPLRKRCN- 66
TH.YEQAVVWPLRKTCY-- 66
QFPENKPSYPYPEKSG-- 63
GFPENKPTWPLRKTC-- 63
GLPNSKPTWPLRKSCS- 64
GLAESTPTWPLRKSG-- 64
GLAESTPTWPLRKSG-- 64
GLSDSTPTWPLRKTCS- 65
GLSDSTPTWPLRKRCG- 65
GLPDSTQTWPLRKTC-- 64
GLPDSTQTWPLRKTC-- 64
GMFDSTQVYPIP GKTCSTE 68
GLPG TPI SRTPGKTC-- 63
GLPG TPI SRTPGKTCKI - 65
GLPGSTPI SRTPGKTC-- 63

* &

187




APENDICE 4: Grupos estruturais para SiliMod - arvores NJ

KAX42 TITSE 1TSK sco k

~r

sco k

—— KGX21 BUTEU 1J5) sco k
L KGX22 MESMA sco k
KAX15 MESMA 1BIG sco k

$ol )

—rm-ﬂ TITSE 1HPZ sco k
KAX45 TITCO sco k

_:KAI‘J TITDI sco k

KAX44 TITCA sco k

KAX32 LEIQH 1AGT sco k

KAX34 LEIQH sco k
] KAX38 BUTSI sco k
KAX3? ORTSC 15CO sco k

KAX36 MESMA 1BKT sco k
_Ilms BUTOC sco k
[ KA101 CENNO 1PJV sco k
_I L X4702 CENNO sco k
KA191 MESMA 1Q2K sco k
[ KAT81 TITCA 2JP6 sco k

| L KA182 TITD! sco k
L KA183 TITDI sco

Figura i. Arvore de Neighbor-Joining das sequéncias de toxinas aracnidicas membros

do grupo de motivo cisteina 6C_Nx.3.x.4.1 (calculado por ClustalW), e resultado do
sub-clustering do grupo estrutural.
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Figure ii. Arvore de Neighbor-Joining das sequéncias de toxinas aracnidicas
membros do grupo de motivo cisteina Kozclass1.1.0.2.
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SCXA BUTOM sco na
’ [—me na
SC12 MESMA 1.0MY sco na.
SCX3 LEIQU 1LQQ sco na

_L SCXA LEIQH 2ASC sco na

SCXC BUTOM sco na
_I:sm BUTOC sco na
SCXB ANDAU sco na
4[|—-ﬂ’t3’(9 MESMA 1DJT sco na

[TY—scrs MEsMa sco na
,—ﬂ SCX2 MESMA sco na
L SchMz MESMA 1CHZ sco na

| f . SCX7 MESMA 1KY0 sco na.
l -SC10 MESMA scolna
SCX4 MESMA 1SN4 sco na
SC13 MESMA sco na
SCX9 MESMA sco na
SCXB MESMA sco na
SCX3 MESMA sco na
SCXA MESMA sco na k
- SCX8 MESMA 1SNB sco na.

, _  METX2 MESHA sco
- MKTX3 MESMA sco

SCX1 BUTOC sco na
_:scx-c BUTOM sco na
ISCXZ BUTOC sco na
SCX1 BUTOM sco na

SCX1 MESTA 247T sco na
SCX1 ORTSC scolna

. SCXE BUTEU sco na

- SCIIEMESMAl scalna)

[SE75 MESMA scoina

MESMA scanal

SCX2 ANDAM sco na

SCX8R ANDMA sco na
SCX4 LEIQH sco na
_[ESCXJ LEIQU sco na
SCX28 BUTSI sco na
—{( —————— SCX1 0DODO sco na

L SCIT BUTJU sco na

Figure iii. Arvore de Neighbor-Joining das sequéncias de toxinas aracnidicas
membros do grupo de motivo cisteina 8C_N3.5.3.
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Abstract

Background: Most methods available to predict protein epitopes are sequence based. There is a
need for methods using 3D information for prediction of discontinuous epitopes and derived
immunogenic peptides.

Results: PEPOP uses the 3D coordinates of a protein both to predict clusters of surface accessible
segments that might correspond to epitopes and to design peptides to be used to raise antibodies
that target the cognate antigen at specific sites. To verify the ability of PEPOP to identify epitopes,
I3 crystallographically defined epitopes were compared with PEPOP clusters: specificity ranged
from 0.75 to 1.00, sensitivity from 0.33 to 1.00, and the positive predictive value from 0.19 to 0.89.
Comparison of these results with those obtained with two other prediction algorithms showed
comparable specificity and slightly better sensitivity and PPV. To prove the capacity of PEPOP to
predict immunogenic peptides that induce protein cross-reactive antibodies, several peptides were
designed from the 3D structure of model antigens (IA-2, TPO, and IL8) and chemically synthesized.
The reactivity of the resulting anti-peptides antibodies with the cognate antigens was measured. In
80% of the cases (four out of five peptides), the flanking protein sequence process (sequence-
based) of PEPOP successfully proposed peptides that elicited antibodies cross-reacting with the
parent proteins. Polyclonal antibodies raised against peptides designed from amino acids which are
spatially close in the protein, but separated in the sequence, could also be obtained, although they
were much less reactive. The capacity of PEPOP to design immunogenic peptides that induce
antibodies suitable for a sandwich capture assay was also demonstrated.

Conclusion: PEPOP has the potential to guide experimentalists that want to localize an epitope
or design immunogenic peptides for raising antibodies which target proteins at specific sites. More
successful predictions of immunogenic peptides were obtained when a peptide was continuous as
compared with peptides corresponding to discontinuous epitopes. PEPOP is available for use at
http://diagtools.sysdiag.cnrs.fr/PEPOP/.
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Background

In antibody-antigen (Ab-Ag) interactions, the paratope of
the Ab binds to the epitope of the Ag. The identification of
epitopes is an important step for understanding molecu-
lar recognition rules and is also helpful for diagnosis of
diseases and for drug and vaccine design. The ultimate
method to precisely define an epitope is to solve the 3D
structure of the Ab-Ag complex either by X-ray crystallog-
raphy or NMR [1]. These techniques are, however,
demanding and generally time-consuming. Faster epitope
identification methods have been described such as site-
directed mutagenesis of the Ag [2,3]. Another popular
approach to map an epitope is parallel peptide synthesis
[4,5], based on the synthesis of overlapping peptides cov-
ering the entire Ag sequence. In this case, mainly continu-
ous (sequential or linear) epitopes can be identified.
Screening chemical or biological combinatorial libraries
[6] for Ab binders allows selection of peptides also called
mimotopes [7], mimicking more or less faithfully the
epitope. Bioinformatics tools have been developed to
help experimentalists in localizing the epitope by the
sequence analysis of the selected mimotopes [8,9].

Synthetic peptides are commonly used as immunogens to
raise anti-peptide Abs that may cross-react with proteins
[10], thus allowing their detection and quantification.
These peptides are generally designed by using methods
that attempt to predict antigenic determinants of a pro-
tein. Numerous algorithms have been developed over the
past 25 years. They are based on different theoretical phys-
icochemical characteristics of the target protein such as
hydrophilicity, flexibility, accessibility, and secondary
structure, especially turns [11]. Other methods are combi-
nations of the latter approaches [12], the most recent [13]
being an extension and combination of the methods of
Parker et al. [14] and Jameson and Wolf [15]. Likewise,
Welling et al. [16] developed an antigenicity scale, with
the aim of predicting antigenic regions and synthesizing
the corresponding antigenic peptides to elicit Abs reactive
with the intact protein. All these algorithms have led to
the development of several softwares or web interfaces
that make the use of such methods very easy. It is, how-
ever, difficult to assess the efficacy of all predictive meth-
ods. A comparative study published some years ago
[11,17] indicated that the most accurate predictive
method at that time is based on the prediction of turns.
This method was implemented in BEPITOPE [18]. A more
recent and more exhaustive comparative study [19] con-
cluded that the methods based on sequence analysis do
not predict epitopes better than chance.

All these methods predict antigenic determinants from
the protein sequence alone, neglecting 3D structure infor-
mation. This is surprising because the 3D structure of an
increasing number of proteins has been solved by X-ray

http://www.biomedcentral.com/1471-2105/9/71

crystallography or NMR, and predictive modeling meth-
ods are available that show increasing accuracy [20].
Recently, however, a few recent studies [21-24] propose
bioinformatics tools based on 3D information to predict
epitopes.

In this article, we describe PEPOP, an algorithm that
makes use of the 3D information of a protein to predict
peptides which could serve as immunogens to raise site-
specific anti-protein Abs. Clusters of surface accessible
segments of the protein are first identified by PEPOP, and
this information is further used to design the peptides. We
analyzed how PEPOP clusters corresponded to structur-
ally defined epitopes (dataset of 13 epitopes on 8 anti-
gens) and how Abs raised against peptides designed by
PEPOP reacted with the parent protein.

Results

Clustering of exposed segments of the Ag

A- PEPOP features and outputs for clustering

We developed the PEPOP algorithm as a new method
intended to identify peptide sequences that, when
injected into animals, induce the production of Abs that
should recognize specific areas of a protein. From the 3D
structure of a protein, PEPOP first identifies segments
composed of accessible and sequence contiguous amino
acids. Then, these segments are clustered according to
their spatial distances (Figure 1A). Clusters and their seg-
ments are then further used to design immunogenic pep-
tides. The PEPOP interface was designed so as to provide
both detailed information (atomic coordinates, distance
matrix, etc.) and modifiable views of the cluster(s) in the
3D context of the protein (Figure 1B).

B- Experimental evaluation of PEPOP capacity to predict antigenic
epitopes

Since there is a documented relationship between surface
accessibility and antigenicity [25,26], we first evaluated
the correspondence between the surface clusters identified
by the PEPOP algorithm on given proteins and their
known epitopes. To this end, 13 Ab-Ag complexes for
which the amino acids composing the discontinuous
epitope have been identified precisely were studied
(selected from the literature and from the PDB [27]). A
detailed analysis was first carried out on hen egg lysozyme
(HEL) because several structurally, well-defined epitopes
have been identified (Table 1) by X-ray crystallography
(resolutions from 1.5 to 3.22 A). The PEPOP algorithm
was run on the 3D structure of HEL [PDB: 1SFG|. PEPOP
identified 23 segments of accessible residues which were
automatically grouped into four clusters on the surface of
HEL (Table 1). Cluster 1 contains antigenic residues
belonging to three epitopes (D11.15, HyHEL-10, and
HyHEL-63). Cluster 2 exactly matches the D1.3 epitope
and 9 of 10 residues of the D11.15 epitope; it also predicts
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ire of the antigen

Solvent-accessible surface areas

3D display

uster visualization

de design

Clustering

PEPOP
3D display

HEENANN|EERED|c

(1) In pa

Figure |

PEPOP. (A) Description of PEPOP. Step |: The solvent accessible surface area is calculated from the 3D structure of a pro-
tein. Step 2: Segments of accessible and contiguous amino acids are listed, and the shortest Euclidian distance matrix between
segments is calculated. Step 3: The segments are clustered according to the matrix (clusters can be displayed on the 3D struc-
ture of the Ag). Step 4: Peptides are designed according to the clustering analyses. (B) The PEPOP interface. Segments and
clusters can interactively be displayed on a 3D view of the Ag.
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Table I: Distribution of the residues of the HEL epitopes in the clusters identified by PEPOP

PEPOP PEPOP Position mAb!
cluster segment ([PDB:1SEG]
chain A)
DI.3 DIl.15 D44.1 HyHEL-5 HyHEL-10 HyHEL-63
Cluster|  Segment!7 93-94 1/10 (103) 7116 (93,96,  7/23 (93, 96,
97,100, 101, 97,100, 101,
102, 103) 102, 103)
Segment|8 96-97
Segment|9 100-103
Cluster2  Segment2 10-16 10/10(13,14,19, 9/10 (21,23, 106, 5/16 (15,16,  8/23 (13, 14,
21,22,24, 117, 112, 113, 116, 19, 20, 21) 15,16, 18, 19,
119, 121, 125) 117,118, 119) 20, 21)
Segment20 106—-109
Segment2| I1-114
Segment22 1é6-119
Segment23 121-129
Segment3 18-24
Segment4 27-28
Cluster3  Segmentl0 56-57 LI/11 (41, 45, 13/14 (41,43, 4/16(63,73, 6/23 (62, 63,
46,47,49,53,67, 44, 45, 46, 47, 75, 89) 73,75,77,89)
68, 70, 81, 84) (63, 73,75, 48,
49, 89) 53, 67,
68, 70, 84)
Segmentl | 59
Segment|2 61-63
Segment| 3 65-68
Segment|4 70-79
Segment|5 81-82
Segmentl 6 84-90
Segment8 41-49
Segment9 53
Cluster4  Segmentl 1-8
Segment5 33-35
Segment6 37
Segment7 39
amino acids not accessible 1/14 (69) 2/23 (98, 99)

I Ratio of the number of amino acids in the epitope included in the cluster to the total number of amino acids in the epitope. The epitopes were defined
as in the original publication (D 1.3 [54], D11.15 [55], D44.1 [56], HyHEL-5 [57], HyHEL-10 [58], HyHEL-63 [59]). Positions of the amino acids in the
epitope included in the cluster are indicated in parentheses. The ratios are in bold for the major clusters.

some of the antigenic residues of the HyHEL-10 and
HyHEL-63 epitopes. Cluster 3 perfectly matches the
D44.1 epitope and almost perfectly the HyHEL-5 epitope
(13 of 14 residues); it also predicts part of the HyHEL-10
and HyHEL-63 epitopes. Cluster 4 does not correspond to
any X-ray described epitope of the lysozyme.

Next, seven additional Ab-Ag complexes were analyzed to
extend these observations to a database of 13 crystallo-
graphic epitopes (Table 2). PEPOP analyses were per-
formed on the 3D structures of the Ag alone, i.e., not
complexed with the mAb specific for the epitope studied
because this is the most frequently encountered case. The
distribution of the amino acids in the epitope among the
clusters identified by PEPOP was analyzed, and the
number of the amino acids in the epitope in the major
cluster (cluster containing the greatest number of amino
acids of the epitope) was calculated. The results show that
the experimentally identified amino acids in the epitope

belong to a single cluster for the D1.3, D44.1, and HyHEL-
5 epitopes in HEL and the 5G9 epitope in tissue factor, to
two clusters for the D11.15 epitope in HEL and the Jel42
epitope in the histidine-containing phosphocarrier pro-
tein HPr or to three clusters for the complexes BH151 -
hemagglutinin, Bo2C11 - C2 domain of FVIII, NC41 -
neuraminidase, F9.13.7 - guinea fowl lysozyme (GEL),
HyHEL-10 - HEL, HyHEL-63 - HEL, and N10 - staphylo-
coccal nuclease (SN). For example, all the amino acids of
the epitope on HEL recognized by mAb D44.1 are
included in a single cluster identified by PEPOP (Figure
2A), and 13 amino acids out of 16 of the epitope on HPr
recognized by mAb Jel42 are included in the major cluster
(Figure 2B). Table 2 shows that the specificity of the
method ranged from 0.75 to 1.00 (median value 0.87)
and the sensitivity varied within a broader range (0.33 to
1.00; median value: 0.63). The positive predictive value
(PPV) varied from 0.19 to 0.89 (mean value 0.43; median
value 0.33). The same database of 13 crystallographically
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Table 2: Evaluation and comparison of the performances of PEPOP

http://www.biomedcentral.com/1471-2105/9/71

Ab — Ag complex! PDB Epitope PEPOP CEP DiscoTope
(number of
amino acids)
Number of clusters Number of Sp Se PPV Sp Se PPV Sp Se PPV
containing epitopic predicted residues
residues/total of the epitope
number of clusters
D1.3 — hen egg lysozyme ISFG_A 10 1/4 10 077 100 027 076 1.00 026 080 040 0.14
54
D44.1 — hen egg 1T6éV_M I 1/5 I 08l 100 033 078 091 028 086 055 027
lysozyme [56]
HyHEL-5 — hen egg 1IVDP_B 14 1/5 13 083 093 041 088 000 000 078 0.00 0.00
lysozyme [57]
Jel42 — HPr [60] IPOH 16 2/8 13 093 081 072 090 075 063 097 0.06 033
DI1.15 — hen egg IHEL 10 2/5 095 080 057 09 010 008 082 030 0.13
lysozyme [55]
5G9 —tissue factor [61]  IWV7 T 18 13 14 075 078 025 084 028 0.5 084 0.17 0.10
BHI5| — hemagglutinin ~ SHMG C 19 377 12 083 063 019 097 032 040 075 O.I1 003
[62]
Bo2Cl 1 —FVIIl C2 ID7P_ M 15 3/5 8 092 053 042 094 047 044 083 053 025
domain [63]
NC4I — neuraminidase ~ INMC N 22 3/4 11 090 050 023 099 059 081 085 0.64 020
[64
F9.13.7 — guinea fowl IHHL 10 3/5 5 098 050 071 092 050 033 083 040 0.17
lysozyme [65]
HyHEL-10 — hen egg 1UCO_A 16 3/5 8 099 050 089 096 056 064 087 044 032
lysozyme [58]
HyHEL-63 — hen egg IVEB_C 23 3/4 9 082 039 032 073 030 0.9 087 039 039
lysozyme [59]
N10 — staphylococcal IEYO A 18 3/6 6 087 033 029 088 006 007 066 033 0.13
nuclease [66]
Average 0.87 067 0.43 088 045 033 083 033 0.19
Median 0.87 0.63 033 090 0.47 0.28 0.83 0.39 0.17

! The corresponding reference is given in parentheses
nd: not determined (no results returned from the server)

Sp: specificity; Se: sensibility; PPV: positive predictive value (see Materials and methods)

defined epitopes was used with two freely available web
tools that also make use of the 3D information of the pro-
tein to predict epitopes (DiscoTope [23,28] and CEP
[24,29]). The results in Table 2 show that both methods
have similar specificity (median value for DiscoTope:
0.83; median value for CEP: 0.90). Their sensitivities,
however, are slightly lower than that of PEPOP (median
value for DiscoTope: 0.39; median value for CEP: 0.47)
and the PPV are again lower than that found for PEPOP
predictions (median value for DiscoTope: 0.17; median
value for CEP: 0.28) (Table 2). Thus, performances of
PEPOP compare well with similar, but not identical, algo-
rithms.

Design of peptides from clusters

A- PEPOP features and outputs for the design of immunogenic
peptides

Based on PEPOP prediction of clusters of surface accessi-
ble segments, the design of peptides suitable for raising
Abs potentially cross-reactive with the target protein can
be achieved by different methods. To build in silico a can-
didate peptide, a segment, called a "reference segment", is
first chosen, and its sequence is extended with a "method

of extension" in a specified "area of extension" on the pro-
tein to yield the designed peptide. Each of the reference
segments, the method, and the area of extension can be
selected among several possibilities. Figure 3 illustrates
the method of adding the nearest neighbor (NN) seg-
ments to the reference segment to obtain a suitable pep-
tide. Peptides #5 and #6 in Table 3 were constructed from
the longest segment to which the nearest neighbor seg-
ments were added, according to two different methods
(respectively, NN and NNd, for segments synthesized
using D-amino acids). The software was developed in
such a way that, at each of the three steps of the design of
a given peptide, the user can choose the parameter (for
example, inclusion or not of a part of the protein in the
peptide) or let the algorithm automatically do it. By
default, the reference segment is the longest segment, the
method of extension is the addition of the protein
sequence and in this case it is not necessary to select an
area of extension. The peptide is therefore extended until
the default minimal length of 20 amino acids is reached.
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Figure 2

Comparison of known epitopes with the predicted
major cluster. Amino acids in the epitope and in the major
cluster are in green; those outside of the major cluster are in
red; those non-accessible are in yellow; amino acids in the
major cluster but not in the epitope are in blue. (A) Epitope
on HEL recognized by mAb D44.1 (B) Epitope on HPr rec-
ognized by mAb Jel42.

B- Experimental evaluation of the immunogenicity of designed
peptides

To prove the capacity of PEPOP to successfully predict
peptides that are able to induce Abs able to recognize the
cognate protein, several peptides were designed from the
3D structure of three model Ags and chemically synthe-
sized, then rabbits were immunized with these peptides
(conjugated to a carrier protein), and the reactivity of the
resulting Abs with the cognate Ags was measured. From
the 3D structures of the PTP domain of IA-2, the MPO-like
domain of TPO, and IL8, PEPOP was run to predict clus-
ters of surface accessible residues and to design peptides
from them. Several of the possible methods to construct
peptides in silico were used although not all could be
tested on the three Ags, thus precluding a strict compari-
son of methods. Nevertheless, five peptides (peptides

http://www.biomedcentral.com/1471-2105/9/71

#4-8) were designed from the IA-2 model, four from the
TPO model (peptides #13-16), and two from the 3D
structure of IL8 (peptides #17 and #18). All but three of
the peptides predicted by PEPOP have the longest identi-
fied segment as reference segment. The other three pep-
tides started from the top-ranked segment either of the
top-ranked cluster (peptide #15) or of a user-selected clus-
ter (peptide #8 and #18). To predict the peptides, the sim-
plest method |[the flanking protein sequence (FPS)
process| was first tested (peptides #4, #8, #13, #17, and
#18 in Table 3). Then, the ability of the software to predict
immunogenic peptides corresponding to a discontinuous
epitope of the protein was experimented with the use of
the NN method to design peptides #5, #6, #14 and #15.
The design process is illustrated in Figure 3. Some other
peptides were designed "manually”, i.e., by using user-
defined information (peptides #7 and #16 in Table 3). To
evaluate the method, seven peptides (peptides #1, #2, #3,
#9, #10, #11, and #12) were predicted from the amino
acid sequence of TPO and IA-2 by using the standard algo-
rithm BEPITOPE [11]. This method predicts peptides
from the protein sequence, the corresponding epitopes
thus being continuous.

Synthetic peptides were prepared according to the
designed sequences, then coupled to KLH and used to
immunize rabbits. To satisfy the predictive goal, anti-pep-
tide polyclonal Abs must recognize the predicted peptide
and cross-react with the cognate protein. Table 3 presents
the reactivity with the cognate Ag of the Abs obtained by
immunization with the different peptides (all Abs reacted
strongly with the cognate peptide; results not shown). The
best results (highest ELISA reactivity with the Ag) were
obtained with peptides designed by the FPS method since
four out of five such peptides led to the production of Abs
that reacted strongly with the protein Ag (peptides #4 and
#8 with IA-2, peptide #13 with TPO, and peptide #18 with
IL8). Only peptide #17 failed to recognize the IL8 Ag. Pep-
tides designed by the FPS method of PEPOP led more fre-
quently to strongly reactive sera than peptides selected
according to the predictions of BEPITOPE: two control
peptides (#1 and #9) induced an Ab response of the same
quality (as measured by ELISA), whereas the five other
control peptides (peptide #2; #3, #10, and #12) gave rise
to medium-range reactivities (Table 3), and peptide #11
did not lead to any significant Ab response. The two pep-
tides (#7 and #16) that were "manually designed" as well
as the retro-inverso peptide (#6) did not lead to any sig-
nificant Ab response. Two peptides out of the four
designed by using the NN method of PEPOP gave inter-
mediate cross-reactivity with the cognate Ag reactivity
(peptides #14 and #15 on TPO). In summary, the simple
FPS method (which provides continuous sequences)
proved to be very efficient to yield peptides which, when
conveniently coupled to a suitable carrier, induced a
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310 320 330 340 350 360
RSCPIIVHCSDGAGRTGTYILIDMVLNRMAKG IAATLEHVRDQRPGLVRSKDQFE
370
FALTAVAEEVNAILKALPQ

gplaklianeatledksr ‘

310 320 330 340 350 360
RSCPIIVHCSDGAGRTGTYILIDMVLNRMAKGVKEIDIAATLEHVRDQRPGLVRSKDQFE
370

FALTAVAEEVNAILKALPQ

Figure 3

Example of peptides designed from the 3D structure of IA-2. The two peptides, #5 (A) and #6 (B) of Table 3, were
constructed from the longest segment (segment |: reference segment) to which were added the nearest neighbor segments
(segment 2 to respectively segment 4 and segment 5), according to two different methods (respectively method NN and
NNd). Segments indicated in the IA-2 sequence are in the same color as in the 3D structure.
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Table 3: Reactivity with the cognate Ag of the Abs obtained by immunization with the peptides

Method?
Ag Peptide # Peptide sequence! Reference Method of Area of extension>  Ayg .., for serum diluted
segment3 extensiont 1:10 000¢
A2 ] VSSQFSDAAQASPS B 1.75
2 SPSSHSSTPSWCEEP B 0.30
3 RYWPDEGASLYHVYEV B 0.36
4 ALTAVAEEVNAILKALPQ L FPS - 3.62
5 NAILKALPQVKEIDLTAE L NN CcC 0.14
6 gplaklianeatledksr L NNd CcC 0.02
7 diekvgkaGPGNAILKALPQ L MD cC 0.02
8 ARIKLKVESSPSRSDYIN T FPS sC 1.83
TPO 9 VVTDDDRYSDLLMAWGQ B 3.76
10 ARLRDSGRAYLPFVPP B 0.46
I PYEGYDSTANPTVSNVF B 0.06
12 EDFESCDSIPGMNLEA B 0.39
13 RRLDASFQEHPDLPGLWLH L FPS - 3.75
14 ASFQEHPDLPGRLWQFVLS L NN CcC 0.33
15 APEPGIPGERPCPPRAPAA T NN TC 0.47
16 ASFQEHPDLPGRAPEPGIPGE L MD CcC 0.14
IL8 17 PKFIKELRVIESGPHCANT L FPS - 0.16
18 ENWVQRVVEKFLKRAENS T FPS sC 2.25

I Amino acids in lower case are D-amino acids. 2 Algorithm used to predict the sequence of the immunogenic peptide: B for BEPITOPE otherwise
PEPOP. 3 The reference segment chosen is the longest (L: longest) or the segment at the top (T) of the list of all the segments ranked according to
the five characteristics indicated in the text. 4 The method of extension chosen is either elongation with the flanking protein sequence (FPS);
addition of the nearest neighbor (NN) segment(s) regardless of the sense of the segment added: if the segment is in the unnatural sense, i.e., from
the C-terminus to the N-terminus, it is synthesized using D-amino acids (NNd); or manual design (MD). 3 The area of extension is the cluster top of
the list (TC: top cluster) of the clusters ranked according to the five characteristics (see the text), or the cluster containing the selected reference
segment (CC: containing cluster), or a user selected cluster (SC: selected cluster), or none when the reference segment is the longest and the
method is the FPS. é Positive reactivities in the indirect ELISA are values over 0.2, and strong reactivities are values over |.0. Control experiments
done by using the preimmune serum gave values ranging from 0.0020 to 0.0028. The given values correspond to specific absorbances (A450 nm

immune serum — A450 nm preimmune serum).

strong Ab response against the corresponding protein Ag.
Except in a few cases, more sophisticated design methods
(NN, NNd, and MD) that tried to reconstitute discontinu-
ous epitopes failed to propose peptides which had useful
immunogenic properties. As compared with peptides
designed from the standard method (BEPITOPE), PEPOP
performed equally well or even better.

C- Use of the PEPOP algorithm for sandwich immunoassay design

Since PEPOP is able to predict immunogenic peptides
localized on the surface of the 3D structure of a target pro-
tein, it could conceivably be used to select two candidate
peptides that are structurally appropriately separated in
the 3D model such that they would a priori generate Abs
able to react with the protein in a sandwich assay (i.e., an
assay in which the protein Ag, in solution, is captured by
two different Abs). As an example of such an application
of PEPOP, Figure 4A shows the localization of peptide #1
and peptide #4 on the 3D structure of IA-2. Peptide #1
corresponds to an a-helical part of the PTP domain of IA-
2, whereas peptide #4 maps to a hairpin in the juxta-mem-
brane domain. These peptides clearly belong to spatially
opposite regions on the protein. The resulting anti-pep-
tide Abs were used in a sandwich ELISA to validate their

capacity to simultaneously bind the cognate Ag. The
results (Figure 4B) demonstrate the possibility to use
PEPOP to target specific regions of the protein so as to
obtain a pair of Abs able to capture and quantify the pro-
tein of interest in solution.

Discussion

This work was conducted in the context of an abundance
of epitope predictive methods based on protein sequence
information and a relative scarcity of methods using 3D
information. Since the majority of Abs against protein Ags
binds to discontinuous sites, predictive methods should
take into account structural information and try to guess
the identity of discontinuous epitopes. This idea has
recently been taken into account by a few groups of inves-
tigators [21-24].

PEPOP is a two-purpose algorithm. On the one hand, it
allows the identification of clusters of accessible surface
residues and segments that might correspond to antigenic
epitopes, and on the other hand, it is able to design pep-
tides that can be used to prepare Abs that target the cog-
nate Ag at specific sites on its molecular surface. From the
3D structure of a protein, PEPOP identifies segments com-
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Figure 4
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Sandwich immunoassay design for IA-2. (A) 3D view. Peptide #1 (in red) and peptide #4 (in blue) are represented on
the 3D structure of IA-2. (B) Graphic representation. The graph indicates the reactivity of the polyclonal (Abs) with IA-2, in a
sandwich-type ELISA format. The Ag, captured by the immobilized Ab, is detected by a biotinylated Ab, followed by addition of
streptavidin-peroxidase. Reactivity ofX, anti-peptide #4 with |A-2, detected by anti-peptide #1; , anti-peptide #4 with TPO,
detected by anti-peptide #1; , anti-peptide #15 with 1A-2, detected by anti-peptide #I; ®, anti-peptide #15 with TPO,

detected by anti-peptide #1.

posed of one to n continuous surface accessible residues.
These segments are clustered according to their spatial
vicinity: thus, the clusters are proposed to be putative dis-
continuous epitopes. Segments and clusters are further
used to design putatively immunogenic peptides. Anti-
genicity is the ability of a protein to bind specifically to the
paratope of an Ab. Immunogenicity is the ability of an Ag
to induce an immune response in a suitable host. Thus,
antigenicity is just a molecular recognition phenomenon,
whereas immunogenicity depends on multiple factors
extrinsic to the sole Ag [30]. In developing and using
PEPOP, we have clearly distinguished these two proper-
ties and we show that the outputs of PEPOP could be used
in both settings. As concerns antigenicity, one has to keep
in mind that epitopes are in essence unpredictable since

epitopes are not intrinsic features of proteins but exist
only in the context of the Ab that binds to it [31]. Thus,
what one generally predicts is at best a putative epitope to
which an (undefined) Ab might bind. Our method, as all
others in the same vein, is a tool that helps experimental-
ists to focus on a defined part of a protein for experimen-
tally assessing its real antigenic character by measuring
antibody binding to this particular part.

A key step in proposing a new predictive tool is the dem-
onstration of its efficacy [32]. To evaluate the performance
of an algorithm to predict antigenicity seems rather easy
since it consists of comparing the predictions with known
epitopes. The gold standard for comparison is an epitope,
as defined by X-ray crystallography of an Ab-Ag complex
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since this method provides a comprehensive topological
view of the epitope. However, it certainly counts as
epitope residues, some residues which are not energeti-
cally involved in the interaction with antigen (Novotny,
1989), and this may bias the comparison between pre-
dicted and epitopes defined by X-ray crystallography. The
authors of the three reported predictive algorithms that
make use of 3D information used different methods for
evaluation of the algorithm performances. Batori et al.
[22] reported results on a single Ab-Ag model, but they
rigorously compared the performances of their software
with that of sequence-based algorithms. As expected, their
EMT algorithm performed better than conventional meth-
ods [22,33]. To assess the performance of their DiscoTope
tool, Haste Andersen et al. [23] compared its predictions
with those obtained by the method of Parker et al. [14]
and by a surface accessibility calculation. They also
reported epitope prediction for a single antigen. The eval-
uation strategy developed by Kulkarni-Kale et al. [24] was
similar to the one we undertook. Their rationale for pre-
diction was also very similar to ours. It seems, however,
that their CEP algorithm tends to predict much larger anti-
genic determinants than PEPOP. Authors of the fourth
tool, the MEPS server [21], did not present any validation
data. The ability of PEPOP to identify putative antigenic
regions on proteins was evaluated by comparing 13 struc-
turally defined epitopes on a total of 8 different protein
Ags with the clusters calculated by the algorithm. The
identified clusters were shown to correspond to a large
(but not complete) extent to structurally defined epitopes.
In 11 out of the 13 Ab-Ag complexes analyzed, at least
50% of the structural epitope residues were found to be
included in a single PEPOP cluster. In the last two Ab-Ag
complexes [PDB: 1VFB, 1EYQ], the predicted residues
almost equally distribute into three clusters, thus yielding
the lowest sensitivity numbers. It should be noted that our
method being based on detection of exposed residues, res-
idues buried in the structure that may participate to
epitopes are missed. CEP, EMT and DiscoTope also make
use of the accessibility parameter in their calculations. The
comparative assessment of sensitivity, specificity and pos-
itive predictive value of PEPOP, CEP, and DiscoTope
showed that PEPOP achieves similar or slightly better per-
formances than the other two algorithms.

As regards to immunogenicity, assessing the performance
of a tool to predict immunogenic peptides is more diffi-
cult because it implies time consuming experiments, nota-
bly immunizing animals. As others [34,35], we have made
this effort. To demonstrate the ability of PEPOP to suc-
cessfully predict immunogenic peptides, several peptides
were designed from the 3D structure of three model Ags
using different methods; they were then chemically syn-
thesized and used to elicit Abs in rabbits. Since all pep-
tides induced a strong anti-peptide antibody response

http://www.biomedcentral.com/1471-2105/9/71

(data not shown) and not all antibodies recognized the
cognate protein, it was assumed that antibodies did not
cross-react with a denatured antigen. The capacity of the
Abs to cross-react with the target Ag was taken as proof of
a successful prediction. The FPS method of peptide design
was found to be efficient to yield peptides able to induce
a strong Ab response against the cognate protein Ag since
an 80% success rate was achieved. The FPS method pro-
vides a peptide with a sequence made from contiguous
residues of the protein, thus the 3D information is lost.
However, as compared with peptides designed by using
BEPITOPE [18], the FPS method of PEPOP performed bet-
ter. Both PEPOP and BEPITOPE use the B-turn criteria to
predict epitope (assignment in PEPOP, propensity of the
antigen sequence in BEPITOPE). PEPOP, however, uses
four additional parameters, the length of the segment, its
hydrophobicity, its accessibility as well as the occurrence
of R, W, Y, and P, that have been found to be overrepre-
sented in protein-protein interfaces [36]. It is possible that
this aggregated information might add some value to the
prediction simply based on B-turn propensity. Note, how-
ever, that the performances of BEPITOPE have recently
been surpassed by machine learning approaches [37]. A
disappointing observation was that our attempts to design
peptides mimicking discontinuous regions of the Ags
were not fully successful, in that the corresponding Abs
were poorly or not at all cross-reactive with the cognate
protein. Cross-reactive antibodies were obtained with sev-
eral peptides (designed notably using the NN method),
but their reactivity was low as compared with FPS-based
antibodies. Chemically mimicking discontinuous protein
surfaces have been a long-standing scientific challenge
[38]. We are nevertheless confident that this could be
amenable since many mimotopes have been identified
that are considered as low molecular weight functional
replicas of discontinuous epitopes [39]. As the PEPOP
software has only recently been developed, many param-
eters can probably be improved to better predict discon-
tinuous peptides. For example, the scoring and ranking of
the segments can be adjusted and the combination of one
to five of the characteristics deserves to be thoroughly
tested. Although PEPOP has proved its capacity to predict
relevant clusters and immunogenic peptides, it still con-
tains a great potential for improvement, particularly if a
prediction — experimental validation — optimization
loop is implemented. PEPOP is flexible and can be a use-
ful tool for different purposes. For example, in an anti-
genic use, PEPOP can help to map an epitope by building
up a small virtual peptide library that can then be tested
for binding to the Ab; should the Ab recognize a peptide,
the epitope is localized. PEPOP has also the potential to
predict mimotopes, i.e. peptides without sequence simi-
larity with the Ag sequence which are recognized by the
mAb. Mimotopes can have many applications and lead to
pharmacological target identification (interesting for drug
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design or guided docking), to protein engineering, vaccine
design, identification of protein function, etc. As concerns
immunogenicity, PEPOP can be used to target a specific
region of a protein or to obtain Abs that capture the Ag.
The need for mAbs to characterize proteins identified by
large-scale proteomic studies is ever increasing. Since the
protein itself is not always available, the interest in devel-
oping a method using peptides as surrogate Ags may have
great potential. An interesting feature of the PEPOP algo-
rithm is its possibility to propose putative immunogenic
peptides that could yield Abs suitable for a sandwich cap-
ture assay of any protein Ag that can be modeled. With the
advent of large-scale proteomic studies and Ab arrays,
there is an increasing need for such immunoassays
[40,41]. An ideal pipeline to fit these requirements would
rely on novel high-throughput modeling capacities [42]
and bioinformatics tools like PEPOP to select peptides so
as to obtain in a straightforward way pairs of surface-tar-
geted Abs for developing sandwich assays for diagnostic
or discovery purposes.

Conclusion

PEPOP can identify epitopes at the surface of proteins
with accuracy comparable to similar tools available
through web interface. Moreover, PEPOP can also be used
to design immunogenic peptides from the 3D coordinates
of the protein.

Methods

PEPOP algorithm

Clustering of the accessible surface segments

From the 3D structure of a protein, the solvent accessible
surface area is calculated (Figure 1A, step 1). The surface
accessibility of amino acids is determined by using DSSP
[43] with the default parameters. Segments composed of
accessible and contiguous amino acids are then listed (a
segment can be constituted by a single amino acid) (Fig-
ure 1A, step 2). Each segment is then approximated to a
geometric segment represented by three points: the first
two points are the Ca of the N-terminal and C-terminal
residues of the segment, the third point is calculated as the
mid-point between the other two. Hence, a segment is
represented by the 3D coordinates (X, Y, Z) of the three
characteristic points. A distance matrix is then calculated
in which the comparison between two segments produces
nine values since a segment is represented by three points.
A matrix of the shortest distances is then derived in which
the distance between two segments is represented by the
lowest value among the nine previously calculated. This
matrix is used to cluster the segments (Figure 1A, step 3).
The clustering of the segments is performed by Kitsch
(from PHYLIP package v3.6) [44]. At this stage, a set of
accessible surface segments is identified and segments
clustered based on the shortest distance matrix.

http://www.biomedcentral.com/1471-2105/9/71

Scoring the segments

A score is attributed to the segments of a given list (either
the segments of a cluster or all the segments identified) for
each selected property (segment length, segment accessi-
bility, segment hydrophobicity, occurrence of particular
amino acids, and occurrence of residues in B-turns). The
length score is the number of amino acids in a segment.
The accessibility score is the average accessibility of the
amino acids composing the segment (values from DSSP).
The hydrophobicity score is the number of hydrophobic
amino acids (Y, W, F, L, V, I, C, P, M) in the segment. The
particular amino acid score is the number of W, R, Y and
P in the segment. The f-turn score is the number of amino
acids involved in a B-turn (DSSP assignment).

Scoring the clusters

Each cluster is scored for the five properties according to
the score of the composing segments. The length score of
a cluster is the length of the longest segment of this cluster.
The accessibility score is the number of segments of the
cluster being part of the first quartile of the most accessi-
ble segments. The hydrophobicity score is the sum of the
hydrophobic amino acids of the segments contained in
the cluster. The particular amino acid score is the sum of
W, R, Y, and P of the segments contained in the cluster.
The B-turn score is the sum of amino acids implied in a 8-
turn of the segments contained in the cluster.

Ranking the segments or the clusters

The segments or the clusters are ranked for each of the five
properties according to the assigned score. The five ranks
of a segment or a cluster are summed, and the segments or
clusters are finally ranked according to these sums.

Methods to design immunogenic peptides

To design a peptide, a "reference segment" is chosen from
the set of identified segments and its sequence extended
with residues selected by a "method of extension" in a
specified "area of extension". The reference segment can
be manually selected among all the segments if a particu-
lar region of the protein is desired to be targeted and so
present in the final peptide. Otherwise, the PEPOP algo-
rithm is devised to automatically select the first ranked
segment according to criteria selected among the five
physicochemical or structural properties of the amino
acids. These parameters were chosen in agreement with
different analyses of Ab-Ag and/or protein-protein inter-
actions (among them [45,46]) that have shown that they
play a role in or they favorably influence the antigenicity
and even the immunogenicity of a protein, or they are
favorably associated with the binding between proteins.
In the PEPOP software, these five characteristics can be
chosen one by one or combined. The segments are ranked
according to the chosen characteristics within each seg-
ment: the top scored segment is automatically selected as
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the reference segment. In a second step, the reference seg-
ment is elongated to yield a peptide of a suitable molecu-
lar size. Three methods of extension have been
implemented. The simplest is the extension of both sides
of the sequence of the reference segment with the flanking
sequence of the cognate protein (called FPS for Flanking
Protein Sequence). In the second method (called NN for
nearest neighbours), the segments having the shortest dis-
tance from the reference segment are searched for by the
algorithm. The sequence of the segment nearest to the C-
terminus of the reference segment is added C-terminally
(Figure 3). If necessary, a further extension is conducted in
the same way, from the last segment added until a defined
total minimal length of the peptide sequence is reached.
The third method is the search for an optimized path
between the segments composing a peptide (called ONN
for optimized nearest neighbor path). From a set of seg-
ments that composes a peptide, all the possible combina-
tions are explored to select the one for which the global
distance between all the segments is the shortest. The last
element for the design of the peptide is the choice of the
area of extension. The elongation of the peptide can take
into account either the whole set of accessible segments
from the protein or only a previously determined cluster
of accessible segments. This cluster can be chosen among
all clusters by the user, or it is automatically selected by
the algorithm in the same way as the reference segment
was automatically selected. Thus, the clusters are ranked
according to the same previously described five character-
istics that can be combined: accessibility, length, hydro-
phobicity, number of R, W, Y, P, and number of p-turns.
The cluster having the best rank according to the selected
parameters is selected as the area of extension.

Implementation details

PEPOP has been implemented on a Linux server (Dell
PE2250 virtualized server with the Mandriva 2007 OS dis-
tribution) running the Apache web server version 2.0. The
algorithm has been implemented in object oriented PHP
(version 5), which allows the simultaneous development
of the web interface. The segments and clusters identified
by PEPOP can be directly visualized on the 3D structure of
the Ag thanks to the plug-in Chime [47]. Further develop-
ment will allow the prediction and display of several pep-
tides at the same time.

Comparison of the PEPOP performances with that of
other available epitope prediction tools

The performances of PEPOP were compared with the two
other available epitope tools, i. e. DiscoTope and CEP by
calculating specificity, sensibility, and positive predictive
value derived from a two-by-two contingency table
[48,49]:

http://www.biomedcentral.com/1471-2105/9/71

_ N TP v TP
(TN+FP) (TP+FN) (TP+FP)

Sp

where Sp is the specificity, Se the sensibility, PPV the Pos-
itive Predictive Value, and TN the number of amino acids
not predicted and actually not part of the epitope, TP the
number of predicted amino acids that are actually part of
the epitope, FP the number of predicted amino acids not
part of the epitope, and FN the number of amino acids not
predicted but part of the epitope. Therefore, the specificity
evaluates the capacity of the tool to exclude those amino
acids that are not part of the epitope, and the sensibility
measures the capacity of the tool to identify the amino
acids of the epitope. The positive predictive value is the
proportion of predicted amino acids that are truly part of
the epitope.

Note that the outputs of the three epitope prediction tools
are different. DiscoTope yields a single prediction, identi-
fying along the protein sequence the amino acids that
might belong to an epitope. Instead, PEPOP and CEP sug-
gest several potential epitopes. By grouping the segments,
PEPOP identifies a few exclusive clusters, i.e., the poten-
tial epitopes are not overlapping. CEP proposed several
CE (conformational epitope) that may or may not be par-
tially overlapping. For each of the 13 epitope predictions,
the Sp, Se, and PPV were calculated on the single proposi-
tion of DiscoTope, and on the cluster (for PEPOP) and the
CE (for CEP) giving the best values.

3D structures of IA-2, TPO, and IL8

The intracytoplasmic part of insulinoma associated anti-
gen 2 (IA-2) ([Swiss-Prot: Q16849] residues 601-979) is
composed of two domains: the juxta-membrane domain
(residues 601-690) and the PTP domain (residues
691-979). A theoretical model of the PTP domain of IA-2
was previously published by Dromey et al. [50] but was
not made available in the PDB [51]. Consequently, a new
theoretical model was calculated (Moreau, Valera et al., in
preparation) to determine the 3D coordinates of the struc-
ture. The human thyroid peroxidase (TPO) [Swiss-Prot:
P07202] contains a large extracytoplasmic domain (resi-
dues 15-846) composed of four domains: a structurally
undefined domain (residues 15-140), a MPO-like
domain (141-740), a CCP-like domain (residues
741-795), and an EGF-like domain (residues 796-839).
A theoretical model of the MPO-like domain has been
reported [52] and was made available to us. The inter-
leukin-8 (IL8) [Swiss-Prot: P10145] is composed of a sin-
gle domain of about 70 amino acids, depending on the
variant. Its 3D structure is available in PDB [PDB: 31L8].
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Peptide predictions

The PEPOP predictions were made with the 3D structures
of the PTP domain of IA-2, the MPO-like domain of TPO
and the entire IL8. BEPITOPE was used with the default
parameters on the Pellequer's TURN33 addition method.
The predicted epitopes proposed were ranked according
to the average value. The overlapping regions are consid-
ered as a unique predicted epitope. The sequences used
were the intracytoplasmic part of [A-2, the extracytoplas-
mic part of TPO, and the entire sequence of IL8.

Peptide synthesis and purification

Peptides were prepared by Fmoc solid-phase synthesis
using an AMS 422 robot or a MultiPep synthesizer
(INTAVIS AG, Germany). Peptides were tagged by adding
the tripeptide Cys-Tyr-Gly N- or C- terminally to the target
sequence to facilitate monitoring at 280 nm during puri-
fication and to provide a thiol handle for coupling to a
protein carrier. The standard synthesis protocol [53] was
used throughout. Mass spectrometry (MALDI-Tof Voyager
DE, Applied Biosystems) was used to confirm the identity
of the synthetic peptide with the target sequence. Peptides
were coupled to keyhole limpet hemocyanin (KLH) by
using the heterobifunctional coupling reagent sulfo-
SMCC, according to the manufacturer's instructions.

Immunizations

New Zealand white rabbits (Centre Lago, France) were
immunized three times via the intradermic route at 14-
day intervals using 50 pg of Ag (KLH-coupled peptides)
and Freund's complete or incomplete adjuvant. Rabbits
were bled 10 days after the third immunization and the
serum titer measured by ELISA. The rabbits were boosted
twice subcutaneously at 21-day intervals with 50 pg of Ag
prior to terminal blood collection (by cardiac puncture).

Ab reactivity with the cognate protein
The entire IL8 (recombinant protein produced in E. coli)
was purchased from Peprotech.

Extracytoplasmic TPO was purchased from HyTest Ltd.
The intracytoplasmic part of [A-2 (residues 601-979) was
produced in the baculovirus-insect cell system in our lab-
oratory.

For indirect ELISA, maxisorp 96-well plates were coated
with 2 pug/ml of Ag in phosphate-buffered saline (PBS)
(overnight at 4°C). The plates were washed in PBS con-
taining 0.1% Tween-20 (PBS-T) and blocked with 2%
nonfat milk in PBS-T (1 h at 37°C). One hundred micro-
litres of serial dilutions of the final bleeds (1:5 000 to 1:1
000 000) in 2% nonfat milk PBS-T was added to each well
(2 h at 37°C). After three washes in PBS-T, the plates were
incubated with a peroxidase-conjugated anti-rabbit Ab
(Sigma), diluted 1:3 000 in PBS-T 2% nonfat milk (1 h at
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37°C). Plates were washed four times in PBS-T and incu-
bated with OPD. After 20 min at room temperature, the
absorbance at 450 nm was measured.

For sandwich ELISA, maxisorp 96-well plates were coated
with 2 pg/ml of Protein A purified Ab (overnight at 4°C).
After blocking with 3% bovine serum albumin (BSA) in
PBS-T (1 h at 37°C), 100 pl of serial dilutions of the Ag
(0.01 pg/ml to 5 pg/ml in 3% BSA-PBS-T) was added (2 h
at 37°C) to each well. After three washes in PBS-T, the
plates were incubated with 2 pg/ml of a biotinylated-con-
jugated purified polyclonal Ab in 3% BSA-PBS-T (2 h at
37°C). After three washes in PBS-T, the plates were incu-
bated with peroxidase-conjugated streptavidin (Amer-
sham), diluted 1:3 000 in 3% BSA-PBS-T (1 h at 37°C).
Plates were washed four times in PBS-T and incubated
with OPD substrate for 20 min at room temperature. The
reaction was stopped by adding 50 pl of 4 N H,SO, and
the absorbance at 490 nm was measured. In control exper-
iments, rabbit preimmune sera were tested in the above
conditions. The absorbance value noticed for each dilu-
tion was subtracted from the absorbance value given by
the corresponding dilution of the rabbit immune serum.

Availability and requirements

PEPOP is a server web based application and is usable as
a Sysdiag Service at http://diagtools.sysdiag.cnrs.fr/
PEPOP/. This service is plateform independent, fully
tested with Windows 2000™, Windows XP™. Program-
ming language: PHP; required the installation of the plug-
in Chime (not compatible with all the navigators) to vis-
ualize the results in the 3D structure of the protein.
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Structure and Activity Analysis of Two Spider Toxins That Alter Sodium Channel
Inactivation Kinetics'
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ABSTRACT: In this work, Phoneutria nigriventer toxins PnTx2—5 and PnTx2—6 were shown to markedly
delay the fast inactivation kinetics of neuronal-type sodium channels. Furthermore, our data show that
they have significant differences in their interaction with the channel. PnTx2—6 has an affinity 6 times
higher than that of PnTx2—5, and its effects are not reversible within 10—15 min of washing. PnTx2—6
partially (59%) competes with the scorpion o-toxin AaHII, but not with the scorpion -toxin CssIV, thus
suggesting a mode of action similar to that of site 3 toxins. However, PnTx2—6 is not removed by strong
depolarizing pulses, as in the known site 3 toxins. We have also established the correct PnTx2—5 amino
acid sequence and confirmed the sequence of PnTx2—6, in both cases establishing that the cysteines are
in their oxidized form. A structural model of each toxin is proposed. They show structures with poor
a-helix content. The model is supported by experimental and theoretical tests. A likely binding region on
PnTx2—5 and PnTx2—6 is proposed on the basis of their different affinities and sequence differences.

Peptide toxins were selected over millions of years to act
on vital processes to kill or paralyze prey or predators. This
natural selection provided an assortment of molecules capable
of acting at low concentrations on ion channels, either
inhibiting their conduction pathway or altering their kinetics
(I). The latter type of toxins is proving to be a useful tool
for investigating the molecular mechanisms of ion channel
gating and has provided valuable information about this
poorly understood process (see ref 2 as an example). At least
six toxin binding sites have been characterized in the
mammalian sodium channel, most of them affecting its
kinetics. Site 3 is known to be occupied by peptide toxins
that originated from scorpion venom (scorpion o-toxins) and
from sea anemone, whereas site 4 is occupied by scorpion
S-toxins (3). More recently, some spider toxins have also
been shown to alter the kinetics of sodium channels. In
contrast with the scorpion and anemone toxins, little is known
about their molecular mechanism and binding sites (4).

In this paper, we have studied two homologous toxins from
the Brazilian spider Phoneutria nigriventer, whose effects
can account for the major symptoms of envenomation caused
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by that spider, which comprise hyperexcitation, salivation,
lachrymation, and priapism. At the cellular level, these toxins
have been shown to have complex effects on sodium channel
kinetics, inhibiting its inactivation and shifting the activation
voltage dependence toward negative potentials (4, 5), effects
that correspond to the action of scorpion o~ and (-toxins,
respectively. Those two toxins, named P. nigriventer toxins
Tx2—5 (PnTx2—5)! and Tx2—6 (PnTx2—6), are similar in
primary sequence, and their in vivo activities also resemble
those produced by scorpion toxins, except for the conspicu-
ous priapism. However, more detailed studies at the cellular
level were still required to characterize their mechanisms of
action. In this work, we present a detailed and ample set of
results that indicates that these toxins act on neuronal sodium
channels by binding to the overlapping site with scorpion
o-toxins and by a similar mechanism.

MATERIALS AND METHODS

Electrophysiology. The GH3 (ATCC, Manassas, VA) cell
line was used for the electrophysiology assays. The cells were
kept in Dubelco’s modified Eagle’s medium (DMEM, Gibco)

! Abbreviations: AaHII, Androctonus autralis Hector toxin II; BSA,
bovine serum albumin; CD, circular dichroism; Css IV, Centruroides
suffusus suffusus toxin IV; EGTA, [ethylene bis(oxyethylenenitrilo)]tet-
raacetic acid; FPLC, fast protein liquid chromatography; HEPES, 4-(2-
hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid); HPLC, high-perfor-
mance liquid chromatography; ICK motif, inhibitory cystine knot motif;
PnTx2—5, P. nigriventer toxin Tx2—5; PnTx2—6, P. nigriventer toxin
Tx2—6; SEM, standard error of the mean; TEA, tetracthylammonium;
UV, ultraviolet.
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FIGURE 1: Effect of PnTx2—5 and PnTx2—6. (A) Superimposed records (gray lines) obtained from the same cell at 0 mV in the absence
or presence of 400 nM PnTx2—5 and 5 min after washing. The latter record is almost identical with the control. The black line shows the
curve obtained by fitting the inactivation kinetics, as described in Materials and Methods. (B) Same as panel A, with and without 100 nM
PnTx2—6. (C) The records in the presence of PnTx2—5 and PnTx2—6 are superimposed to stress the difference in their effects. (D) Normalized
I—V curves in the absence (O) or presence of 400 nM PnTx2—5 (@) and 5 min after washout (O). (E) Normalized /—V curves in the
absence (O) and presence of 100 nM PnTx2—6 (@). The pulse protocol of the /—V curves is shown above panel D. The /—V curve was
fitted with the equation Iny, = gnaman X (Vm — VR)/{1 + exp[(Vy — Vm)/K,]}, where Iy, is the current at each point, gnamax 18 the fitted
maximal conductance, Vy; is the membrane potential, Vi is the reversal potential, V, is the voltage which activates half of the maximal

conductance, and K, is the slope factor.

supplemented with 10% fetal bovine serum (Cultilab), 10
units/mL penicillin, and 10 ug/mL streptomycin. The cells
were plated 2—5 days before the experiment, and 24—48 h
before the experiment, the concentrations of KCI and CaCl,
in the culture medium were increased to 10 and 9.3 mM,
respectively, to increase the level of sodium channel expres-
sion (6). Macroscopic Na™ currents were recorded at room
temperature (22—25 °C) in the whole-cell patch clamp
configuration (7) using an EPC-9 amplifier (Heka Instru-
ments). Currents were low-pass filtered (Bessel) at a cutoff
frequency of 10 KHz, acquired at 20—25 KHz, and digitally
stored in a Power-Mac computer. The P/4 protocol was used
for linear leak and capacitance subtraction. Patch pipettes
were made with soft glass capillaries using a vertical pipet
puller (Narishige) and had resistances between 2 and 4 MQ.
The pipettes were filled with internal solution 1 [10 mM
NaCl, 20 mM TEA-CI, 10 mM EGTA, 90 mM CsF, 20 mM
CsOH, and 10 mM HEPES (pH 7.2) with CsOH] for
experiments on PnTx2—5 or internal solution 2 [10 mM
NaCl, 35 mM TEA-CI, 5 mM EGTA, 100 mM CsF, and 10
mM HEPES (pH 7.2) with CsOH] for experiments with
PnTx2—6. TEA-CI and cesium were used to suppress K*
currents. The external solution contained 140 mM NaCl, 5
mM CsCl, 2 mM MgCl,, 0.1 mM CdCl,, 1 mM CaCl,, 5
mM glucose, and 10 mM HEPES (pH 7.4) with NaOH.
Cadmium was used to block Ca*" channels. Throughout the

experiment, the cell under investigation was externally
perfused via a 0.1 mm diameter pipet that was placed visually
next to it. The perfusion was performed with the external
solution containing 0.1% bovine serum albumin (BSA), to
avoid adsorption of the toxin. BSA had no effect on the Na*t
current. When appropriate, the perfusing solution was
switched to an equal solution containing the toxin at the
desired concentration. The effectiveness of the perfusion was
checked beforehand by using a Na-free external solution.
Under that condition, the inward current completely disap-
peared within 2 s. All reagents were of analytical grade.

Data Analysis. For the kinetic analysis of Na® current
inactivation, the decay of the current at a membrane potential
of 0 mV was fitted with an exponential function with one or
two time constants:

Jx) =aexp(—T/ty) + ¢ @))

JSx) = aexp(—T/ty) + bexp(—T/ty) + ¢ 2)
where T is the time from the peak of the current and a and
b are the proportions of the current that decays with time
constants 7y and 7, respectively.

Toxin Purification and Quantification. The PnTx2 fraction
was purified by gel filtration chromatography in gel and
reversed-phase chromatography in FPLC (8) from a soluble
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FIGURE 2: Effect on the voltage dependence of the peak conductance of 100 nM PnTx2—6 (A) and 400 nM PnTx2—5 (B). The conductance
at each point was calculated using the equation gn, = Ino/(Vm — V) and fitted with a Boltzmann equation: gno/gnxamaxy = {1 + exp[(Vy —
Vm)/K,1}~". The right panel shows the voltage dependence of steady-state inactivation with 100 nM PnTx2—6 (C) and 400 nM PnTx2—5
(D). The pulse protocol used to measure the voltage dependence of steady-state inactivation is shown. The steady-state inactivation data
were fitted with the equation h.. = a{l + exp[(V — Vu)/Ky]} ™! + b,where V is the prepulse membrane potential, V; is the voltage that
inactivates half of the maximal current, and K}, is the inactivation slope factor. Parameters a and b reflect the proportion of inactivating and
noninactivating channels, respectively: control (O), in the presence of the toxin (@), and 5 min after washout (O).

fraction of the total venom of the P. nigriventer spider.
Isoforms PnTx2—5 and PnTx2—6 were separated by reversed-
phase chromatography via HPLC (9). The purity of the toxins
was verified by mass spectrometry (Q-Tof, Micromass,
Manchester, U.K.). To quantify the toxin concentration, we
calculated the molar extinction coefficient at 280 nm of each
toxin in its denatured form, on the basis of the respective
amino acid content. The & was calculated with the equation
&30 = (number of W) x 5690 + (number of Y) x 1280 +
(number of C—C) x 120 (10). Since it has been shown in
native proteins that calculated extinction coefficients were
accurate within an average of 5% error (/7), we used this
value throughout this work.

Tryptophan Fluorescence and Circular Dichroism (CD).
Fluorescence records of PnTx2—6 were obtained with an
ABL2 Spectronic fluorometer (Applied Biosystems, Foster
City, CA) in quartz cuvettes with a path length of 1 cm.
The sample was excited at 280 nm and the emission spectrum
collected at 300—450 nm at 20 °C. The CD spectrum of
PnTx2—6 was obtained with a spectropolarimeter (Jasco
J-810) in a quartz cuvette with a path length of 1 cm with
UV light from 190 to 260 nm at 23 °C. The toxin was diluted
in water. The data were obtained at 0.5 nm intervals at 50
nm/min. All CD spectra are averages of 20 scans. The
baseline under each condition was subtracted from the
spectrum with the toxin.

Binding Assay. To identify the PnTx2—6 binding site on
sodium channels, we performed competition assays using
typical scorpion toxins that bind to site 3 (AaHIl from

Androctonus australis Hector) and site 4 (CssIV from
Centruroides suffusus suffusus). These toxins (5 nmol) were
radiolabeled by the lactoperoxidase method with 0.5 mCi
of I (Amersham Pharmacia Biotech) as described by
Rochat and collaborators (/2). To perform the experiments,
we used either 5 ug of synaptosomes from rat brain (/3) or
50 ug of total synaptosomal preparation (P2) (/4). The
protein concentration was determined by the method of
Lowry (/5). The tissue was incubated (30—40 min at 37 °C)
in a medium containing 107'° M radiolabeled toxin (['*T]Aa-
HII or ['*I]CssIV), alone or with a competing toxin. This
could be either the same toxin unlabeled at 10~7 M, to assess
the nonspecific binding, or PnTx2—6 at 1071°—107% M, to
evaluate if it can compete with the radiolabeled toxin for
the binding site. To remove the free '*’I-labeled toxin, the
tissue was vacuum-filtered (synaptosomes) (/2) or centri-
fuged at 11000g for 5 min (P2) (/4). The radioactivity bound
to the tissue was measured in a 7y radiation counter (1275
mini Gamma Counter, LKB, Wallac).

Molecular Modeling of PnTx2—5 and PnTx2—6 Struc-
tures. A search for sequence similarity using NCBI PSI-
BLAST (/6) was performed, but no major similarity was
found with any protein that had its structure experimentally
determined. Fold recognition of both toxins, using mGenThread-
er (I7), did not return any significant hit. The cysteine
connectivity pattern of PnTx2—5 and PnTx2—6 was deduced
by sequence alignment with all short spider toxins that
contain at least eight cysteine residues and whose disulfide
bridges were experimentally identified (Figure 7A). Accord-
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FIGURE 3: Concentration dependence of PnTx2—5 (A) and PnTx2—6
(B). In panel A, the effect was measured by the proportion of the
inactivation-modified current calculated by eq 2 (Materials and
Methods). The curve is the best fit of the data, with the equation
fley = P x c/(Kys + ¢), where P is the maximal proportion of
modified channels and K5 is the concentration that modifies half
of the channels, having a P of 0.59 and a Kjs of 190 nM. The
effect of PnTx2—6 was measured by the current that remained at
a time equal to 3-fold the fast time constant of inactivation (O).
For the sake of comparison, the same procedure was carried out
with the data of PnTx2—5 (@). The curves were obtained by fitting
the data with the same equation, with P values of 0.71 and 0.58
and Kjs values of 23 and 140 nM for PnTx2—6 and PnTx2—5,
respectively.

ing to SCOP (/8), CATH (/9), and DBAIi (20) databases,
they all present the same overall fold, including the so-called
inhibitory cystine knot (ICK) structural motif (27, 22), with
a relatively high degree of conservation of cysteine residue
distribution among the group, in spite of the global high
degree of sequence variability (23). Secondary structure
predictions were performed on both target protein sequences
using algorithms PHD and PROF (24), PSIPRED (77), Jpred
(25), and nnPredict (26). Among the group of spider toxins
of known structure, template structures were selected ac-
cording to the following criteria: (i) sequence similarity
(using BLAST local alignment algorithm), (ii) secondary
structure similarity [by alignment of predicted secondary
structures of all toxins, using the SOV algorithm (27)], (iii)
cysteine pattern similarity [according to spider neurotoxin
classification proposed by Kozlov and Grishin (28)], and (iv)
known target ligand similarity (sodium channel gating
modifier toxins). The selected template structures are those
from J-atracotoxin-Hv1 (29), d-palutoxin IT2 (30), toxin
AcTx-Hi:OB4219 (31), and u-agatoxin-1 (32). Their atom
coordinates are deposited in the Brookhaven Protein Data
Bank (PDB) (33) as entries 1VTX, 1V91, 1EIT, and 1KQH,
respectively. Three-dimensional structures of PnTx2—5 and
PnTx2—6 were calculated by a homology-based molecular
modeling method using Modeler 9v3 (34). Using the Modeler
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FIGURE 4: Lack of displacement of PnTx2—6 upon washing (A)
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The effect was measured with the same procedure described for
Figure 3B.
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FIGURE 5: Recovery from inactivation in the presence of PnTx2—6.
The pulse protocol is shown in the inset. The data were fitted with
the sum of two-exponential functions: A7) = 1 — [k, exp(—T/z})
+ ky exp(—T/1,)], where T is the recovery time and k; and k;, are
the proportions of the current that recover with time constants 7,
and 7,, respectively. The best fits were obtained with the following
values: k; = 0.84 £ 0.04 and 0.79 £ 0.02, k, = 0.16 £ 0.04 and
021 £0.02, 7, = 1.99 £ 0.24 and 0.91 + 0.07 s, and 7, = 4.4 £
1.1 and 10.7 £ 0.8 s in the absence (O) and presence (@) of
PnTx2—6, respectively. 7, is significantly smaller in the presence
of PnTx2—6.

salign command, a structural alignment of the four template
structures was generated, and then target sequences of each
toxin were aligned together with the resulting structure-based
template sequence alignment, using the Modeler align2d
command. As predicted from target template sequence
alignment, the pairs of cysteine residues (Cys3—Cysl7,
Cys10—Cys23, Cys14—Cys46, Cys16—Cys31, and Cys25—
Cys29) from both toxin sequences were virtually constrained
to form disulfide bridges. For each toxin, 100 models were
calculated and evaluated using Modeler Objective Function (34),
WHAT IF Check Report results (35), Procheck Ramachandran
plot analysis (36), Verify3D score (37), and ProSA z-score (38).
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FIGURE 6: Competition binding assays of PnTx2—6. Panel A shows
that PnTx2—6 does not compete with scorpion 8-toxin ['>I]CssIV
and partially competes with scorpion a-toxin ['IJAaHII. In panel
B, one experiment carried out in triplicate shows the concentration
dependence of the competition for the specific binding. The maximal
displacement of specific binding of ['*’I]AaHII is 58%. The filled
square represents the data obtained in the seven independent
experiments shown in panel A, replotted as a percentage of
displacement of specific binding.

The model which best satisfied the multiple evaluation
criteria was selected for each toxin. Electrostatic potentials
were calculated using GRASP2 (39), and structure repre-
sentations were drawn using PyMol (40).

Statistics. Tests of significance were performed using an
unpaired Student’s ¢ test. The level of significance is p <
0.05. Data are shown as averages == SEM.

RESULTS

Primary Structures of PnTx2—5 and PnTx2—6. Prelimi-
nary assays were needed to decide the correct primary
structure of PnTx2—5, whose sequence was first determined
by chemical sequencing (9). Via examination of a cDNA
library constructed from stimulated venom glands, Kalapo-
thakis and collaborators (4/) were unable to find a sequence
that fully matched the reported toxin. A similar sequence
was found, in which residue 40 was a tryptophan (instead
of an alanine) and cysteine 48 was not present. This sequence
was named PnTx2—5a (41), because it was uncertain whether
it was an isoform of PnTx2—5 or its true sequence. Mass
spectroscopy of both toxins used in this work confirmed the
expected mass calculated from the PnTx2—6 sequence
(5289.31 £ 0.03 Da, caled 5288.25 Da) and from PnTx2—5a
(5112.31 £ 0.41 Da, calcd 5113.1 Da). Since chemical
sequencing is prone to errors due to hangover after many
cycles of reaction, especially when tiny amounts of material
are available, and considering that the purification of our
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sample was carried out according to the protocol originally
used to purify PnTx2—5, we conclude that its correct
sequence is the one shown in Figure 7A, which is identical
to the one obtained from cDNA sequencing, while confirming
the sequence of PnTx2—6 reported by chemical and cDNA
sequencing (see Figure 7A). Furthermore, our data confirm
the assumption that all cysteines are oxidized, forming
disulfide bridges. Each of these toxins has 48 amino acids,
with a 90% level of sequence identity. Using the confirmed
sequences, extinction coefficients of 7570 and 14540 M ™!
cm™! were obtained for PnTx2—5 and PnTx2—6, respectively.

Comparison of PnTx2—5 and PnTx2—6 with Respect to
the Na* Current of GH3 Cells. GH3 cells endogenously
express neuronal types of the sodium channel, Navl.l,
Navl.2, Navl.3, and Navl.6 (42), whose currents are
sensitive to 300 nM tetrodotoxin (not shown). PnTx2—5 and
PnTx2—6 modify the Na® currents in a similar manner,
slowing the inactivation kinetics and generating a persistent
current at the end of 20 ms pulses (Figure 1A,B). The
decrease in the inactivation rate leads to a hyperexcitability
and can account for the symptoms of Phoneutria enveno-
mation. Preliminary experiments showed no effect on K*
currents. These effects are similar to those produced by
scorpion a-toxins, which bind to site 3 of sodium channels.
Interestingly, no reversion of the PnTx2—6 effect was
observed for up to 10 min after washing out (Figure 4A), in
contrast with PnTx2—5 (Figure 1A). Panels D and E of
Figure 1 show the normalized current—voltage (I—V)
relationships in the presence of PnTx2—5 and PnTx2—-6,
respectively. Na' currents were activated between —35 and
—40 mV, while a maximal value near —5 mV was attained
under control conditions. The negative shift of the voltage
dependence of activation observed in the presence of the
toxins is discussed below. In six paired experiments, we
observed that addition of PnTx2—5 produced a small (5.2%),
but significant, increase in the current amplitude at 0 mV.
In seven paired experiments, the effect of 100 nM PnTx2—6
on the current amplitude was not statistically significant.

Effect of P. nigriventer Toxins on the Voltage Dependence
of the Nat Current. To further investigate the negative shift
of the Na™ current activation, we calculated the conductance
in each potential, normalized for the maximal conductance
and plotted as function of the test potential (Figure 2A,B).
The points were fitted with a Boltzmann function, and the
best fit is shown as a solid line. The potential that activates
half of the maximal conductance (V,) is significantly shifted
to negative values in the presence of both toxins. PnTx2—5
at 400 nM shifted V, by —11.2 & 0.9 mV (n = 4) and
PnTx2—6 at 100 nM by —7.8 & 0.8 mV (n = 5).

In addition, we investigated the effect of both toxins on
the voltage dependence of steady-state inactivation (Figure
2C,D). Conditioning prepulses (—120 to —25 mV) with a
duration of 100 ms were applied and followed by a test pulse
to 0 mV, where the currents were measured. Each peak
current is normalized to the peak current after the —120 mV
conditioning prepulse, and the data were fitted with a
Boltzmann function. The best fit is shown as a solid line.
As shown in Figure 2C,D, the toxins shifted the Vj to
hyperpolarized potentials by —14.0 & 2.4 mV (n = 4) and
—20.3 £ 2.9 mV (n = 5), in the presence of PnTx2—5 (400
nM) and PnTx2—6 (100 nM), respectively. The slope factor
(Ky) was significantly modified by the toxins, and a consider-
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FIGURE 7: PnTx2—5 and PnTx2—6 molecular modeling. (A) Sequence and cysteine connectivity pattern of cysteine-rich spider toxins.
PnTx2—5 and PnTx2—6 sequences are aligned with all cysteine-rich peptide toxins containing at least eight cysteine residues whose disulfide
bridges were experimentally identified, by three-dimensional structure resolution [k-atracotoxin-Hvlc (55), d-atracotoxin-Hv1a (versutoxin)
(29), d-atracotoxin-Arla (robustoxin) (56), AcTx-Hi:OB4219 (32), d-palutoxins IT2 and IT1 (30), u-agatoxin-1 (31), w-agatoxin-4A (57),
and w-agatoxin-4B (58)] or by chemical assignment [u-agatoxin-5 (59) and CSTX-9 (60)]. Cysteine residues that form disulfide bridges are
highlighted with the same color. (B) Cartoon representation of the three-dimensional theoretical models of PnTx2—5 (left) and PnTx2—6
(right). Disulfide bridges Cys3—Cys17, Cys10—Cys23, Cys14—Cys46, Cys16—Cys31, and Cys25—Cys29 are colored yellow, turquoise,
red, green, and dark blue, respectively. The amino and carboxy termini are located on the left and right of the molecule, respectively.

Table 1: Ramachandran Plot Statistics of the Template Structures and Models®

no. of amino acid residues (% of non-Gly non-Pro nonterminal residues)

1VTX 1Vo1 1EIT 1KQH PnTx2—5 PnTx2—6
most favored regions 24 (64.9) 15 (51.7) 18 (62.1) 24 (80.0) 30 (74.4) 32 (84.2)
additional allowed regions 9(24.3) 13 (44.8) 10 (34.5) 6 (20.0) 7 (20.5) 4(10.5)
generously allowed regions 3.1 0(0.0) 1(3.4) 0(0.0) 2(5.1) 2(5.3)
disallowed regions 1(2.7) 1(3.4) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)
all regions 37 (100.0) 29 (100.0) 29 (100.0) 30 (100.0) 39 (100.0) 38 (100.0)

“ The table shows, for each structure, the number and percentage of amino acid residues in each dihedral region of the Ramachandran plot (excluding
glycine, proline, and the end terminal residues). Data were obtained using Procheck (36).

able percentage of channels (15—18%) did not inactivate
even with potentials of —25 mV.

Although the effect of PnTx2—5 on the inactivation rate,
K, and noninactivated fraction were reversible, its effect on
V, was not, while V} reverted partially upon PnTx2—5
washout (Figure 2A,C).

Sodium Channel Inactivation Kinetics. To characterize the
effect of the toxins on the inactivation process, the inactiva-
tion rates of the Na™ currents were analyzed. During control
inactivation, Na' currents decay as a single exponential with
a fast time constant (390 £ 23 us). As shown in Figure 1,
both toxins inhibit fast inactivation. We fitted the decay of
individual currents at 0 mV with a single-exponential
function (eq 1) or the sum of two exponentials (eq 2), in the
presence of toxins PnTx2—5 and PnTx2—6. The Na*
currents in the presence of either toxin are best fitted with

two exponentials. PnTx2—5 modifies the Na™ currents by
adding a slower exponential component (z;) to the fast
component (7y) whose rate remained similar to the control.
In contrast, PnTx2—6 slows the fast component (zy) in
addition to generating a slow component (z;) (Figure 1). The
same pattern is observed in all potentials where the current
decay is dominated by inactivation. We used in our analysis
records at 0 mV, because at that potential the sodium
conductance has reached its maximum and remains maximal
regardless of the voltage shift. In five experiments, the fast
time constant of inactivation changed from 0.390 £ 0.023
ms in the absence of PnTx2—6 to 1.21 £ 0.15 ms after
addition of PnTx2—6.

Concentration—Response Relationship. Since PnTx2—5
adds a slower time constant (z,) to the exponential decay,
while preserving a fraction of the current with a fast time
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FIGURE 8: Experimental tests of the proposed model of PnTx2—6.
(A) Circular dichroism spectrum of PnTx2—6 (—) compared with
the spectrum of w-atracotoxin Hvla (48) (+++). (B) Fluorescence
spectrum of PnTx2—6 in water with a maximal fluorescence at 346
nm, consistent with the tryptophan residues being exposed to the
hydrophilic medium.

constant (7y) whose value is unchanged, it is conceivable that
the slow component reflects the toxin-modified channels and
the fast component the unbound channels. This interpretation
is supported by the experiments shown in Figure 3A. The
inactivation kinetics at 0 mV at different concentrations of
PnTx2—5 was analyzed, and the relative contribution of the
slow component was calculated. The data were initially fitted
with a Hill equation [f(c) = P x ¢"/(Ky5" + ¢")]. Since the
value of n was found to be close to 1, a single-site saturation
kinetics was considered and the value of n was fixed as 1.
The best fit to the equation is shown as a solid line in Figure
3. The maximal percentage of modified current was 59%,
and the concentration of PnTx2—5 that modifies half of the
maximal proportion (Kj5) was 190 nM. The same reasoning
could not be applied to the PnTx2—6 effect, because it
modifies the fast time constant (7y) besides generating the
slow component. To construct a dose—response curve for
PnTx2—6, we reanalyzed all curves and measured the
fraction of the maximal current that remained after it decayed
for a period equal to three time constants of the control. The
choice of this time is critical, because it will have a significant
effect on the apparent concentration dependence. Our choice
was based on the following reasoning. (i) After a time
equivalent to three time constants, the contribution of the
unmodified channels will be less than 5%. (ii) At that time,
the current generated by modified channels will still be high.
For the sake of comparison, the effect of PnTx2—5 was also
measured with this method and plotted with the results
obtained with PnTx2—6 (Figure 3B). The results obtained
with PnTx2—5 are similar to those depicted in Figure 3A,
supporting the adequacy of the procedure. The graph in
Figure 3B was plotted with the best fit obtained with the
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same equation, having Kjs equal to 140 and 23 nM, and
maximal effects of 58 and 71%, for PnTx2—5 and PnTx2—6,
respectively. This means that, in addition to showing
reversibility, PnTx2—5 has a K5 6 times larger than that of
PnTx2—6. The fact that the maximal effect of PnTx2—6 is
greater than that of PnTx2—5 may also be meaningful.

Dissociation of the Toxin from the Sodium Channel. We
have already shown that PnTx2—5 can be washed off the
sodium channel (Figure 1A). In contrast, the effect of
PnTx2—6 could not be removed upon washing (Figure 4A).
One important characteristic of scorpion o-toxins is that their
dissociation from the sodium channel is dependent on the
membrane potential and they can be displaced by strong
depolarizing pulses (43—46). Since the effects of the
Phoneutria toxins were similar to those of scorpion a-toxins,
we used a strong depolarizing pulse after each test pulse to
0 mV to try to dissociate PnTx2—6 from its active site (see
the inset of Figure 4B). This protocol was repeated 24 or 40
times (with a 2 s interval) in the absence of free toxin in the
external solution. Figure 4B shows that the inhibition of
inactivation produced by PnTx2—6 (1 uM) remained even
if 40 strong depolarizing pulses (180 mV for 20 ms) were
applied alternated with the test pulses, in a medium devoid
of the toxin. The rate of dissociation of PnTx2—5 was not
significantly altered by the same protocol (not shown).

Although PnTx2—5 and PnTx2—6 differ by only five
amino acid residues, they have significant differences in their
affinities and binding properties of the sodium channel. We
decided to further investigate PnTx2—6, the more potent of
these toxins.

Recovery from Inactivation. To characterize the effect of
PnTx2—6 on the recovery of sodium channel inactivation,
we applied two depolarizing pulses to 0 mV (with a 20 ms
duration) separated by a variable interval (from 0.5 to 20 s,
with 0.5 s increments), when the membrane was hyperpo-
larized to —100 mV (see the pulse protocol in the legend of
Figure 5). Figure 5 shows the peak value of the Na* current
during the second pulse normalized by the value of the peak
of the current generated by the first pulse and plotted as
function of the hyperpolarization time. The curves were fitted
with a double-exponential equation, and the best fit is shown
as a solid line. In the presence of 500 nM PnTx2—6 (Figure
5), the channels recovered faster from inactivation. Statistical
analysis shows that the proportion of each exponential
component, k; and k,, was not different from the control,
but the time constants of recovery, 7, and 7,, were different.

PnTx2—6 Competition Assay. The effects of PnTx2—6
resemble those of scorpion o-toxins and, less clearly, those
of scorpion f-toxins. To determine if PnTx2—6 acts by
binding to sites 3 and 4 of the sodium channel, we
investigated if it can compete for the binding site of '*I-
radiolabeled AaHII and CssIV, typical scorpion a- and
p-toxins, respectively. The results depicted in Figure 6A
show that PnTx2—6 at a concentration up to 1 uM did not
compete with radiolabeled S-toxin CssIV (100 pM) in
cortical brain synapsotomes. In a control, excess unlabeled
CssIV (100 nM) displaced 64% (n = 2) of the radiolabeled
toxin, and this percentage is considered the specific binding.

In contrast, PnTx2—6 displaced up to 36% of 100 pM
radiolabeled AaHII (Figure 6B) on the fresh P2 fraction of
rat brain, whereas the excess of unlabeled AsHII displaced
54%. This means that PnTx2—6 competes partially (67 +



Gating Modifier Na* Channel Spider Toxins

Biochemistry, Vol. 48, No. 14, 2009 3085

FIGURE 9: Bioactive surface comparison of site 3 mammalian sodium channel modifier neurotoxins AaHII (A), BmKM1 (B), PnTx2—5 (C),
and PnTx2—6 (D). Electrostatic potential is mapped to the molecular surface of each molecule structure (left side). The potential is shown
at —5.0 to +5.0 kT/e, with k standing for the Boltzmann constant, T the temperature, and e the electron charge. Red indicates regions of
negative electrostatic potential; white indicates neutral regions, and blue indicates positive regions. These maps were drawn using GRASP2
(39). The sphere representation generated using PyMOL (40) is shown for each molecule (right side). Amino acid residues presumed or
known to be involved in the interaction with the channel are colored and labeled. Blue denotes positively charged amino acid residues.
Hydrophobic residues are colored light green, and aromatic residues are colored dark green.

9%) with AaHII for its specific binding sites. Because the
scorpion o-toxin binding depends on the membrane potential,
the P2 preparation was found to be more appropriate than
synaptosomes, since it better preserves the resting potential
of the membrane. When using different concentrations of
PnTx2—6 (100 pM to 1 uM), we found that the concentration
that attained half of the maximal displacement was 2 nM. It
is important to notice that the competition is partial, and the
data suggest no tendency toward a complete competition.

Description of the Structures. Figure 7A shows the
sequence alignment of PnTx2—5 and PnTx2—6 with 11
cysteine-rich toxins whose cysteine connectivities were
experimentally determined. The alignment shows that we can
assign to the Phoneutria toxins a conserved ICK motif (27).
A fourth Cys bridge (dark blue) was deduced by similarity,
which leads to the fifth pairing (red). Alternative pairings
have no resemblance with any known Cys connectivity.
Figure 7B shows a cartoon representation of PnTx2—5 and
PnTx2—6 molecular models, produced as described in
Materials and Methods, with a highlight on the disulfide
bridges. The models predict that the three-dimensional
structures of PnTx2—5 and PnTx2—6 each contain a short
triple-stranded antiparallel S-sheet formed by the GIn8—Cys10,
Gly21—Cys25, and Cys29—GIn33 strands and a short o-helix
formed by residues 35 (Asn in Tx2—5 and Tyr in Tx2—6)
to 39 (Ala in both toxins).

Model Evaluation. The theoretical structures of PnTx2—5
and PnTx2—6 were evaluated with ProSA. Energy plots of
PnTx2—5 and PnTx2—6 were found to be similar to those
of known structures (not shown). Verify3D evaluation scores
of PnTx2—5 and PnTx2—6 structures are rated “relatively
good” and similar to those obtained with the evaluation of
the experimental structures of the toxins used as a template
(not shown). Although some uncommon structural features
can be encountered in all template and model structures,
analysis by WHAT IF reports that the models show no error

and have properties of good structures (not shown). The
Procheck assessment of geometric quality of the structures
is shown in Table 1. The results of Ramachandran analysis
show that no amino acid residue was found in a disallowed
region, and most of the non-Gly and non-Pro nonterminal
residues (>74%) lie in the most favored region (Table 1).
We noted that the geometric quality of the model structures
is even better than that of most of the template structures,
except for PDB entry 1KQH. Secondary structure prediction
software produced results compatible with both models.
These results suggest that the proposed theoretical models
can be considered probable structures of toxins PnTx2—5
and PnTx2—6 in solution. In contrast with the scorpion
o-toxins, our model predicts a very low content of o-helix.
This prediction was verified experimentally by CD analysis
of PnTx2—6, as shown in Figure 8A. The observed spectrum
supports the proposed model. In fact, the estimated proportion
of o-helix using the ellipticity at 222 nm (47) is 7.7%
(corresponding to 3.7 amino acid residues), which fits well
with the proposed model. For the sake of comparison, we
also show the experimental CD spectrum of a toxin with a
similar experimentally determined structure (w-atracotoxin
Hvla, PDB entry 1AXH) (48). Furthermore, our model
predicts that the tryptophan residues are exposed to the toxin
surface. This is confirmed by the florescence experiment
shown in Figure 8B. Besides being consistent, these models
predict characteristics that can be verified experimentally,
as discussed.

DISCUSSION

Effects of PnTx2—5 and PnTx2—6 on Neuronal Sodium
Channels. Our data clearly demonstrate that toxins PnTx2—5
and PnTx2—6 markedly delay the fast inactivation kinetics
of neuronal-type sodium channels (Figure 1B). Similar results
with PnTx2—6 were reported on skeletal muscle Na* currents
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using the loose patch clamp technique (4), but showing a
lower affinity. This effect can account for the prevailing
symptoms of P. nigriventer envenomation, and despite
several similarities with the action of site 3 toxins, important
differences exist that may imply differences in their mech-
anisms of action. In addition, our data show that PnTx2—6
has an affinity 6 times higher than that of PnTx2—5, and its
effects are not reversible up to 10 min after washing.

As shown in Figure 2, there is a shift of the voltage
dependence of the Na* current in the presence of the toxins,
which may suggest an effect similar to that of scorpion
p-toxins. However, a similar spontaneous shift was described
previously in GH3 cells, which tends to reach a maximum
of =20 to —25 mV in 30 min (49). We found shifts of —11.2
+ 0.9 and —7.8 £ 0.8 mV for the voltage dependence of
activation in the presence of PnTx2—5 and PnTx2-6,
respectively. After PnTx2—5 had been washed, a shift of
—13.4 £ 1.0 mV (relative to the control) was observed, while
its effect on the inactivation rate was reverted. The spontane-
ous shifts measured in four cells maintained under control
conditions were —9.3 £ 1.1 and —12.4 = 1.2 mV, 10 and
15 min after the initial recording, respectively. This is the
approximate time of a complete experiment after the whole
cell configuration is obtained. We conclude that the observed
shift on the activation can be explained by the spontaneous
shift and cannot be attributed to a f3-like effect.

In contrast, the spontaneous shifts observed on the voltage
dependence of steady-state inactivation were —6.3 £ 1.2 and
—7.4 + 1.0 mV, at 10 and 15 min, respectively, which are
significantly lower than those observed with each toxin. The
meaningful difference, along with its partial reversion when
PnTx2—5 was washed, leads to the conclusion that both
toxins shifted the voltage dependence of inactivation toward
more hyperpolarizing potentials.

Both toxins slowed the inactivation kinetics of the Na*
current. PnTx2—5 generates a slower component in addition
to the normal fast one. On the other hand, PnTx2—6 had a
more complex effect on neuronal sodium channels: besides
adding a slower component, it also increased the time
constant of the fast component (see below).

It is interesting to notice that the data shown in Figure 3
predict that, even at saturating concentrations, a significant
proportion of the Na* current (41%) remains unaffected by
PnTx2—5. Although alternative explanations cannot be ruled
out, this result suggests that part of the population of the
sodium channels present in GH3 cells has its inactivation
kinetics preserved, implying that PnTx2—5 may not act
equally in all channel types expressed in these cells (Navl.1,
Nav1.2, Nav1l.3, and Nav1.6). This result differs from what
is observed with scorpion a-toxins (45) and may be the basis
for some differential effects of these toxins, notably the
priaptic effect of PnTx2—5. In this respect, the effect of
PnTx2—6 is less clear, because of its effect on the fast
component of inactivation that may overshadow the pos-
sibility that part of the population of sodium channels is
resistant to PnTx2—6. A small increase in the time constant
of inactivation of part of the population of sodium channels,
not sufficiently high to be distinguishable from the unaffected
channels, would produce this effect. The incomplete com-
petition observed in Figure 6 reinforces the interpretation
that there are neuronal types of sodium channels that bind
AaHII, but not PnTx2—6.
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It is important to notice that PnTx2—6 reduced the time
for the sodium channel to recover from the inactivation state.
This effect is similar to that reported for scorpion a-toxins
(46) and may reflect its mechanism of action, as discussed
below.

Mode of Action. The effects described in this paper
resemble in many aspects those reported for scorpion
o-toxins, namely, the decrease in the inactivation rate, the
appearance of a noninactivating current, and the decrease in
the time for recovery from inactivation. Furthermore, the
experiments depicted in Figure 6 show that PnTx2—6 can
displace 67% of the specific binding of AaHII, a typical
scorpion o-toxin, while not competing with CssIV (a typical
scorpion f3-toxin) for its binding site. It is interesting to notice
that the ability to displace AaHII is saturated at that level.
This means that PnTx2—6 does not bind exactly to the same
site (i.e., the same amino acid arrangement) as the scorpion
o-toxins, while there may be an overlap. The simplest
explanation is that PnTx2—6 cannot bind to all types of
sodium channels present in the GH3 cells, while sharing
overlapping sites where it can bind. This possibility requires
further investigation using heterologously expressed cloned
channels.

One striking difference between these toxins is shown in
Figure 4B. It is well-known that the site 3 toxins, including
sea anemone toxin ATX II, are removed by strong depolar-
izing pulses, and this property seems intrinsically related to
their mechanism of action (45, 50). We report for the first
time a toxin with effects similar to those of scorpion o-toxins,
and possibly overlapping binding sites, that is not removed
by strong depolarizing pulses. The affinity of PnTx2—6 is
lower than that of the scorpion toxins and cannot account
for this absence of displacement. This observation is currently
under investigation.

A kinetic model that explains the effect of site 3 toxins
was put forward by Campos and collaborators (45). This
model explains the removal of site 3 toxins and predicts its
voltage dependence. It also predicts the recovery from
inactivation to be faster in the presence of these toxins, which
was confirmed experimentally (46). In this work, we show
a significant decrease in the time constant of recovery from
inactivation in the presence of PnTx2—6 (Figure 5).

We propose that PnTx2—6 binds to a site that overlaps
site 3 of the sodium channel, thus producing similar effects
on the kinetic properties of the Na* current.

Structural Comparison with Sodium Channel Scorpion
o-Toxins. We compared the primary structures of PnTx2—5
and PnTx2—6 toxins with those of scorpion o-toxins and
did not find any significant sequence similarity, even in the
regions supposed to be participating in the interaction with
the channel. However, the possible overlapping binding site
of PnTx2—6 and similar electrophysiological properties of
PnTx2—5 and PnTx2—6 with scorpion a-toxins prompted
us to verify the hypothesis that, despite the lack of sequence
similarity, they may have similar bioactive surfaces. It has
been shown that scorpion o-toxins have a conserved
hydrophobic (predominantly aromatic) core encompassed by
basic residues (51, 52). Figure 9 shows the comparison of
the predicted PnTx2—5 and PnTx2—6 surfaces with the
potent o-toxin Aahll and with the well-studied scorpion
a-like toxin BmKM1, from Buthus martensii Karsch. Similar
surfaces can be identified, with a conserved hydrophobic
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patch surrounded by positive charges. This observation is
consistent with the hypothesis that the active surface of gating
modifier toxins is an arrangement of hydrophobic and basic
residues (51, 53). Moreover, of the residues that are
nonidentical between the two toxins, two of them are located
in the hydrophobic core and are exposed on the surface. One
tyrosine (at position 35) and one tryptophan (at position 37),
amino acids important for protein—protein interaction (54),
are absent from the hydrophobic core of PnTx2—5.

The fluorescence data of PnTx2—6 show that the tryp-
tophan residues are exposed to the solvent, as predicted in
the models. Aromatic residues Phe36, Trp40, and Tyr41 are
also exposed in both toxins. They also contain the same
charged amino acid residues, at the same locations. In
particular, positively charged residues Arg20, Arg32, Lys42,
Lys47, and Lys48 surround the hydrophobic patch in the
two structures (Figure 9C,D). This arrangement provides the
expected basic requirement for the interaction with site 3 of
the sodium channel and conforms to the “recognition patch”
found in protein—protein interacting surfaces (54). We
propose that this charge disposition together with the
surrounding aromatic patch (residues Phe36, Trp40, and
Tyr41) composes the bioactive surface of PnTx2—5 and
PnTx2—6. The additional presence of Tyr35 and Trp37 in
PnTx2—6 can account for its higher affinity for the channel.
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