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RESUMO

Devido a capacidade dos anticorpos de se ligaram de maneira especifica e com alta afinidade a substancias
estranhas ao organismo, eles sdo utilizados em terapias de doengas, diagnosticos € como ferramentas para
pesquisas. Com o crescente interesse na utilizacdo dessas proteinas, diversas estruturas de anticorpos vém
sendo resolvidas e um grande niimero de sequéncias ¢ descoberto a cada experimento de sequenciamento
de repertério de anticorpos. Apesar do sucesso da utilizacdo de anticorpos e dos diversos estudos ja
realizados para se tentar identificar as propriedades que determinam a interagdo com o antigeno, ainda nao
sdo claras as regras que governam o reconhecimento entre anticorpo e antigeno e sua especificidade.
Portanto, neste trabalho, foram desenvolvidas estratégias de andlise e visualizagdo em larga escala das
cadeias dos anticorpos e suas interacdes com o antigeno. Nesse contexto, foi desenvolvida a plataforma
Yvis, que permite a visualizagao de um alinhamento de milhares de sequéncias de anticorpos em uma Unica
representacdo (Collier de Diamants). Para explorar as propriedades de antigeno e anticorpo e suas
interacdes, foi implementado o banco de dados Ydb, que armazena dados da composicao e das propriedades
fisico-quimicas das cadeias de complexos antigeno-anticorpo, além da caracterizagdo de suas interagdes e
da interface desses complexos utilizando diferentes critérios de defini¢cdo. Essas caracteristicas diferenciam
0 Ydb dos demais bancos de dados que contém informagdes de estruturas de anticorpos. Anélises de parte
desses dados destacaram as diferencas entre as defini¢des de interface, além das posi¢des mais conservadas
ou divergentes nas sequéncias de anticorpos. Além disso, foi possivel visualizar as posi¢des que geralmente
realizam interagdes com o antigeno e os tipos de intera¢do presentes em cada posi¢cdo. Em conjunto, a
plataforma Yvis, o Ydb e a representacdao Collier de Diamants oferecem um ambiente para a andlise de
anticorpos que auxilia na formulagao de hipdteses sobre os principais residuos e interagdes presentes nos
complexos e ajuda no entendimento das propriedades dos anticorpos.

PALAVRAS-CHAVE: Anticorpos. Visualizagdo de alinhamento de sequéncias em larga escala.

Interagdes antigeno-anticorpo. Plataforma Yvis. Collier de Diamants. Banco de dados Ydb.



ABSTRACT

Due to the ability of antibodies to bind with high affinity and specificity to substances recognized as foreign
to the body, they are used in various disease therapies, diagnostics, and as research tools. With the growing
interest in the use of these proteins, several antibody structures have become available, and antibody
repertoire sequencing experiments discover a large number of sequences. Despite the successful use of
antibodies in diverse areas and the various studies already conducted to try to identify the properties that
determine the antigen interaction, the rules governing the antigen-antibody recognition and their specificity
are still unclear. Therefore, in this work, strategies for antibody high-density analysis and visualization and
their interactions with antigen were developed. In this context, the Yvis platform was developed, which
allows the visualization of an alignment of thousands of antibody sequences in a single representation
(Collier de Diamants) proposed here. To explore the antigen and antibody properties and their interactions,
we implemented the Ydb database, which stores data on composition and physicochemical properties of
antigen-antibody complex chains, as well as the characterization of the interface of these complexes using
different definition criteria and their interactions. These characteristics differentiate Ydb from other
databases that contain antibody structure information. Analyzes of some of these data highlighted the
differences between distinct interface definitions as well as the most conserved and most divergent
positions in antibody sequences. Moreover, it was possible to visualize positions that generally interact
with the antigen and the types of interaction present in each position. Together, the Yvis platform, the Ydb
database, and the Collier Diamants representation provide an antibody analysis environment that assists in
formulating hypotheses about the key residues and interactions present in the complexes and help in
understanding the antibody properties.

KEYWORDS: Antibodies. High-density alignment visualization. Antibody-antigen interactions. Yvis

plataform. Collier de Diamants. AntibodY database (Ydb).
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1 Introducao

1.1 Anticorpos

Os anticorpos ou imunoglobulinas (Igs) sdo proteinas do sistema imunoldgico de vertebrados,
produzidas pelas células B (ou linfocitos B). Essas moléculas sdo capazes de se ligarem, de maneira
especifica e com alta afinidade, a substancias reconhecidas como estranhas ao organismo (antigenos). Por
meio dessa ligacdo, os anticorpos podem neutralizar agentes toxicos ou desencadear uma resposta imune
contra o antigeno (FRENZEL et al., 2017; SELA-CULANG; KUNIK; OFRAN, 2013).

Os anticorpos geralmente sdo constituidos por duas cadeias leves idénticas e duas cadeias pesadas
idénticas, unidas por ligagoes dissulfeto. As interagdes entre essas cadeias fazem com que a molécula
tenha a forma da letra Y, como apresentada pela molécula IgG na Figura 1.1. Em humanos e
camundongos, por exemplo, essa configuragdo ¢ encontrada com maior frequéncia, no entanto, formas
multiméricas, compostas por mais de uma dessas unidades, também podem ser encontradas (isotipos IgM
e IgA) (TEPLYAKOV et al., 2016). Além disso, algumas espécies como camelos, lhamas e tubardes,
podem produzir anticorpos formados apenas por um par de cadeias pesadas (GONZALEZ-SAPIENZA;
ROSSOTTI; TABARES-DA ROSA, 2017). No entanto, no restante deste texto, o termo anticorpo sera
utilizado para se referir a molécula mais comumente encontrada, composta por duas cadeias leves e duas
pesadas formando uma molécula em Y.

As cadeias leves de um anticorpo contém um dominio variavel (VL) e um constante (CL), enquanto
as cadeias pesadas possuem um dominio varidvel (VH) e trés constantes (CH1, CH2 e CH3), como
apresentado na molécula IgG da Figura 1.1. Além dos dominios das cadeias que compdem os anticorpos,
¢ possivel reconhecer trés fragmentos nestas moléculas, o Fc (crystallizable fragment — fragmento
cristalizavel) e dois Fabs (antigen-binding fragments — fragmentos de ligacdo ao antigeno) idénticos

(Figura 1.1). A digestdao de um anticorpo pela enzima papaina gera esses trés fragmentos. O Fc € composto
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por 2 ou 3 dominios constantes dependendo do isotipo do anticorpo. Os isotipos IgG, IgA e IgD possuem
2 fragmentos enquanto os isotipos IgM e IgE possuem 3. Além de diferenciar os tipos de isotipos de
anticorpos, o Fc ¢ responsavel pela interagdo com receptores e proteinas do sistema imunologico, o que
pode desencadear uma resposta desse sistema. Cada Fab ¢ composto pela cadeia leve (VL e CL) e os
dominios VH e CH1 da cadeia pesada. Os dominios variaveis das duas cadeias (VL e VH) possuem trés
regioes de al¢a (loop) hipervariaveis, conhecidas como CDRs (Complementarity-Determining Regions —
regides determinantes de complementariedade) (Figura 1.1 e 1.2). Tais regides contém a maioria dos
residuos do anticorpo que interagem com os antigenos (FINLAY; ALMAGRO, 2012; TILLER;
TESSIER, 2015). No entanto, alguns residuos dos CDRs ndo fazem parte do paratopo, isto €, da regido
do anticorpo que estd em contato com o antigeno. A regido do antigeno que estd em contato com o
anticorpo ¢ conhecida como epitopo. Além disso, alguns residuos do epitopo fazem interagcdes com
residuos do anticorpo que ndo pertencem aos CDRs, conhecidas como regides de framework (FR —

framework regions). Essas regioes estao representadas em verde na Figura 1.2.

CDRs CDRs

X |

Fab sckFv VH

IgG Fe

Figura 1.1: Representacdo de um anticorpo (IgG) e os dominios da cadeia leve (VL e CL) e
pesada (VH, CHI1-3). Os fragmentos Fc (crystallizable fragment) e Fab (antigen-binding
fragment), presentes no IgG estdo também apresentados separadamente. A molécula scFv
(single-chain variable Fragment) ¢ formada pela conexdao do VH e do VL através de um
linker. Figura adaptada de Li et al. (2016).
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Os dominios varidveis das cadeias dos anticorpos compartilham similaridades funcionais e
estruturais, mesmo comparando-se cadeias leves e pesadas. O dominio varidvel de cada uma dessas
cadeias, apresentado na Figura 1.2, é composto de 9 fitas beta (A, B, C, C’, C”’, D, E, F e G) ligadas por
5 voltas beta e 3 loops, formando um sanduiche de duas folhas (ABED e GFCC’C’’) empacotadas uma
contra a outra através de interagdes hidrofobicas. Estas folhas sdo mantidas unidas através de uma ponte
dissulfeto entre duas cisteinas conservadas, uma em cada folha (LEFRANC, 2014). Os loops existentes
entre as fitas Be C, F e G e entre C’ e C”, correspondem as regides de CDRs (1, 2 e 3, respectivamente),

enquanto as demais porgdes correspondem as regides de framework.

N CDR3 -IMGT

CDR2 -IMGT
— clcll

Figura 1.2: Representacdo (ribbon) da estrutura tridimensional do dominio varidvel da cadeia
pesada de um anticorpo. O dominio variavel da cadeia leve também apresenta esta estrutura.
Letras identificam as fitas e cores das letras diferenciam as fitas de cada uma das duas folhas
beta da estrutura. As regides de framework, compostas pelas fitas e alcas que as unem, estao
representadas em verde e com outras cores sao representados os 3 loops que formam os CDRs.
Fonte: Adaptado de Lefranc (2014).
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A Figura 1.3 apresenta o alinhamento de 605 regides de framework de dominios varaveis das cadeias
pesadas de anticorpos. Nessa figura foram omitidos os CDRs, pois eles apresentam variagdes tanto no
nimero ¢ composi¢cdo de residuos quanto na estrutura. Os circulos representam as regides de inicio e fim
de cada CDR. Nessa figura ¢ possivel visualizar a similaridade que existe entre as regides de framework
dos dominios varidveis das cadeias dos anticorpos. Essa similaridade permite a utilizacdo de esquemas de
numeragao para comparar sequéncias de dominios variaveis de anticorpos, mesmo sem o conhecimento

da estrutura de um anticorpo.

Figura 1.3: Alinhamento estrutural do dominio varidvel de 605 cadeias pesadas de anticorpos
com, no maximo, 95% de identidade. As regides de CDR (H1, H2, H3) foram omitidas e
substituidas por 2 circulos cada (inicio e final de cada CDR). Fonte: Figura obtida do Oxford
Protein Informatics Group, acessivel em https://goo.gl/dY GjUr.

1.2 Esquemas de numeracdo de dominios varidveis de cadeias de anticorpos

Para permitir a comparacdo de diferentes cadeias de proteinas, ¢ necessaria a identificacdo de

residuos com fungdes semelhantes ou estruturalmente equivalentes (HONEGGER; PLUCKTHUN;
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PLUCKTHUN, 2001). Para isso, antes mesmo da caracterizagdo de um grande numero de estrutura de
anticorpos, Kabat e seus colaboradores alinharam 77 sequéncias de por¢des varidveis de anticorpos e
outras proteinas da superfamilia das imunoglobulinas (WU; KABAT, 1970). A partir desse alinhamento,
os pesquisadores definiram um esquema de numeragdo que leva em consideracdo alguns residuos
conservados nas diversas sequéncias analisadas e adiciona gaps nas sequéncias a fim de manter esses
residuos sempre nas mesmas posi¢des. Outra caracteristica observada nesse estudo foi a existéncia de
regides com variabilidade de tamanho e residuos, os CDRs. Posteriormente, Chothia e colaboradores
fizeram algumas alteragdes no esquema de numeragdo, principalmente no posicionamento dos gaps no
CDRI1, para adapta-lo as estruturas cristalograficas de anticorpos existentes na época (CHOTHIA; LESK,
1987).

Tanto o esquema de numeragdo proposto por Kabat quanto o proposto por Chothia utilizam
defini¢des diferentes para cadeias leves e pesadas. Posteriormente, Lefranc e colaboradores propuseram
um esquema de numera¢do unificado, ndo somente para cadeias leves e pesadas de anticorpos, mas
também para receptores de cé€lulas T (LEFRANC, 2014; LEFRANC et al., 2003). Esse esquema de
numeracao leva em consideracao as sequéncias e também a estrutura das moléculas, além das defini¢cdes
das regides de alca hipervariaveis, os CDRs. Estes e outros esquemas de numeracao foram anteriormente
analisados e o mapeamento das posi¢des definidas em cada um deles pode ser encontrado em
(DONDELINGER et al., 2018). O esquema de numeragdao do IMGT define 5 posigdes que possuem
aminoacidos conservados entre as sequéncias do dominio varidvel de cadeias de anticorpos: posicoes 23
e 104 contém cisteinas, a posicao 41 contém um triptofano, a posi¢ao 89 contém um aminoacido
hidrofébico e a posi¢ao 118 contém uma fenilalanina ou um triptofano. Essas posi¢des conservadas foram
destacadas na Figura 1.4, que apresenta as regides definidas pelo esquema de numeragao: frameworks e

CDRs. As posigdes de 1 a 26 correspondem ao framework 1,de 27 a38 ao CDR1, de 39 a 55 ao framework
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2,de 56 a 65 ao CDR2, de 66 a 104 ao framework 3, de 105 a 117 ao CDR3-IMGT e as posicdes de 118
a 128 correspondem ao framework 4. Gaps nos CDRs s3o sempre inseridos no centro dessas regides ¢
caso o CDR3 tenha mais que 13 aminoacidos, posi¢des adicionais sdo inseridas entre as posi¢des 111 e
112 (112.1, 111.1, 112.2, 111.2).

FR1 FR2 FR3 FR4
CDR1 CDR2 CDR3

I I I | |
23 41 89 1o4|:|118

Insercoes

Figura 1.4: Representa¢do do dominio variavel da cadeia de um anticorpo segundo o esquema
de numeracao do IMGT. As 4 regides de framework (FRs) e os 3 CDRs sdo exibidos ¢ as 5
posicdes que tém residuos conservados sdo destacadas. Nas cadeias onde o CDR3 possui mais
do que 13 aminoéacidos, posi¢des sdo inseridas entre as posi¢des 111 ¢ 112.

A partir da aplicagdo de um esquema de numeragao sobre sequéncias de dominios variaveis de
anticorpos ¢ possivel obter uma correlagdo entre sequéncia e a estrutura do dominio. Dessa maneira,
mesmo sem se ter a estrutura de um anticorpo, € possivel identificar as regides de framework e CDRs, e
comparar diferentes sequéncias considerando suas caracteristicas estruturais.

A conservagdo da estrutura das regides de framework e a variabilidade existente nos CDRs sdo
caracteristicas dos anticorpos que sdo alcancadas por meio de mecanismos que ocorrem no
desenvolvimento e maturacao de todas as células B, mas também através dos diferentes contatos que cada

organismo tem ao longo da vida.

1.3 Diversidade do repertorio de anticorpos

A diversidade de anticorpos produzidos por um individuo ¢ alcancada através de alguns processos
que ocorrem durante o desenvolvimento e maturagdo das células B. A seguir ¢ descrito, de maneira
simplificada, o mecanismo de desenvolvimento e maturagdo destas células em humanos, que ¢ similar ao
da maioria dos demais vertebrados. Em humanos, o dominio varidvel da cadeia pesada ¢ codificado pelos

genes do /locus IGH e da leve pelos genes do locus IGK (kappa) ou do IGL (lambda). Em células ndo-
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linfoides sdo encontrados diversos segmentos génicos V (variable) e J (joining) nos loci de cadeias leves
e pesadas, além de diversos segmentos génicos D (diversity) no locus IGH. Comumente estes segmentos
génicos s3o chamados somente de genes e, no restante desse texto, essa denominagdo mais comum sera
utilizada. O locus IGH humano ¢ apresentado na Figura 1.5, destacando os genes V, D e J da regido
variavel e os genes da regido constante (C). Além dos genes, sdo também representados os diversos alelos
jé& conhecidos para cada um desses genes (quadrados sobre os genes na Figura 1.5). Os diversos genes V,
D e J de células nao-linfoides sdo conhecidos como germlines. Na formacao de cada célula B, ocorre o
processo de recombinagdo somatica em que alguns destes genes sdo removidos € apenas um gene V, um
J e um D (em cadeias pesadas) sdo unidos no DNA (DeoxyriboNucleic Acid - acido desoxirribonucleico)
para produzir um éxon completo da regido variavel de cada cadeia (Figura 1.5). Durante o processo de
juncdo dos genes, podem ocorrer ainda a inser¢do ou remog¢ao de nucleotideos, como apresentado na
Figura 1.5 (EHRENMANN et al.,, 2010; GEORGIOU et al.,, 2014). Portanto, este processo de
recombinacao aliado as inser¢des e remogoes de nucleotideos, gera um repertério de células B capazes, a
principio, de reconhecer qualquer antigeno com uma afinidade baixa ou média através de receptores
codificados pelos genes recombinados (FINLAY; ALMAGRO, 2012; WATSON; GLANVILLE;
MARASCO, 2017).

As células B que ja sofreram o processo de recombinacao dos genes V(D)J (genes V e J no locus da
cadeia leve e genes V, D e J no /locus da cadeia pesada) sdo conhecidas como células maduras e, se ainda
nao se ligaram a um antigeno, sdo chamadas de virgens ou naives. Células B maduras possuem receptores
em sua superficie que se ligam aos antigenos, conhecidos como BCRs (B Cell Receptors). Esses receptores
sao imunoglobulinas ligadas a membrana das células B e, consequentemente, possuem a mesma estrutura

dos anticorpos secretados por estas células, exceto por um dominio transmembranar que os mantém na
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superficie celular. Portanto, a regido variavel dos BCRs e dos anticorpos secretados por uma célula B sao

codificados pelos mesmos genes V(D)J (HOEHN et al., 2016).
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Figura 1.5: Principais elementos que determinam a diversidade de anticorpos. Nessa figura ¢
apresentado um desenho esquematico dos processos de recombinagdo dos genes V, D e J da
cadeia pesada e hipermutagdo somatica que ocorrem durante a formacao e expansao clonal de
anticorpos. A diversidade alélica em um individuo ¢ representada pelos diversos genes V, D
e J presentes em seu genoma e sobrepostos sdo representados genes pertencentes a outros
individuos. As regides de frameworks (FRs) e CDRs sdo destacadas nos transcritos
apresentados antes e ap0ds a hipermuta¢do somatica (apds estimulo pelo antigeno) (WATSON;
GLANVILLE; MARASCO, 2017)

Apos a interagdo entre um antigeno e um receptor de uma cé€lula B e a ativag¢do dessa célula, ocorre
a expansao clonal da mesma e as células geradas a partir dela diferenciam-se em células capazes de
produzir anticorpos codificados, a principio, pelos mesmos genes V(D)J. No entanto, apos a ativagdo de
uma célula B, as células produzidas podem sofrer hipermutagdo somadtica, isto €, quando ocorrem
mutacdes pontuais nos genes rearranjados, diversificando-os em relagdo as sequéncias germlines (Figura
1.5). Neste processo, podem surgir sequéncias que codificam anticorpos (e BCRs) que podem se ligar com
maior afinidade ao antigeno. Por competi¢ao entre as células B para se ligarem ao antigeno, aquelas com

BCRs mais especificos e que se ligam com maior afinidade, sdo selecionadas e seguem o processo de
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expansdo clonal. Dessa maneira. essas células podem produzir anticorpos mais adequados ao combate

contra o antigeno (GEORGIOU et al., 2014; GONZALEZ-MUNOZ et al., 2012).

1.4 Sequenciamento do repertorio de receptores de células B

A diversidade gerada pelos processos que ocorrem durante a recombinagao dos genes dos /oci de
imunoglobulinas, juntamente com a hipermutagcdo somatica ocorrida a partir da ativagdo de células B,
comecou a ser explorada ha algumas décadas, por exemplo, por meio de técnicas de sequenciamento de
Sanger. No entanto, o advento das tecnologias de sequenciamento em larga escala (HTS — High-
throughput Sequencing) possibilitou a analise do repertdrio de receptores de células B (ou de anticorpos)
com uma profundidade até entdo nao obtida (GEORGIOU et al., 2014). Chamado de Rep-Seq
(BENICHOU et al., 2012), Ig-Seq (GEORGIOU et al., 2014), BCR-Seq (LAVINDER et al., 2015) ou
AIRR-Seq (Adaptative Immune Receptor Repertoire Sequencing) (NIELSEN; BOYD, 2018), o
sequenciamento de repertorio de receptores de células B permite a analise da resposta de células B de
organismos saudaveis, infectados, vacinados ou com alguma desregulacdo no repertorio, causada por
idade, alergia ou doenca autoimune, por exemplo (BOYD; CROWE, 2016; ICHINOHE et al., 2018).
Esses estudos viabilizam um melhor entendimento da dinamica do sistema imunologico, a descoberta de
novas moléculas baseadas em anticorpos tanto para diagnostico quanto para terapia € o desenho de
moléculas que permitem o desenvolvimento de vacinas (MIHO et al., 2018).

Uma tipica analise de repertorio através de Rep-Seq ¢ iniciada com o isolamento de células B do
sangue do organismo alvo ou de algum outro tecido que contenha esse tipo de célula. O RNA (RiboNucleic
acid) das células B ¢ extraido e o DNA complementar ao RNA ¢ gerado. Posteriormente, a regido variavel
(ou parte dela) de um ou mais /oci de imunoglobulina ¢ amplificado por PCR (Polymerase chain reaction).
Os amplicons dos loci de imunoglobulinas sdo isolados e a preparacao da biblioteca de sequenciamento €

realizada. Apds essa etapa, o material ¢ sequenciado utilizando equipamentos de HTS e as sequéncias
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obtidas devem entdo ser processadas e analisadas com o auxilio de ferramentas de bioinformatica. Este ¢
um exemplo de workflow para a realizagdo de um sequenciamento de repertorio de receptores de células
B, porém existem diversas outras alternativas (BOYD; CROWE, 2016; GEORGIOU et al., 2014;
IMKELLER; WARDEMANN, 2018). Nesse processo, diversas fontes de viés podem levar a andlises
incorretas do repertorio, como, por exemplo, a incorporagdo de nucleotideos incorretos durante PCR ou
erros de sequenciamento. Algumas dessas fontes podem ser conhecidas e minimizadas, utilizando-se
técnicas bioldgicas e de bioinformatica (FRIEDENSOHN; KHAN; REDDY, 2017; WARDEMANN;
BUSSE, 2017).

O processamento ¢ analise das sequéncias geradas por Rep-Seq envolvem diversos passos. Alguns
deles, comuns a diversos estudos deste tipo, compreendem o pré-processamento das reads, atribuicao de
genes V(D)J, defini¢do de clones e linhagens e, por fim, andlise do repertorio (GREIFF et al., 2015;
LOPEZ-SANTIBANEZ-JACOME; AVENDANO-VAZQUEZ; FLORES-JASSO, 2019; MIHO et al.,
2018; YAARI; KLEINSTEIN, 2015). Na etapa de pré-processamento, as reads sao montadas (se
necessario) gerando sequéncias e alguns filtros de qualidade sdo aplicados. Posteriormente, sao definidos
os possiveis genes que deram origem as sequéncias por meio do alinhamento dessas sequéncias com as
sequéncias dos genes germline do organismo sequenciado. A partir destes dados, pode ser gerada uma
arvore de linhagem dos anticorpos ou receptores sequenciados. Além disso, geralmente, € possivel analisar
a diversidade do repertdrio, os modelos e taxas de mutacdo e a frequéncia de utilizagdo de cada gene
V(D)J. Em alguns trabalhos € possivel ainda a anélise da evolucdo do repertdrio ou a resposta do mesmo
a uma infec¢ao ou vacinagao.

Atualmente, uma andlise de repertorio de receptores de células B pode gerar milhares a bilhdes de
sequéncias (KOVALTSUK et al., 2018). Esse grande nimero de sequéncias e os possiveis vieses gerados

no experimento fazem com que ainda sejam demandadas ferramentas para a analise e visualizagdo de
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dados de repertdrios de receptores de células B. Apesar disso, as andlises ja realizadas permitiram um
avango no entendimento do sistema imune e na utilizacdo deste entendimento para a defini¢ao de terapias

e vacinas.

1.5 Selecao e producdo de anticorpos monoclonais

A habilidade dos anticorpos de se ligar de maneira especifica e com alta afinidade a, virtualmente,
qualquer superficie ¢ uma das chaves do sistema imunoldgico e também uma ferramenta para pesquisas e
diagndsticos, além de permitir que sejam utilizados na terapia para diversas doengas (SELA-CULANG;
KUNIK; OFRAN, 2013). A terapia baseada em anticorpos representa hoje a classe de terapias biologicas
com maior sucesso clinico. Até o final do ano de 2017, 57 anticorpos e 11 biossimilares estavam em uso
clinico, aprovados pelas agéncias de controle de medicamentos dos Estados Unidos ou da Unido Europeia,
FDA (Food and Drug Administration) e EMA (European Medicines Agency), respectivamente (GRILO;
MANTALARIS, 2019). Somente em 2018, 12 novos anticorpos foram aprovados por pelo menos uma
destas agéncias (KAPLON; REICHERT, 2019). Além dos anticorpos, outras moléculas baseadas em suas
estruturas vém sendo produzidas e utilizadas comercialmente, como regides Fab, ou estdo em fase de teste,
como os scFvs (STROHL, 2018).

Para a utilizagdo de anticorpos como uma ferramenta de diagndstico ou para terapia, normalmente,
¢ necessaria a producao de uma grande quantidade de anticorpos idénticos (anticorpos monoclonais), que
podem ser originados de uma mesma célula B ou de clones idénticos desta célula ou ainda produzidos por
um sistema de expressao de proteinas. A técnica de hibridoma foi a primeira técnica que impulsionou a
producao de anticorpos monoclonais. Nessa técnica, apds a imunizagdo de um animal, células B sdo
extraidas do baco e fusionadas a uma linhagem celular tumoral (KOHLER; MILSTEIN, 1975). Os

hibridomas, linhagens celulares obtidas através dessa fusao, podem ser cultivados gerando novas células
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que produzem um mesmo anticorpo. Um hibridoma que produz um anticorpo de interesse pode entdo ser
isolado e utilizado para a produ¢do de anticorpos monoclonais.

Apesar do sucesso da técnica de hibridoma e de sua ampla utilizagdo, anticorpos produzidos por
outros animais podem ser reconhecidos como proteinas estranhas pelo sistema imunolégico humano,
desencadeando uma resposta indesejada. Para reduzir este tipo de problema, técnicas de engenharia
genética sdo utilizadas para produzir genes que codificam anticorpos que se ligam a um antigeno
especifico, como os descobertos pela imunizacdo de animais, mas com caracteristicas similares as dos
anticorpos humanos. Os genes podem ser inseridos/transfectados em um sistema de expressdao, como
bactérias, leveduras e células mamiferas (APGAR et al., 2016; JONES et al., 1986; KOHLER;
MILSTEIN, 1975; MORRISON et al., 1984). Nas primeiras tentativas para reduzir a imunogenicidade de
anticorpos oriundos de outros organismos, os genes que codificavam as imunoglobulinas eram
modificados por engenharia genética para conter a regido variavel de um anticorpo produzido pela
imuniza¢do de um animal e a regido constante de um anticorpo humano (MORRISON et al., 1984). Nesta
técnica, sdo gerados anticorpos quimeéricos, ja que eles contém partes origindrias de diferentes organismos.
Posteriormente, surgiu a técnica de humanizag¢do de um anticorpo, na qual somente algumas porc¢des do
anticorpo produzido por outros organismos, principalmente aquelas que se ligam ao antigeno, sdao
mantidas no gene sintetizado, enquanto as demais porcdes sao substituidas por por¢gdes encontradas em
anticorpos humanos (APGAR et al., 2016; JONES et al., 1986). Desta maneira, o sucesso da producgdo de
anticorpos quiméricos ou humanizados estd associado ao conhecimento das regides que interagem com o
antigeno e das sequéncias e estruturas que definem um anticorpo humano.

Apesar das técnicas de descoberta de anticorpos in vivo utilizarem o processo de sele¢dao natural do
sistema imunologico, em que o animal imunizado produz anticorpos com caracteristicas desejaveis para

uma resposta a um determinado antigeno, outra técnica tem sido utilizada para a descoberta de anticorpos
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que se ligam a um determinado antigeno: a sele¢do in vitro de anticorpos. As técnicas de display, que
utilizam fagos (phage display), bactérias, leveduras, células mamiferas ou ribossomos, permitem a selegdo
in vitro de anticorpos que se ligam a um determinado antigeno alvo (CONROY et al., 2017). Para isso,
uma biblioteca de sequéncias que codificam a regido variavel de anticorpos ¢ gerada. Essa biblioteca pode
ser obtida a partir de doadores humanos, imunizados ou ndo, ou pode ser sintética ou semissintética, gerada
a partir do conhecimento que se tem sobre os anticorpos humanos. Abordagens sintéticas abrem
possibilidades para a descoberta de anticorpos que podem ndo ser encontrados nas amostras de doadores.
No phage display, a sequéncia ¢ ligada ao gene de uma proteina de superficie do fago e ¢ expressa na
superficie do virus (fase display). Bilhdes de clones diferentes sdo colocados em contato com o antigeno
alvo (fase panning) e, aqueles que se ligaram ao antigeno tém sua sequéncia elucidada (fase screening)
(FRENZEL et al., 2017). Estas etapas podem ser repetidas para se obter sequéncias com maior afinidade,
por exemplo. As sequéncias selecionadas podem, entdo, ser inseridas em células que expressardo o
anticorpo monoclonal. As demais técnicas de display possuem fases semelhantes a estas descritas para o
phage display. A sele¢ao de anticorpos utilizando técnicas de display, ou seja, in vitro, possibilitam um
maior controle da exposicdo do antigeno aos anticorpos, mas pode ser trabalhosa e demorada, levando
meses para produzir um anticorpo com as caracteristicas desejadas (SORMANNI; APRILE;
VENDRUSCOLO, 2018). Além disso, o sucesso das técnicas de display estd associado as bibliotecas
utilizadas. Por exemplo, na concepcao de bibliotecas sintéticas e semissintéticas, € necessario utilizar um
conjunto de sequéncias que possam ser expressas, que nao sejam reconhecidas pelo sistema imunolédgico
como invasores e que se liguem com alta afinidade ao antigeno.

Os métodos para identificacao e geracao de anticorpos a partir de imunizagao (in vivo) ou métodos
de display (in vitro), descritos anteriormente, contribuiram substancialmente para o desenvolvimento de

terapias baseadas em anticorpos (TILLER; TESSIER, 2015). No entanto, anticorpos selecionados in vivo
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ou in vitro, normalmente tém como alvo epitopos imunodominantes, isto ¢, aqueles que mais facilmente
podem ser reconhecidos. Esse tipo de reconhecimento pode atrapalhar a descoberta de anticorpos que se
ligam a outros epitopos, mas com menor afinidade. Assim, pode ser que um anticorpo neutralizante que
se liga a um epitopo diferente dos imunodominantes, ndo seja selecionado utilizando as técnicas
anteriormente descritas. Além disso, essas técnicas de sele¢do ainda apresentam problemas para a
obten¢do de anticorpos contra alguns alvos, como algumas proteinas de membrana e proteinas ou
peptideos que formam agregados (SORMANNI; APRILE; VENDRUSCOLO, 2018). Para contornar estes
problemas e para produzir uma molécula com propriedades funcionais e biofisicas adequadas, pode-se
aplicar alguma técnica de engenharia de anticorpos ou desenho racional de anticorpos (ROY et al., 2017,
SORMANNI; APRILE; VENDRUSCOLO, 2018).

As técnicas aplicadas na engenharia de anticorpos sdo diversas e variam desde métodos baseados
em conhecimento obtido de resultados de mutagénese, por exemplo, a métodos computacionais baseados
em principios basicos da estrutura e composi¢ao dos anticorpos. Com o uso destes métodos, ¢ possivel
redesenhar ou otimizar anticorpos ja existentes ou ainda criar anticorpos de novo (TILLER; TESSIER,
2015). Geralmente, o processo de engenharia do anticorpo ¢ guiado pelo conhecimento prévio da estrutura
dos anticorpos e de suas interacdes com o antigeno (TEPLYAKOV et al., 2016). Mas, como muitas vezes
a estrutura de um anticorpo especifico € desconhecida, bem como suas interagdes, outros métodos devem
ser utilizados para guiar o processo de engenharia, como a modelagem de anticorpos e o atracamento
(docking) molecular. No entanto, o sucesso dessas técnicas esta diretamente relacionado ao conhecimento
das estruturas dos anticorpos, a relacdo entre as sequéncias das cadeias dos anticorpos e sua estrutura, e
das interagdes que ocorrem em um complexo antigeno-anticorpo (KRAWCZYK; DUNBAR; DEANE,

2017; SIRCAR; KIM; GRAY, 2009; WEITZNER et al., 2017).
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1.6 Disponibilizacdo de dados de sequéncias e estruturas de anticorpos e complexos
antigeno-anticorpo

O interesse e 0 uso de imunoglobulinas como ferramentas de pesquisa, diagndstico e terapia levaram
a disponibilizagdo de um crescente nimero de estruturas e sequéncias de anticorpos em banco de dados
de proteinas em geral. Esta se¢do apresenta as principais bases de dados de informagdes estruturais de
anticorpos e, criadas mais recentemente, as bases de dados de experimentos de sequenciamento de

repertorio de imunoglobulinas.

1.6.1 Bancos de dados com informacdées estruturais de anticorpos

O principal repositorio de estrutura de proteinas € o Protein Data Bank (PDB) (BERMAN, 2000) e,
aproximadamente 2,1% das estruturas depositadas sao de anticorpos (FERDOUS; MARTIN, 2018). Além
disso, esse numero tem crescido com o aumento de depdsitos a cada ano. Devido ao interesse em relagao
as estruturas de anticorpos e de complexos antigeno-anticorpo, além da necessidade de informacgdes
relativas as estruturas disponiveis no PDB, diversos bancos de dados dedicados a anticorpos foram
desenvolvidos nos ultimos anos. Dentre esses bancos de dados, destacam-se: Immune Epitope Database
(IEDB) 3.0 (VITA et al., 2015), abYsis (SWINDELLS et al., 2017), SACS: Self-maintaining database of
antibody crystal structure information (ALLCORN; MARTIN, 2002), IMGT/3Dstructure-DB
(EHRENMANN; KAAS; LEFRANC, 2010), Antigen-Antibody Interactions Database (AgAbDDb)
(KULKARNI-KALE et al., 2014), The Structural Antibody Database (SAbDab) (DUNBAR et al., 2014),
Antibody Structure Database (AbDb) (FERDOUS; MARTIN, 2018) e, mais recentemente, AppA
(NGUYEN; VERMA; ZHONG, 2019) que serdo descritos a seguir.

O IEDB ¢ um banco de dados de epitopos curado manualmente que armazena dados experimentais
de ligacdo de epitopos com receptores de célula T, anticorpos e moléculas de MHC (Major

Histocompatibility Complex) (VITA et al., 2015). Por ser um banco de dados de epitopos, o IEDB possui
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diversos registros sem a estrutura tridimensional do complexo antigeno-anticorpo. No entanto, quando um
epitopo do banco de dados tem sua estrutura disponivel no PDB (Protein Data Bank)(BERMAN, 2000),
os dados referentes a ela sdo disponibilizados. Quando a estrutura tridimensional ¢ disponivel, o IEDB
apresenta uma lista de residuos correspondente ao epitopo, uma lista de residuos correspondente ao
paratopo e a area de contato das duas moléculas. Estas informagdes sdo apresentadas em duas secdes,
quando possivel: “contatos curados” e “contatos calculados”. A sec¢do “contatos curados” apresenta as
informagdes existentes na publicagdo relacionada a estrutura tridimensional. A secdo ‘“‘contatos
calculados” apresenta os dados de epitopo e paratopo calculados a partir da estrutura tridimensional
disponivel no PDB, considerando os residuos do antigeno e do anticorpo que estdo a uma distancia
méxima de 4A (PONOMARENKO et al., 2011). Apesar de listar os residuos que compdem o paratopo e
o0 epitopo, a atual versdo do IEDB nao apresenta os dados referentes aos tipos de contatos existentes entre
antigeno e anticorpo.

O abYsis € um sistema web que inclui um banco de dados de sequéncias e estruturas de anticorpos
integrado com um conjunto de ferramentas de analise destes dados (SWINDELLS et al., 2017). Nesse
banco de dados, as sequéncias das cadeias dos anticorpos sao automaticamente numeradas segundo os
esquemas de numeragdo de Kabat e Chothia, mencionados anteriormente na secdo 1.2. Além disso, sao
disponibilizadas informagdes como CDRs, pareamento de cadeias leves e pesadas e identificacdo de
residuos ndo usuais, isto €, pouco frequentes em relagdo as sequéncias armazenadas pelo abYsis. A
pesquisa na base de dados pode ser realizada de diversas maneiras, como pelos nomes dos antigenos,
organismo, referéncia bibliografica, estruturas canonicas de CDRs ou motifs. O abYsis apresenta os
resultados de maneira grafica e permite a analise de tendéncias dos dados. Além disso, 0 abY'sis apresenta

uma visualizagdo classica do alinhamento de multiplas sequéncias (MSA — Multiple Sequence Alignment)

28



das cadeias dos anticorpos analisados. Apesar dos diversos recursos do abYsis, ele ndo apresenta dados
relacionados as interagdes entre o antigeno € o anticorpo, ao paratopo € ao epitopo.

O IMGT/3Dstructure-DB ¢ um banco de estruturas tridimensionais, desenvolvido pelo IMGT, que
possui dados de anticorpos ou de receptores de imunoglobulinas, receptores de células T e proteina de
MHC. Ele fornece uma identificagdo padronizada que se baseia na ontologia definida pelo IMGT,
incluindo dados de germlines (genes e alelos para a regido varidvel) e numera¢do dos residuos de
anticorpos segundo a numeracao unica do IMGT (LEFRANC et al., 2003). Além dessas numeragdes, o
IMGT definiu o IMGT/Collier de Perles (RUIZ; LEFRANC, 2002), uma representagdo grafica em duas
dimensdes baseada na numeragdo do IMGT (LEFRANC, 2014; LEFRANC et al.,, 2003). Esta
representacdo permite a visualizagdo de cada sequéncia do dominio varidvel de uma cadeia de anticorpo,
relacionando-a com sua estrutura tridimensional. O IMGT/3Dstructure-DB também apresenta
informagdes sobre os contatos entre antigeno e anticorpo. Estes contatos sdo definidos por um programa
local escrito em C que considera que dois d&tomos estdo em contato se nenhuma molécula de agua pode
ser posicionada entre eles. Desta forma, usando como cutoff o didmetro da molécula de 4gua, € possivel
definir as interagdes de Van der Waals. Para a identificagdo das interagdes de hidrogénio, sdo considerados
critérios de distancia entre os atomos doadores e aceptores, além do angulo entre os dtomos doador,
aceptor e hidrogénio. Os contatos atdmicos sdo identificados como polar, ligagao de hidrogénio, ndo polar,
ou ponte dissulfeto. Além disso, os contatos sdo categorizados segundo a localizagdo dos atomos na
molécula: cadeia lateral ou cadeia principal (EHRENMANN; KAAS; LEFRANC, 2010). As informagdes
de contatos sdo disponibilizadas na interface do banco de dados como uma tabela que relaciona o par de
residuos envolvidos em um contato com a quantidade e o tipo de interagcdes por eles realizadas. O
IMGT/3Dstructure-DB ainda apresenta outra tabela com as mesmas informacgdes resumidas, informando

somente a contagem de residuos e a contagem de interacdes de cada tipo, para cada cadeia das moléculas.
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O AgAbDb ¢ um banco de dados de interacdes entre antigeno e anticorpo. As interacdes sao
definidas a partir da analise de complexos disponiveis no PDB através do programa Antigen Antibody
Interaction Finder (AAIF). Este programa calcula interagdes nao covalentes (interagcdes de Van der Waals,
ligacdes de hidrogénio, pontes salinas e interagdes mediadas por agua) usando critérios de distancia de
geometria e, no caso das interagcdes mediadas por 4gua, somente as moléculas presentes na estrutura PDB
sdo utilizadas (KULKARNI-KALE et al., 2014). As interacdes sdo listadas identificando o par de 4&tomos
envolvidos e o tipo de interacdo (nivel atomico). Porém, quando pares de residuos que interagem sao
listados, ndo hé indicacdo do tipo de interagdo. Adicionalmente, os residuos do paratopo sao identificados
utilizando o esquema de numeracao Kabat. Também sdo apresentadas a estrutura secundaria do epitopo,
a contagem de interagdes por residuo e a area da superficie acessivel ao solvente de cada residuo do
epitopo e do paratopo no complexo ou fora dele, calculada através de diagramas de Voronoi
(KULKARNI-KALE et al., 2014). Apesar dos recursos disponiveis no AgAbDb, de outubro de 2017 até
junho de 2019, ndo houve alteragdo no niumero de complexos depositados, indicando que este banco de
dados nao tem sofrido atualizacdes.

O AppA (NGUYEN; VERMA; ZHONG, 2019) ¢ uma plataforma web para analise, comparacao
e visualizagao de residuos de complexos antigeno-anticorpo. A partir dos complexos disponibilizados no
PDB, o AppA identifica os residuos que fazem parte da interface e calcula as possiveis interacdes
realizadas entre eles. Uma limitagdo desse servidor € a analise de somente um registro do PDB por vez.
No entanto, o Appa informa para cada residuo da interface, sua estrutura secundaria, o grau de exposi¢ao
ao solvente (enterrado, intermedidrio ou exposto) € o nimero de interagdes realizadas, além de exibir uma
representacao da estrutura do complexo. A plataforma ainda permite a comparagdo de 2 complexos,

sobrepondo suas interfaces. Apesar dos recursos disponibilizados e de sua atualizacdo semanal, o modo
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de disponibilizagdo dos dados do AppA impede a sua utilizagdo para avaliar um grande ntimero de
complexos antigeno-anticorpo.

O AbDb (FERDOUS; MARTIN, 2018) ¢ uma colecdo de estruturas de regides variaveis de
anticorpos obtidas a partir do SACS (ALLCORN; MARTIN, 2002), uma base de dados periodicamente
atualizada com as estruturas de anticorpos disponiveis no PDB. O AbDb disponibiliza arquivos de
estruturas das regides varidveis de cada anticorpo (descartando a regido constante e dividindo multiplos
anticorpos em varios arquivos) no formato do PDB e a numeragdo dos dominios varidveis das cadeias
utilizando os esquemas de numeragdo de Kabat (WU; KABAT, 1970), Chothia (CHOTHIA; LESK, 1987)
e Martin (ABHINANDAN; MARTIN, 2008). Com o uso da interface web ¢ possivel buscar os registros
na base de dados informando o identificador do PDB, a espécie do organismo produtor do anticorpo ou
do antigeno, ou ainda informando o nome do anticorpo ou do antigeno. O AbDb também fornece a
possibilidade de o usuario baixar alguns conjuntos de dados, como estruturas de anticorpos em sua forma
livre, em complexo com proteinas ou em complexo com antigenos néo proteicos. E possivel também obter
uma lista de anticorpos idénticos, em complexo ou em sua forma livre. Apesar de apresentar dados
atualizados das estruturas do PDB, o AgDb nao fornece informagdes de contatos entre antigenos e
anticorpos.

O SAbDab ¢ um banco de dados atualizado semanalmente com anotacdes de estruturas de
anticorpos presentes no PDB. Para cada estrutura do PDB, sdo anotados os pares de cadeias leve e pesada
de cada anticorpo e a(s) cadeia(s) do antigeno, caso a estrutura seja de um complexo antigeno-anticorpo.
Além disso, o SAbDab apresenta informacdes sobre os organismos relacionados ao antigeno e ao
anticorpo, o tipo de cadeia leve, a publicagdo cientifica relacionada a estrutura e os dados de afinidade de
ligacao do complexo antigeno-anticorpo, quando disponiveis (DUNBAR et al., 2014). O SAbDab ainda

aplica o esquema de numeracdo Chothia e apresenta, para cada anticorpo, a por¢do variavel numerada
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assim como as sequéncias dos CDRs. Além disso, quando a estrutura do PDB apresenta um anticorpo com
o par de cadeias leve e pesada, sdo apresentados os dados referentes a orientagdo das cadeias para a regido
variavel do anticorpo. O SAbDab permite diferentes modos de selecdo de resultados: exibir todas as
estruturas disponiveis, buscar por uma estrutura especificada por seu identificador ou realizar uma busca
avancada por critérios especificos. Esses critérios podem ser, por exemplo, o organismo produtor do
anticorpo, o tipo de anticorpo (Fab, scFv, VH ou VL), o tipo de cadeia leve, a forma do anticorpo na
estrutura (livre ou em complexo), os dados de afinidade (se forem conhecidos) ou se o anticorpo possui
residuos especificos em determinadas posigdes. Além disso, o SAbDab tem uma opg¢ao de busca ndo
redundante, em que a identidade das sequéncias ¢ analisada e sdo exibidos somente os resultados em que
a identidade ndo ultrapassa um valor de cutoff selecionado pelo usudrio. Para filtrar os registros
considerando as identidades, isto €, gerar uma analise sem estruturas redundantes, o SAbDab utiliza o
programa cd-hit (LI; GODZIK, 2006) que realiza o agrupamento (clustering) das sequéncias. Nos grupos
(clusters) gerados, ¢ garantido que ndo existam sequéncias que tenham valor de identidade superior a um
cutoff. A partir de cada um desses grupos ¢ extraida uma sequéncia representativa do grupo que fara parte
do conjunto de sequéncias ndo redundantes.

Quando uma busca ¢ realizada no SAbDab, além da exibi¢dao de informagdes na tela e seu possivel
detalhamento através de /inks, ¢ disponibilizado um arquivo com os resultados dessa busca para download,
permitindo que esses dados sejam facilmente utilizados em outras implementagdes. Por extrair os dados
de maneira automatica, algumas falhas de anota¢do sdo encontradas no SAbDab, como por exemplo, o
organismo produtor do anticorpo identificado como um virus. No entanto, o SAbDab disponibiliza um
hyperlink para que os usuarios possam informar problemas de anotacdao e melhorar a qualidade do banco
de dados. Apesar das diversas informagdes sobre as estruturas do PDB que contém anticorpos, o SAbDab

ndo apresenta informacdes sobre as interagdes entre antigeno e anticorpo.
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Cada um dos bancos de dados apresentados nesta secdo possui vantagens e desvantagens quando
comparados aos demais. Mas, apesar da disponibilidade de diversos bancos de dados de estrutura de
anticorpos existentes no PDB, nenhum deles permite a analise das possiveis interagdes existente em cada
complexo antigeno-anticorpo, alinhadas as regides de framework e CDRs das cadeias dos anticorpos.
Portanto, para a realizagdo de andlises desse tipo, sdo necessarias buscas em mais de um banco e
processamento de resultados em diferentes formatos. Além disso, como a cada dia o nimero de estruturas
depositadas no PDB cresce, ¢ necessario um banco de dados que seja frequentemente atualizado, assim,

o banco de dados pode conter informagdes das descobertas recentes.

1.6.2 Bancos de dados com informacées de sequenciamento de repertorios de receptores
de células B

Com o sequenciamento em larga escala, um grande conjunto de dados de repertdrio de anticorpos
tem sido gerado. No entanto, a falta de uma padronizacdo na anotagcdo e armazenamento desses dados
dificulta a utilizacdo das informacdes geradas pelos diversos pesquisadores da area. Na tentativa de
superar esse problema, a comunidade AIRR tenta desenvolver mecanismos para o compartilhamento de
dados de sequenciamento de repertdrio armazenados em multiplos repositorios (CORRIE et al., 2018;
RUBELT et al., 2017). No entanto, apesar desses esforcos, grande parte dos trabalhos de sequenciamento
de repertorio depositam somente os dados brutos obtidos (raw reads) em repositorios como o Sequence
Read Archive (SRA) (LEINONEN et al., 2011), sem qualquer tipo de anotag@o em relagdo as sequéncias
de aminoacidos, codificadas pela montagem das reads de nucleotideos, ou anota¢cdes dos CDRs. Com o
objetivo de minimizar o trabalho de se executar um conjunto de softwares para a geracao das informagdes
a partir de dados brutos de sequenciamento de repertdrios, foram criados alguns repositérios como o Pan
Immune Repertoire Database (PIRD) (ZHANG et al., 2018) e o Observed Antibody Space (OAS)
(KOVALTSUK et al., 2018), para armazenamento de dados de anotacdes de sequenciamento de

repertorio.
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O Pan Immune Repertoire Database (PIRD) (ZHANG et al., 2018) ¢ um banco de dados criado
com o objetivo de coletar e armazenar informagdes de sequenciamento de repertdrio de receptores de
células B (BCRs) e T (TCRs - T Cell Receptors). Além das informacdes obtidas a partir do
sequenciamento, também sdo armazenadas informagdes do experimento como: identificagdo do projeto,
tamanho da amostra, tipo do receptor, espécie produtora, artigos publicados, tecido de origem, dados de
estudos longitudinais ou pré/pds-imune, etc. Além disso, esse banco armazena diversas informagdes
estatisticas do repertorio, como o nimero total de sequéncias, o nimero de sequéncias unicas totais e de
CDR3 (tanto de nucleotideos quanto de aminoacidos), a utilizacdo de genes V e J, a distribuicao de
tamanho de CDR3, o pareamento de genes V e J, os 10 clones mais frequentes, etc. Outro recurso oferecido
por esse banco ¢ a visualizacdo dessas estatisticas utilizando graficos, por exemplo, heatmaps e
histogramas. A busca de dados nesse banco pode ser realizada por informagdes do projeto ou das amostras,
como o tipo de receptor analisado ou espécie produtora, ou ainda os resultados de um alinhamento local
(BLAST - Basic Local Alignment Search Tool) de uma sequéncia informada pelo usudrio contra a base
total das sequéncias armazenadas.

O Observed Antibody Space (OAS) (KOVALTSUK et al., 2018) ¢ um repositorio que reune dados
de sequenciamento de repertorio de receptores de células B. Esse repositorio ¢ formado pela coleta de
dados brutos de experimentos armazenados em bases de dados de sequenciamento, como o SRA, e o
armazenamento, de maneira padronizada, das informacdes relativas ao experimento, como, por exemplo,
o tipo de célula B, a fonte dessas cé€lulas e o organismo produtor. Além disso, nesse repositorio foram
incluidas, ap6s o processamento das sequéncias brutas obtidas, as sequéncias de aminoacidos que
codificam cada receptor e a numeracao delas segundo o esquema de numeragao do IMGT (LEFRANC et

al., 2003).
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Considerando a quantidade de dados gerados em cada sequenciamento de repertdrio e o numero
de experimentos atualmente realizados, somado com o esfor¢co da comunidade AIRR e dos bancos de
dados apresentados, pode-se esperar um grande nimero de dados padronizados nos proximos anos que
precisardo de ferramentas para auxiliar nas suas analises e visualizacao.

No entanto, apesar das varias descobertas realizadas nos estudos de sequenciamento de repertorio,
¢ necessario alinhar o conhecimento gerado pelas sequéncias descobertas com as respectivas estruturas
dos anticorpos (KOVALTSUK et al., 2017). Como a cristalizacdo ¢ a resolugdo de uma estrutura ¢é
demorada e consome muitos recursos, a modelagem de anticorpos surge como uma opg¢ao para, a partir
das sequéncias obtidas pelo sequenciamento de anticorpos, obter-se mais informagdes das possiveis
conformagoes adotadas pelas sequéncias e das interagdes realizadas com os antigenos (DEKOSKY et al.,

2016; KRAWCZYK et al., 2018).

1.7 Anadlise de estruturas de anticorpos

Em busca de elucidar os mecanismos de afinidade e especificidade das interagcdes antigeno-
anticorpo, diversos trabalhos foram desenvolvidos para analisar as estruturas desses complexos. Esses
trabalhos, iniciados a partir da analise das estruturas obtidas com técnicas de cristalografia, busca
encontrar caracteristicas comuns aos complexos, ou ao menos a grupos de complexos antigeno-anticorpo.
Ao longo dos anos, novas estruturas de complexos foram resolvidas e novas analises realizadas, o que
confirmou as inferéncias feitas a partir de grupos menores de estruturas ou que modificou tais inferéncias.
Os trabalhos iniciais, que datam das décadas de 80 e 90, exploraram um conjunto reduzido de complexos
(de 3 a 19 complexos) (DAVIES et al., 1990; LO CONTE; JANIN; CHOTHIA, 1999; MACCALLUM,;
MARTIN; THORNTON, 1996; WEBSTER; HENRY; REES, 1994; WILSON; STANFIELD, 1993).

Uma das caracteristicas comumente analisada em complexos antigeno-anticorpo ¢ a preferéncia de

aminoacidos nas interfaces do complexo (DALKAS et al., 2014; GONZALEZ-MUNOZ et al., 2012;
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KRINGELUM et al., 2013; KUNIK; OFRAN, 2013; NGUYEN et al., 2017; PENG et al., 2014;
RAMARAJ et al., 2012; STAVE; LINDPAINTNER, 2013). Essa andlise ¢ interessante, pois o
enriquecimento de certos tipos de aminoacidos nas interfaces podem revelar interagdes energeticamente
favoraveis que determinam a afinidade e especificidade das interagdes (PENG et al., 2014). Além disso,
as informagdes obtidas nesses trabalhos sdo utilizadas para guiar os processos de engenharia de anticorpos
(GONZALEZ-MUNOZ et al., 2012). No entanto, existem algumas diferengas entre estes trabalhos, o que
faz com que nem sempre suas conclusdes estejam totalmente de acordo umas com as outras (KUNIK;
OFRAN, 2013). A Tabela 1.1 apresenta alguns dos trabalhos que realizaram a andalise da preferéncia de
aminoacidos nas interfaces. Como ¢ possivel observar nessa tabela, o nimero de estruturas utilizadas em
cada trabalho ¢ varidvel. Isso se deve ao nimero de estruturas disponiveis no momento da realizagao dos
estudos, o método utilizado para obter as estruturas que contém anticorpos (como busca direta no PDB ou
utilizagdo de bancos de dados como os apresentados na se¢ao 1.6.1) e o procedimento para eliminar a
redundancia do conjunto de dados. Essa tltima agdo € necessaria para que as analises ndo tenham um viés
causado por anticorpos ou antigenos muito estudados ou que sdo utilizados como ferramentas de pesquisa
em diversos contextos. Durante o processo de remogao de redundancia, € necessario escolher, dentre cada
grupo de estruturas semelhantes, uma estrutura representativa do grupo. Na Tabela 1.1 também estdo
apresentados os diferentes critérios de remocao de redundancia e de escolha de estrutura significativa dos
trabalhos analisados. A escolha da estrutura representativa pode ser baseada em diferentes critérios, como
a resolucdo do complexo, o tamanho da interface ou definida aleatoriamente. Novamente, escolhas
diferentes podem levar a resultados variados.

Outro critério que € consideravelmente variavel entre os trabalhos ¢ a forma utilizada para definir
os residuos do antigeno e do anticorpo que fazem parte da interface do complexo. As definigdes mais

usuais sao baseadas em critérios de distdncia entre os residuos (ou seus atomos) e a area do residuo
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Tabela 1.1: Trabalhos que analisam a preferéncia de aminoacidos nas interfaces dos complexos antigeno-anticorpo.

Numero inicial de Remogio de redundancia Numero Definicio de
Referéncia estruturas, banco de P final de estrutura Definicio de interface
.~ (critério e ferramenta) .
dados e restricoes estruturas | representativa
(NGUYEN et al., | ? Sequéncias com identidade 403 Sequéncia mais | DistAncia entre atomos < 6A
2017) SabDab maxima de 99% (cd-hit) longa Variacao na area de
acessibilidade ao solvente
(DALKAS et al., | ? Sequéncias de CDR com 105 Melhor Area de acessibilidade ao
2014) IEDB-3D identidade méxima de 70% resolugdo solvente (em relacdo a GXQ)
Resolugdo < 2.5 A (ClustalW) > 5%
Anticorpo com cadeia
leve e pesada
(PENG et al,|? ? 110 (111 Escolha manual | Variagdo na area de
2014) Antigenos com ao anticorpos) | (STAVE; acessibilidade ao solvente
menos 85 aminoacidos LINDPAINTNE | (dividido por area no
Resolugio < 3.8 A R, 2013) anticorpo livre) > 0,2 ou >0
(KRINGELUM et | 801 estruturas com Entradas duplicadas ou mutagdes | 107 ? Distancia entre atomos < 4A
al., 2013) anticorpo de um antigeno
Antigenos com ao Interfaces similares (vetores de
menos 20 aminoacidos | interagdes com angulo < 0,8 rad)
(KUNIK; 784 estruturas Sequéncias com identidade < 97% | 200 Similaridade das | Predi¢do via Paratome,
OFRAN, 2013) reduzidas a 352 e cobertura < 95% (Blastclust) interfaces e baseado em alinhamento
Anticorpo com cadeia maior numero estrutural
leve e pesada de interagoes Distancia entre 4&tomos < 6A
Antigeno proteico
(STAVE; ? ? 110 (111 Escolha manual | DistAncia entre atomos < 4A
LINDPAINTNER | Antigenos com ao anticorpos) | igual ao de
,2013) menos 85 aminoacidos (PENG et al.,
Resolugio <3.8 A 2014)
(RAMARAJ et | 101 ? 53 ? Area de acessibilidade ao

al., 2012)

solvente quando desassociado
> 50A2
Distancia entre dtomos < 5A

O simbolo de interrogacao (?) representa dados que nao puderam ser obtidos a partir do trabalho em questao.
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acessivel ao solvente, ou a varia¢do dessa acessibilidade quando as moléculas estdo em complexo ou em
sua forma livre. Além disso, considerando-se um mesmo critério, diferentes valores de cuttoff podem ser
escolhidos. Por exemplo, ao se escolher como critério de defini¢do de interface a distancia entre os atomos
dos residuos, ¢ necessario escolher também o valor méximo de distancia que serd aceito para que um par
de residuos faca parte da interface. Nos trabalhos apresentados na Tabela 1.1, quando utilizado o critério
de distancia maxima, observa-se valores de 4 a 6A. Quando o critério utilizado é a 4rea de acessibilidade
ao solvente, é possivel variar o critério de defini¢do de area de acessibilidade, a métrica utilizada para o
calculo da variagdo (por exemplo, diferenca absoluta ou proporcional a area exposta do residuo ou a area
total do residuo) e ainda o valor utilizado como corte para se considerar que existe uma variagao
significativa na area de acessibilidade ao solvente. Além disso, diferentes critérios podem ser combinados
para definir os residuos da interface (NGUYEN et al., 2017; RAMARAIJ et al., 2012). Apesar das diferencas
nos dados e métodos utilizados para a defini¢do da interface de complexos antigeno-anticorpo, € possivel
destacar algumas conclusdes obtidas nessas analises, apresentadas a seguir.

Os epitopos podem ser divididos em duas categorias: lineares ou conformacionais. Em epitopos
lineares, a ligagdo do anticorpo ocorre apenas em uma sequéncia continua de residuos de aminoacidos do
antigeno. Por outro lado, em epitopos conformacionais, os residuos estdo proximos através do
enovelamento do antigeno e nio necessariamente proximo em sua estrutura priméaria (FORSSTROM et
al., 2015). Epitopos tém em média 1544 residuos (KRINGELUM et al., 2013), sendo que epitopos lineares
e conformacionais tém em média nove e dezoito residuos, respectivamente (DALKAS et al., 2014). Em
geral, os epitopos sdo ricos em triptofano, tirosina, lisina, arginina, histidina, acido glutdmico, acido
aspartico, glutamina (DALKAS et al., 2014; RAMARAIJ et al., 2012) e asparagina (DALKAS etal., 2014).
Aminoacidos menos frequentes nos epitopos sdo a leucina, a alanina, a cisteina, a isoleucina e a valina

(DALKAS et al., 2014). Apesar da diferenga entre as frequéncias de cada aminoacido nos epitopos,
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comparando-se a frequéncia dos residuos do epitopo com o restante da superficie do antigeno, ndo ¢
possivel distinguir a regido de interface das demais regides expostas ao solvente (KRINGELUM et al.,
2013; PENG et al., 2014). Outra caracteristica conhecida dos epitopos € serem, geralmente, compostos
por alcas (loops) (OFRAN; SCHLESSINGER; ROST, 2008; PENG et al., 2014).

O paratopo ¢ rico em tirosina e triptofano (KRINGELUM et al., 2013; KUNIK; OFRAN, 2013;
MIAN; BRADWELL; OLSON, 1991; NGUYEN et al., 2017; PENG et al., 2014; RAMARAIJ et al.,
2012), com énfase na tirosina (DAVIES; COHEN, 1996). Além destes aminoacidos, sdo também
frequentes a serina (DALKAS et al., 2014; KRINGELUM et al., 2013; KUNIK; OFRAN, 2013;
NGUYEN et al., 2017, RAMARAIJ et al.,, 2012), a histidina (CHEN; VAN REGENMORTEL;
PELLEQUER, 2009; NGUYEN et al., 2017; RAMARAJ et al., 2012), a asparagina (KUNIK; OFRAN,
2013), a fenilalanina (PENG et al., 2014; RAMARAJ et al., 2012), a isoleucina (RAMARAJ et al., 2012)
e o acido aspartico (DALKAS et al., 2014). Além disso, sdo menos frequentemente encontrados no
paratopo a prolina, a lisina, o acido glutamico (DALKAS et al., 2014; PENG et al., 2014), mas também a
histidina, glutamina, arginina, alanina, leucina, isoleucina, valina, metionina, prolina e cisteina (PENG et
al., 2014). Como a definicdo de enriquecimento ou deplecdo de aminoéacidos na interface ¢ variavel,
devido ao conjunto analisado e ao outro conjunto de comparacao (interfaces de proteinas em geral ou
superficie das moléculas, por exemplo), alguns resultados dos trabalhos analisados podem ser diferentes,
como o caso da diferenca da frequéncia da histidina e da isoleucina.

Apesar dos diversos estudos conduzidos para caracterizar a composi¢do de aminoacidos das
interfaces de complexos antigeno-anticorpo, nem sempre a frequéncia dos aminodcidos revela a
importancia dos mesmos na ligacao entre as moléculas (KUNIK; OFRAN, 2013). Por causa disso, outra
caracteristica importante na analise dos complexos antigeno-anticorpo ¢ o conjunto de interagdes que

existem na interface. No entanto, os tipos de interagdes analisadas e suas defini¢des sdo diferentes entre
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as pesquisas desenvolvidas. A Tabela 1.2 apresenta as defini¢des de interface utilizadas em trés trabalhos
que analisam as interagdes entre antigenos e anticorpos.

Nguyen e colaboradores (NGUYEN et al., 2017) perceberam o importante papel da tirosina nas
interagdes entre o paratopo e o epitopo, sendo o residuo mais frequente na interface e também o que possui
maior numero de interagdes de hidrogénio e de Van der Waals, além de contatos hidrofobicos. Além da
tirosina, a glicina realiza um niimero significativo de interagdes de hidrogénio e de Van der Waals. O
numero de interagdes idnicas ¢ menor que as interagdes de hidrogénio e de Van der Waals, sendo a arginina
e o acido aspartico os residuos que mais fazem este tipo de interagdo. Além das interagdes comumente
analisadas em complexos, Nguyen e colaboradores analisaram as moléculas de agua presentes na interface
e perceberam que elas mediam um nimero significante de interagdes entre o antigeno e o anticorpo. Foram
encontradas moléculas de dgua na interface ligadas ao paratopo e ao epitopo através de interagdes de
hidrogénio em mais da metade dos complexos analisados. Os residuos de tirosina, serina, acido aspartico
e asparagina sao os que mais fazem interagdes com essas moléculas de agua.

Dalkas e colaboradores (DALKAS et al., 2014) destacaram que as interagdes mais frequentes na
interface de complexo antigeno-anticorpo sao as interagcdes de hidrogénio e os contatos hidrofobicos. As
pontes salinas sdo, na maioria dos complexos antigeno-anticorpo, formadas por um residuo carregado
positivamente no antigeno e um negativamente no anticorpo. Por outro lado, as interagdes de hidrogénio
sao preferencialmente realizadas pelos residuos de tirosina, serina, treonina e asparagina, do paratopo,
com uma predominancia da tirosina. Além disso, os autores perceberam que os contatos hidrofobicos sdo
mais frequentes em epitopo lineares, enquanto em epitopos conformacionais, as interagdes de hidrogénio,
cation/amino-t € empilhamento 7 sdo mais frequentes. Independentemente do tipo de epitopo analisado,
a tirosina ¢ o residuo que mais realiza contatos hidrofobicos com o epitopo. Esse residuo também ¢

preferido nas interagdes de empilhamento n. Dalkas e colaboradores ainda destacam o maior nimero de
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Tabela 1.2: Trabalhos que analisam as interagdes entre antigeno-anticorpo

(BURKOVITZ; OFRAN,

Referéncia (NGUYEN et al., 2017) 2016) (DALKAS et al., 2014)*
a(D-H-A) > 90° d(D-A) < 3.89A

Interacdes de | a(D-H-A) > 120° d(D-A) <3.9A ouU

hidrogénio' d(D-A) <3.5A d(H-A) <2.5A 90° < a(D-H-A) < 270°

d(A-H) <4A

Contatos d(4tomos da CL de residuos d(atomos dos residuos

Hidrofébicos | apolares?) < 5A ) apolares?) < 5A

Interacdes de | d(atomos) < rvdw(atomol)

Van der Waals | + rvdw(dtomo2) + 0,5A ) )

Interacgoes Interacdes i6nicas: d(atomos | Pontes salinas: d(O da CL da | Pontes salinas: ndo indica os

ionicas / da CL de um aa basicoede | Asp ou Glue N da CL da Arg, | atomos

pontes salinas | um aa 4cido’) < 6A Lys ou His) < 4A d(dtomos) < 4A

Interacoes
cation-m,
amino-,
empilhamento
71:

Empilhamento r*:
d(centroides dos anéis m) < 8A
d(ao menos um atomo de cada
anel) < 4,5A

0 <a(plano de um anel e reta
formada pelos centroides) <
60°

0 < a(planos dos anéis) < 30°
Cdtion-n*:

d(cation da CL da Lys ou Arg
e centroide do anel ) < 7A
d(cation da CL da Lys ou Arg
e o pano do anel) < 6A

a(reta, formada pelo cation da
CL daLysou Arge o
centroide do anel, e plano do
anel) < 45°

Empilhamento r*:

d(atomo de um anel & ¢ um
4tomo do outro anel) < 5A
Um atomo de um anel deve
estar contido em um cilindro
(h =5A, r = 3 x r(outro anel))
com base no outro anel
Amino-m*:

d(atomo do anel e atomo do
grupo amino da Glu ou Asn)
<4,5A

O atomo deve estar contido
um cilindro (h =4,5A,r=2x
r(anel)) com base no anel
Cation-m*:

d(atomo do anel e atomo do
grupo positivo da Arg, Lys
ou His) < 4,5A

O atomo deve estar contido
um cilindro (h =4,5A,r=2x
r(anel)) com base no anel

Moléculas de
dgua na
interface

Molécula de agua que faz
interagdo de hidrogénio com
um residuo do epitopo ¢ um
do paratopo

Abreviagdes: a: angulo, d: distancia, rvdw: raio de Van der Waals, CL: cadeia lateral, aa: aminoacido, r: raio

' Atomos doadores (D): NE, NH1 e NH2 da Arg; ND2 da Asn; NE2 da GIn; ND1 e NE2 da His; NZ da Lys; OG
da Ser; OG1 da Thr; NEI do Trp; OH da Tyr. Atomos aceptores: OD1 da Asn; OD1 e OD2 do Asp; OE1 da Gln;
OE1 e OE2 do Glu; ND1 e NE2 da His; OG da Ser; OG1 da Thr; OH da Tyr.
2Residuos apolares: Ala, Ile, Leu, Met, Phe, Pro, Tyr, Trp, Val.

3 Atomos carregados de aminoacidos basicos (CZ, NE, NH1, NH2 da Arg; CD2, CE1, CG, ND1, NE2 da His; NZ

da Lys) e de aminoacidos acidos (CG, OD1, OD2 da Asp; CD, OE1, OE2 do Glu).

4 Anel 7t: anel aromatico dos aminoacidos Trp, Tyr, Phe e His
* Como os empilhamentos 7 entre os residuos Tyr, Trp e Phe também sdo identificados como contatos
hidrofobicos, estas interagdes somente foram contabilizadas no primeiro grupo.
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interagdes cation/amino-t quando se compara complexos antigeno-anticorpo com outras interfaces entre
proteinas, sendo que o nimero de interagdes do tipo cation-n € duas vezes mais frequente que as do tipo
amino-m nestes complexos. Novamente, a tirosina ¢ o residuo do paratopo mais frequente nessas
interagdes. Devido a ocorréncia da tirosina em todos os tipos de interagdo analisadas, exceto nas pontes
salinas, e que, consequentemente ela pode realizar diversos tipos de interacdo, os autores concluiram que
ela desempenha um papel importante no reconhecimento e ligagdo dos anticorpos aos antigenos
(DALKAS etal., 2014).

Diferentemente dos trabalhos anteriormente descritos, Peng e colaboradores (PENG et al., 2014)
analisaram a interag@o de antigenos e anticorpos diferenciando os atomos que compdem os residuos. Eles
concluiram, assim como os demais trabalhos, que o paratopo € rico em residuos aromaticos,
principalmente a tirosina. Os autores também concluiram que estes residuos sdo circundados por cadeias
laterais hidrofilicas, principalmente de acido aspartico, asparagina, serina, treonina e glicina. Em especial,
as cadeias laterais dos residuos do parotopo sdo ricas em atomos doadores e aceptores de hidrogénio.
Normalmente, as cadeias laterais aromaticas do paratopo interagem, principalmente, com atomos da
cadeia principal do antigeno e os carbonos alifaticos das cadeias laterais. Além disso, as cadeias laterais
hidrofilicas podem contribuir substancialmente para a especificidade dos anticorpos através das interagdes
de hidrogénio realizada com o epitopo (PENG et al., 2014).

Apesar do conhecimento gerado pelos trabalhos que analisaram as estruturas de complexos
antigeno-anticorpo e sua utilizagdo nas areas de modelagem e engenharia de anticorpos, ainda nao sao
claras as regras que governam o reconhecimento entre antigeno e anticorpo e a especificidade dos
anticorpos (MARILLET et al., 2017; PENG et al., 2014; SELA-CULANG; KUNIK; OFRAN, 2013).

Além disso, como ressaltado por Burkovitz e Ofran (BURKOVITZ; OFRAN, 2016), o desenvolvimento
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de ferramentas para a andalise de complexos antigeno-anticorpo ainda estd no inicio de seu
desenvolvimento.

Por essas razdes, neste trabalho é proposto o desenvolvimento de ferramentas para andlise de
estruturas de complexos antigeno-anticorpos e para visualizacdo de sequéncias de anticorpos em larga
escala a fim de identificar padrdes que gerem um melhor entendimento dos principios que determinam a
afinidade e especificidade dos anticorpos. Estas analises podem contribuir gerando o conhecimento de
como mudangas em alguns aminoacidos podem influenciar na estrutura e interagdo dos anticorpos
(KRAWCZYK; DUNBAR; DEANE, 2017). Os padroes identificados podem facilitar o entendimento da
imunidade humoral e o desenvolvimento de terapias baseadas em anticorpos (PENG et al., 2014). Além
disso, esses padroes podem guiar o processo de engenharia de anticorpos tanto para uso em terapias como
também para diagnésticos e pesquisa. Estas informagdes podem ainda ser utilizadas na geracdo de
bibliotecas sintéticas exploradas por técnicas de display e na modelagem de anticorpos (FINLAY;
ALMAGRO, 2012; HONEGGER; PLUCKTHUN; PLUCKTHUN, 2001). Essa analise inclui todas as
interacdes comumente analisadas em complexos antigeno-anticorpo e as diversas estruturas que foram
depositadas posteriormente a realizagdo dos demais trabalhos citados anteriormente. Por fim, as
ferramentas de andlise aqui propostas sdao semanalmente atualizadas semiautomaticamente, (com
intervencao de um curador, se necessario) permitindo, também, a analise de estruturas depositadas no

futuro.
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2 Objetivos

O objetivo geral deste trabalho ¢ desenvolver estratégias de andlise e visualizagdo em larga escala
das cadeias dos anticorpos e suas interacdes com o antigeno que permitam uma melhor compreensao do
processo de reconhecimento e ligagdo de anticorpos a antigenos.

Os objetivos especificos deste trabalho sao:

e Definir um conjunto de dados de estruturas de anticorpos e seus complexos com os antigenos
que permitam a analise das cadeias de dominios variaveis dos anticorpos ¢ das interagdes
com os antigenos;

e Propor um método de visualizacdo em larga escala de alinhamento de multiplas sequéncias
de dominios variaveis de anticorpos;

e Implementar uma plataforma que disponibilize ao publico em geral a visualizagdo proposta
e permita a analise de sequéncias de dominios variaveis de anticorpos;

e Extrair propriedades estruturais e fisico-quimicas e calcular as interagdes moleculares
existentes nas estruturas de complexos de antigeno-anticorpo;

e Implementar um banco de dados para armazenar as propriedades e interagdes calculadas ou
extraidas;

e Analisar os dados gerados em busca de uma melhor compreensdo do processo de

reconhecimento e ligacao de anticorpos a antigenos.

44



3 Meétodos

A fim de alcancar os objetivos deste trabalho as seguintes etapas foram desenvolvidas:

a) Proposta de uma representacdo de visualiza¢do do alinhamento de dominios variaveis de cadeias
de anticorpos em larga escala;

b) Implementacdo de uma plataforma web que disponibiliza a visualizagdo proposta e permite a
analise de um conjunto de sequéncias de anticorpos obtido a partir de diversas fontes de dados;

c) Extracdo de dados de estruturas de complexos antigeno-anticorpo disponiveis no PDB
(BERMAN, 2000);

d) Calculo e armazenamento de propriedades das estruturas e das intera¢des dos complexos obtidos
na etapa anterior;

e) Analise dos dados obtidos na etapa anterior.

A representagdo obtida a partir da execucdo da etapa (a), chamada Collier de Diamants, sera

apresentada na se¢do 4.1 deste texto. Na secdo 4.2.2, sdo apresentados os materiais € métodos utilizados

na realizacdo da etapa (b) que resultou na plataforma Yvis disponivel em http://bioinfo.icb.ufmg.br/yvis/.

Os materiais e métodos necessarios a execucao das etapas (c) e (d) sdo descritos na secao 5.2. Essas etapas
geraram o banco de dados Ydb apresentado no capitulo 5. Para a execu¢do da etapa (e), foram utilizados
a representacao Collier de Diamants, a plataforma Yvis e o banco de dados Ydb, além de scripts

implementados para o processamento dos dados como apresentados na se¢do 5.4.1.
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4 Visualizacio de alinhamento de sequéncias de anticorpos em larga
escala

Como descrito na se¢do 1.1, anticorpos possuem regidoes variaveis com estrutura altamente
conservada, apesar das diferencas em suas sequéncias de aminoacidos. O dominio variavel de cada cadeia
leve e pesada de um anticorpo ¢ composto de 9 fitas beta (A, B, C, C°, C”’, D, E, F e G) ligadas por 5
voltas beta e 3 loops, formando um sanduiche de duas folhas (ABED ¢ GFCC’C’’) empacotadas uma
contra outra por meio de interagdes hidrofobicas. Estas folhas mantém-se unidas por uma ponte dissulfeto
entre duas cisteinas conservadas, uma em cada folha (LEFRANC, 2014). Essa estrutura conservada
permitiu ao IMGT definir, a partir de seu sistema de numeragao, descrito na se¢cdo 1.2 (LEFRANC, 2014;
LEFRANC et al., 2003), representagdes em duas dimensdes dos dominios de anticorpos e receptores de
células T, conhecida como IMGT Collier de Perles (KAAS; LEFRANC, 2007; RUIZ; LEFRANC, 2002).

A Figura 4.1 apresenta as duas representagdes do dominio varidvel de uma cadeia de um anticorpo
seja ela leve ou pesada. Como o IMGT Collier de Perles ¢ baseado no esquema de numeragdo do IMGT,
a sequéncia da cadeia representada contém gaps inseridos pela aplicacdo desse esquema e, por meio dele,
¢ possivel identificar as regides de framework e CDRs. A representagdo da Figura 4.1a corresponde a
sequéncia do dominio varidvel da cadeia, representando suas fitas beta, na mesma ordem da estrutura
primaria da cadeia. Essa representacdo ¢ conhecida como Collier de Perles apresentada em uma camada.
Os CDRs sao destacados nas cores vermelho, amarelo e roxo e sdo delimitados pelos residuos das regides
de framework representadas nos quadrados.

Os residuos conservados que determinam as posi¢cdes de cada um dos residuos no esquema de
numeragdo e, consequentemente, no Collier de Perles sao destacados com fonte vermelha. Além disso,
posicdes hachuradas representam os gaps da sequéncia em relacdo ao esquema de numeracgdo. A Figura

4.1b apresenta as mesmas informagdes, no entanto, as fitas betas sdo rearranjadas para que fitas proximas
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na estrutura tridimensional estejam também préximas nessa representacdao, chamada Collier de Perles

apresentada em 2 camadas.

Figura 4.1: Representacdes do dominio variavel da cadeia pesada (H) do anticorpo da
estrutura INOX do PDB. (A) Collier de Perles em 1 camada. (B) Collier de Perles em 2
camadas. Figura adaptada de (LEFRANC, 2014).

Apesar de ser uma representacdo util para a visualizagdo da sequéncia de um anticorpo
relacionando-a com sua estrutura tridimensional, a representacdo do Collier de Perles somente permite a
analise de sequéncias individualmente, ndo permitindo a inspe¢ao de diversas sequéncias em conjunto. A
maneira que existe para comparar diversas sequéncias € utilizar uma das visualizag¢des de alinhamento de
multiplas sequéncias, no entanto, a relagdo com a estrutura tridimensional do anticorpo ¢ perdida.

A visualizacao do alinhamento de multiplas sequéncias, geralmente, € feita por meio de uma matriz
em que cada linha representa uma sequéncia e cada coluna uma posi¢ao do alinhamento. Cada célula dessa
matriz geralmente contém um residuo da sequéncia e cores sdo utilizadas para classificar estes residuos
ou posigoes. Essa classificagdo pode estar associada a propriedades fisico-quimicas dos residuos ou a
valores quantitativos que, por exemplo, representam hidrofobicidade ou exposicdo ao solvente

(PROCTER et al., 2010). A utilizacdo da classificacdo através de cores permite ao usudrio analisar as
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tendéncias para cada posicdo ou regido de grupos de sequéncias, além de sequéncias ou posicdes
divergentes. Existem outras maneiras de apresentar padrdes a partir de um alinhamento de multiplas
sequéncias, como 0 WebLogo (CROOKS et al., 2004). No entanto, ndo foram encontradas ferramentas
que permitam a analise de um grupo de sequéncias de anticorpos além de ferramentas tradicionais de

visualiza¢do de alinhamento de multiplas sequéncias.

4.1 Proposta de representagao de atributos de multiplas cadeias de anticorpos

Com a crescente disponibilidade de dados de anticorpos, seja através de novos anticorpos com
estruturas resolvidas e disponibilizadas no PDB, seja através do sequenciamento do repertério de
receptores de células B (Rep-Seq), surge a necessidade de se desenvolver meios para a analise de um
grande conjunto de dados. Um dos gargalos nesse processo € a visualizagdo do alinhamento de multiplas
sequéncias de cadeias de anticorpos acompanhado de informagdes da estrutura dessas cadeias. Para suprir
essa necessidade, neste trabalho foi proposta uma representacao de atributos de sequéncias de dominios
variaveis de cadeias de anticorpos baseada na representacao do IMGT/Collier de Perles (Colar de pérolas).
Nessa proposta, cada uma das posi¢des do Collier de Perles apresenta um grafico relativo a algum atributo
dos residuos das sequéncias alinhadas segundo o esquema de numeragdao do IMGT. Exemplos desses
atributos sdo: classificagdo segundo propriedades fisico-quimicas dos residuos, como classificacao de
residuos segundo sua cadeia lateral, hidrofobicidade, estrutura secundaria ou ainda tipos e nimero de
interacdes realizadas com o antigeno. Cada grafico de posi¢do exibe a proporcao dos residuos das cadeias
analisadas, segundo a frequéncia deles, semelhante a um grafico de setores ou pizza. Os setores
correspondem a classes possiveis para o atributo analisado. Como cada “pérola” do “colar de pérolas” foi
substituida por uma representacdo com multiplas faces, a representagcdo proposta foi chamada de Collier

de Diamants (Colar de Diamantes).
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A Figura 4.2 apresenta a representacao proposta para o alinhamento de 113 sequéncias de dominios
variaveis de cadeias de anticorpos tendo como atributo analisado as propriedades fisico-quimicas dos
aminoacidos classificados como apresentado na Tabela 4.1 (CROOKS et al., 2004). Os niimeros do lado
esquerdo de cada grafico de pizza indicam a posicao por ele representada. No esquema de numeragdo do
IMGT, quando o CDR3 possui mais de 13 residuos, as insercdes sdo colocadas entre as posi¢des 111 e
112 e sao identificadas por uma dessas posi¢des seguida de um ponto e outro nimero, na ordem 112.1,
111.1,112.2, 111.2. Além disso, as posi¢des dos frameworks que servem de ancora para cada um dos trés
CDRes, isto ¢, uma posi¢do antes ¢ uma posicao depois de cada CDR, sdo destacadas por quadrados. As
cores desses quadrados, na representacao proposta, identificam os CDRs: verde para o CDR1, laranja para
o CDR2 e azul para o CDR3.

Tabela 4.1: Classificacdo dos residuos das sequéncias analisadas segundo suas propriedades

quimicas
Classe do aminoacido | Cor Aminoacidos
Acido Vermelho | Acido aspartico (D) e 4cido glutdmico (E)
Basico Azul Arginina (R), histidina (H) e lisina (K)
Hidrofobico Preto Fenilalanina (F), prolina (P), valina (V), leucina (L), isoleucina
(D), alanina (A), triptofano (W) e metionina (M)
Neutro Roxo Asparagina (N) e glutamina (Q)
Polar Verde Cisteina (C), serina (S), glicina (G), tirosina (Y) e treonina (T)
Gap Cinza -

As sequéncias apresentadas na Figura 4.2 foram obtidas a partir de estruturas do PDB de anticorpos
de lhama (somente cadeia pesada) e foi aplicado um filtro de redundancia para garantir que as sequéncias
analisadas tenham no maximo 95% de identidade (os detalhes do processo de filtragem serdo descritos
nas segoes 4.2.1 e 4.2.2). Com a representacdo proposta, € possivel observar as posi¢des hipervariadas,
por exemplo a posicao 113, posicdes altamente conservadas, como as posigoes 23, 41 e 53 e posi¢des

variaveis, mas com predominancia de alguma classe, como a posicao 63. Assim como a representacao
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Collier de Perles pode ser apresentada utilizando uma ou duas camadas, como descrito anteriormente, a
representacdo proposta neste trabalho também pode ser apresentada dessas duas maneiras.

Alignment from 113 sequences

111.8

111.7 112.7
Residue classes:
.Acid 111.6 1126
P Basic | |
B Hydrophebic 111.5 1125
B neutral 4
0 Polar 111.4 112.4

Gap
111.2 112.3 ‘

112.2

1121

112

113

114

115

116

118

118

120

121

10

122

123

124

125

126

127

Figura 4.2: Proporcao de residuos em cada posi¢cdo de 113 sequéncias de cadeias pesadas de
anticorpos de lhama, utilizando a representacao proposta neste trabalho através da apresentada
em | camada.
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Ferramentas de visualizagdo de multiplas sequéncias, além de utilizar cores para representar
propriedades no alinhamento, utilizam outras formas de realce para identificar predominéncia de residuos
em determinadas posi¢des, comparando o alinhamento com uma sequéncia consenso ou uma sequéncia
de referéncia. As ferramentas podem realcar a predominancia de diversas maneiras, como nao colorindo
certas posi¢des, colocando marcas sobre o alinhamento, colocando os residuos com letras maiusculas ou
minusculas ou ainda, substituindo-os por outros simbolos (PROCTER et al., 2010). Na representagdo
proposta neste trabalho, o realce de posicdes de predominancia de uma classe para o atributo analisado ¢
feito implicitamente, pois o grafico de setores permite a visualizagdo direta de classes dominantes em
determinadas posi¢des. No entanto, para comparar um grupo de sequéncias analisadas com uma sequéncia
especifica, como uma sequéncia de referéncia, consenso ou de um gene germline, foi utilizado um recurso
adicional. Nesse recurso, cada um dos residuos da sequéncia ¢ desenhado no centro do grafico de setores
circundado pela cor correspondente a classe do residuo segundo o atributo analisado, como mostrado na
Figura 4.3. Com essa representacao, comparando-se a cor do circulo central com os setores de um grafico
de posi¢do correspondente, € possivel perceber quais posicdes possuem residuos com a mesma classe do
residuo da sequéncia especificada e quais sdo divergentes.

Outro recurso proposto nessa representacdo ¢ o destaque de posigdes relevantes a andlise
considerando um novo atributo além do utilizado na classificagdo do grafico de setores. Esse atributo
adicional deve ser algum atributo de cada uma das posi¢des que possa ser simplesmente contado. Por
exemplo, quando se analisa um grupo de sequéncias de anticorpos que se ligam a um determinado epitopo,
¢ interessante conhecer quais sao as posicoes das cadeias do anticorpo que mais realizam interagdes com
o antigeno. Dessa forma, um exemplo de atributo adicional que pode ser utilizado nessa analise € o nimero
de sequéncias em que cada uma das posigdes faz contato com o epitopo. Outro exemplo, seria 0 nimero

de sequéncias em que cada posi¢do tem acessibilidade ao solvente acima de algum valor limite.
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Figura 4.3: Propor¢ao de residuos (classificados segundo suas propriedades fisico-quimicas)
em cada posicdo de 10 sequéncias de cadeia pesada de anticorpos contra zika virus comparada
com a referéncia consenso de sequéncias de anticorpos contra dengue (dados nao publicados).

O atributo adicional na visualizagdo proposta ¢ representado através de um circulo adicional,
visivel na parte exterior de cada um dos graficos de setor, com raio proporcional ao nimero de sequéncias

que possuem tal atributo, como apresentado na Figura 4.4. Essa figura apresenta parte do CDR3,
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destacando, para as estruturas analisadas, diversas posi¢des que podem realizar interagdes com o epitopo
(considerando uma distdncia maxima de 8A entre carbonos alfa). Nessa figura, é possivel observar que,
nas cadeias analisadas, ¢ mais frequente as posi¢des 109 e 110 interagirem com o antigeno que a posicoes

116 e 117 e que a posi¢do 106 ndo interage com o antigeno em nenhuma das estruturas analisadas.

10 113
ofl 114
od 14

Figura 4.4: Destaque das posi¢cdes que mais realizam interagdes com o antigeno no CDR3
para as sequéncias representadas na Figura 4.2.

4.2 Yvis: plataforma para andlise e visualizacdo em larga escala de alinhamento de
anticorpos

Neste trabalho foi implementada uma plataforma de andlise e visualizag¢do de alta densidade de
alinhamentos de dominios variaveis de cadeias de anticorpo (antibodY Visualization platform),

disponibilizada em um servidor web no enderego http://bioinfo.icb.ufmg.br/yvis/. Essa plataforma inclui

um banco de dados de estruturas de anticorpos curado e atualizado semanalmente (Yvis database) e um
conjunto de recursos para a analise de anticorpos, como a visualiza¢do proposta, o Collier de Diamants, e
multiplas opcdes para a filtragem das sequéncias analisadas. Essa plataforma serd apresentada na proxima

secdo e os detalhes de sua implementacao serdo apresentados na se¢do 4.2.2.

4.2.1 Funcionalidades da plataforma Yvis

O banco de dados da plataforma Yvis ¢ uma cole¢do de informagdes de estruturas de anticorpos

presentes no PDB em sua forma livre ou em complexo com um antigeno. As informagdes de cada cadeia

53



armazenada nesse banco de dados compreendem: a identificacdo da estrutura no PDB e da cadeia, os
organismos produtores do anticorpo e do antigeno (caso o anticorpo esteja em complexo com um antigeno
proteico) ou tipo do antigeno (hapteno, carboidrato ou dcido nucleico), a sequéncia com gaps segundo o
esquema de numeragdo do IMGT, informagdes dos genes germlines V e J (alelo inferido e o valor de
identidade) e as posi¢des da cadeia do anticorpo que possivelmente realizam contatos com o antigeno
(quando a estrutura do PDB ¢ de um complexo entre anticorpo e antigeno proteico). Os detalhes da geragdo
dessas informagdes serdo apresentados na secdo 4.2.2. A Figura 4.5 apresenta uma visdo geral da

plataforma Yvis.

Data input (A
P ( ) Yvis database OR User input file
Search by File content

Show all PDB IDs Antibody Antigen Germline Keywords Ungapped IMGT/ IMGT/High Ungapped Gapped total
chains producing  producing  classification variable domain DomainGap  V-QUEST CDR or partial
\ organism organism ) sequences | Alignresult result | sequences sequences |
Filter options:
* Hide engineered chains ANARCI IMGT . Gap insertion
numbering

* Show only first VH/VL pairs numbering
* Maximum identity

. if necessa
extraction { )

(i

Sequence comparison

Analysis (B)

Initial gapped
sequences set

* Chain type

* Producing organism:
* Antibody
* Antigen

= Antigen molecule

description
= Vgene
* Jgene

Filter

H [ 13 [ I
2-layers representation

U]

1, [

Sequences
subset

Putative contacts
with antigen

(1

Figura 4.5: Visdo geral da plataforma Yvis. A caixa (A) apresenta os tipos de entradas de
dados aceitos pelo Yvis. A caixa (B) apresenta o processo de analise dos dados na plataforma
e as op¢des de visualizacdo do alinhamento de multiplas sequéncias, as regides de possiveis
contatos € a comparagao do alinhamento com uma sequéncia especificada pelo usudrio. Figura
retirada do artigo (CARVALHO; MOLINA; FELICORI, 2019).
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Ao utilizar a plataforma Yvis, sdo apresentadas diversas op¢des para o usuario definir os dados de
entrada para o processamento e consequente analise. Essas opc¢des sdo divididas em duas fontes:
sequéncias armazenadas no banco de dados do Yvis e arquivos do usuario (Figura 4.5A). Para analisar as
sequéncias das estruturas armazenadas na base de dados do Yvis, o usudrio deve escolher entre as
seguintes opcdes: analisar todas as estruturas disponiveis na base de dados; indicar uma lista de
identificadores das estruturas segundo o PDB ou, ainda, os identificadores da estrutura e das cadeias;
selecionar uma ou mais espécies de organismo produtor do anticorpo; selecionar uma ou mais espécies de
organismo produtor de antigenos proteicos, ou o tipo de antigeno, ou a opgdo de anticorpos livres;
selecionar um ou mais alelos dos genes V ¢ J, além do organismo de origem do gene; ou dados dos artigos
de referéncia do deposito das estruturas no PDB. As diversas listas apresentadas para a sele¢do do usuario
contém somente opgdes referentes ao tipo de selecdao escolhida, por exemplo, a lista de organismos
produtores de antigeno ¢ diferente da lista de produtores de anticorpos. Ja a op¢do de exibi¢do por dados
dos artigos de referéncia do deposito da estrutura permite ao usuario informar palavras-chave presentes
no titulo e no sumario do artigo, os autores, o ano de publicagdo e o cddigo de indexagao da publicagao,
nos formatos Digital Object Identifier (DOI) e/ou PubMed Identifier (PMID). Esses dados podem ser
utilizados com os operadores l6gicos AND, OR e NOT. Nessa op¢ao, a requisi¢do do usuario € processada
consultando as informagdes dos artigos disponiveis no PDB.

Todas as opg¢des de analise de sequéncias armazenadas no banco de dados do Yvis fazem com que
a ferramenta selecione todas as cadeias leves e pesadas de todas as estruturas disponiveis na base de dados
que correspondam ao critério de sele¢dao. No entanto, frequentemente, o usudrio ndo deseja analisar mais
de um par de cadeias leve e pesada por estrutura, ja que, normalmente, os pares de cadeia leve e pesada
de um mesmo anticorpo sao iguais, com excecao dos anticorpos bivalentes. Nesse caso, o usudrio tem a

opgao de restringir a opcao de exibi¢ao indicando se somente um par de cadeias ou todas as cadeias devem
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fazer parte da sele¢ao. Outro recurso importante do Yvis ¢ a possibilidade de indicar um valor maximo de
identidade entre as sequéncias analisadas. Caso essa opcao seja selecionada, a ferramenta inclui na andlise
somente as sequéncias que satisfazem esse critério, considerando o valor maximo de identidade para cada
uma das cadeias (leve e pesada). Com essas opgdes, o usuario pode gerar conjuntos de sequéncias nao
redundantes para anélise, evitando vieses nos resultados. Outro critério adicional que o usuario tem para
as sequéncias armazenadas no Yvis ¢ a inser¢do ou ndo de anticorpos marcados como modificados
geneticamente, por meio do campo engineered, no arquivo PDB.

Caso o usudrio deseje analisar suas proprias sequéncias de dominios variaveis das cadeias dos
anticorpos e nao mais as sequéncias de estruturas conhecidas, a plataforma Yvis disponibiliza diferentes
opgodes de contetido e formatos de arquivo: arquivo FASTA contendo sequéncias de cadeias de anticorpos,
com ou sem gaps produzidos pela aplicacdo do esquema de numeraciao ou nao, ou contendo sequéncias
de somente um CDR; arquivo de resultado de uma submissdo ao IMGT/HighV-QUEST (ALAMY AR et
al., 2012) ou a pagina de resultado da submissao ao IMGT/DomainGapAlign (EHRENMANN; KAAS;
LEFRANC, 2010). Caso seja escolhido o formato FASTA, o usuario pode informar na linha de
identificacdo de cada sequéncia (iniciada com o simbolo >) suas caracteristicas, como 0s organismos
produtores do anticorpo e do antigeno, para serem utilizadas em filtros posteriores. A ferramenta
IMGT/HighV-QUEST permite ao usuario submeter ao servidor do IMGT um arquivo contendo
sequéncias de nucleotideos de cadeias de anticorpos. Dentre os arquivos gerados depois do processamento
pelo IMGT/HighV-QUEST, existe um arquivo com a traducao das sequéncias e os gaps gerados apods a
aplicagdo do esquema de numeracdo do IMGT. Ja a ferramenta IMGT/DomainGapAlign recebe como
entrada sequéncias de aminoacidos e retorna as sequéncias com 0s gaps.

ApOs o usuario selecionar as sequéncias que serdo analisadas ¢ apresentada uma tela com diversos

painéis para auxiliar a analise das sequéncias. A Figura 4.6 apresenta esses painéis, identificados por letras.
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O painel “A” ¢ o cabecalho de todas as paginas da plataforma Yvis que pode ser utilizado para a navegagao
entre as telas de apresentagdo, analise, estatisticas do banco de dados da plataforma, tutorial e informagdes
referentes aos autores e versodes da ferramenta. O painel “B” apresenta as informacdes referentes aos dados
utilizados para a sele¢do das sequéncias analisadas. Neste exemplo, foi utilizado a opg¢ao de selecdo da
espécie do organismo produtor do antigeno, restringindo as sequéncias a anticorpos contra o HIV (Human

Immunodeficiency Virus) e a apenas um par de cadeias leve e pesada para cada entrada do PDB.
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* Showing only one VH/VL pair for each PDB file.
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(- ) save image
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Figura 4.6: Tela de apresentagdo de resultados e realizacao de analises sobre um conjunto
inicial de dados. (A) Menu da plataforma. (B) Informagdes sobre o conjunto inicial de dados.
(C) Opgoes para filtragem dos dados. (D) Ferramenta de comparac¢ao de uma sequéncia com
o alinhamento. (E) Apresenta¢do do Collier de Diamants.

O painel “C” da Figura 4.6 fornece ao usuario filtros que permitem gerar analises e representacoes
mais especificas a partir das sequéncias inicialmente utilizadas na representag¢@o inicial. Para isso, ¢
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possivel filtrar os resultados considerando o tipo de cadeia (leve ou pesada), o organismo produtor do
anticorpo ou do antigeno, a descri¢do da molécula do antigeno disponivel no PDB, o organismo utilizado
na atribui¢do de germlines, e os alelos V e J atribuidos. Além disso, esses filtros podem ser combinados.
As opc¢des apresentadas em cada filtro correspondem as opgdes disponiveis dada a selecdo de sequéncias
realizada pelo usudrio inicialmente na ferramenta. Ao lado de cada opgao de filtro ¢ apresentado o numero
de sequéncias que atendem esse critério. A partir de uma visualizagdo filtrada, sempre ¢ possivel retornar
a primeira visualizagdo, removendo os filtros adicionados.

O painel “D” da Figura 4.6 permite ao usuario inserir uma sequéncia para ser comparada com o
conjunto de sequéncias apresentados no Collier de Diamants, como descrito anteriormente e apresentado
na Figura 4.3. O usudrio pode optar por deixar a plataforma Yvis aplicar o esquema de numeragdo a
sequéncia, alinhando-a as demais sequéncias, ou por fornecer a sequéncia ja com os gaps inseridos.

O painel “E” da Figura 4.6 apresenta a visualizagdo Collier de Diamants, descrita na se¢ao anterior,
exibindo o alinhamento das multiplas sequéncias selecionadas pelo usuario. Na plataforma Yvis, cada
posi¢do da representacdo apresenta um grafico de setores classificando os aminoacidos segundo suas
propriedades quimicas (Tabela 4.1). Além disso, ela utiliza, como atributo adicional, as posi¢des das
sequéncias de anticorpos que estdo proximas ao antigeno (menos de 8A de distancia entre os carbonos
alfa), quando a estrutura correspondente a sequéncia estd disponivel no PDB. As representacdes
apresentadas nas Figuras 4.2, 4.3 e 4.4 foram produzidas na plataforma Yvis. Além do Collier de
Diamants, o painel “E” da Figura 4.6 apresenta as acdes e informacgdes referentes a representacao, como
o numero total de sequéncias exibidas, o nimero de sequéncias que possuem informacdes de contatos e o
numero de sequéncias que os realizam na posicdo com o maior nimero de contatos. Dentre as agdes
disponiveis, € possivel alternar a visualizacdo entre a representagdo em 1 ou 2 camadas, exibir ou ocultar

as informagdes de contatos e salvar a representagdo nos formatos PNG (Portable Network Graphics) ou
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SVG (Scalable Vector Graphics). Além disso, posicionando-se o cursor sobre cada grafico de setores do
Collier de Diamants, é exibido o nimero de contatos realizados pelos aminoacidos desta posi¢ao. Ao final
dessa tela (ndo exibido na Figura 4.6), o Yvis fornece uma tabela com informacgdes das cadeias analisadas.
Essa tabela contém, para cada sequéncia, os identificadores da estrutura do PDB e da cadeia, a informacgao
se a cadeia foi geneticamente modificada ou ndo e os organismos relacionados ao anticorpo e ao antigeno.
Além disso, ela apresenta a descrigdo da molécula do antigeno, a sequéncia do dominio variavel da cadeia
com e sem gaps de acordo com o esquema de numeragao do IMGT, a ferramenta utilizada para aplicar o
esquema de numeragdo ¢ as informagdes referentes aos germlines associados a sequéncia, isto ¢, o
organismo de origem, os alelos dos genes V e J e a porcentagem de identidade entre a sequéncia e os
alelos atribuidos. Para sequéncias inseridas pelo usuario, essas informagdes sdo exibidas quando
adicionadas na linha de identificacdo de cada sequéncia (iniciada com o simbolo >) dos arquivos FASTA,
com excecao do tipo da cadeia que ¢ detectado automaticamente conforme as caracteristicas conservadas
das cadeias dos anticorpos. Os dados disponibilizados nesta tabela podem ser exportados em formatos
como PDF (Portable Document Format) e CSV (Comma-separated values). Na sequéncia com gaps, 0s
CDRs e as posicoes que possivelmente realizam contatos sdo destacados. Caso o usuario deseje comparar
uma sequéncia dessa tabela com as demais sequéncias analisadas, como no recurso da plataforma Yvis
descrito anteriormente, basta clicar sobre a sequéncia correspondente na tabela de dados. Além disso, os
alelos apresentados possuem um /ink para a sequéncia de aminodcidos correspondentes na pagina do
IMGT (GIUDICELLI; CHAUME; LEFRANC, 2005).

Como o Collier de Diamants utiliza a classificacdo de aminoacidos (Tabela 4.1) segundo suas
propriedades quimicas para representar o conteido de cada posi¢do no alinhamento de multiplas
sequéncias, a partir dessa representagao, ndo ¢ possivel conhecer a frequéncia de cada um dos residuos

em cada posicdo. No entanto, esse tipo de detalhamento ¢ fornecido pela plataforma Yvis, quando o
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usuario clica sobre uma posi¢do, por meio de um grafico de barras como o apresentado na Figura 4.7. Esse
grafico apresenta o nimero de cada um dos tipos de aminoacidos na posi¢do selecionada e, para cada uma
das barras, ¢ possivel detalhar o numero de posi¢cdes que contém o residuo referente a ela. As barras do
grafico possuem a cor correspondente a classe do aminoacido representado e podem ser ordenadas pelo
tipo de aminoacido ou por sua frequéncia. Esse segundo grafico apresentado (grafico de barras) permite
um detalhamento das informagdes apresentadas pela primeira representacao (Collier de Diamants).

Residue frequency in position 58

25 28 Tryptophans

20
15

10

SWRTMNGP AGpPpQ D I E L KF Y CHMYV

Figura 4.7: Grafico representando o nimero de aminoacidos de cada tipo na posi¢do 58 do
alinhamento apresentado na Figura 4.2, ordenado pela frequéncia. As cores das barras
representam a classificagao dos residuos segundo a Tabela 4.1. A informagao sobre o niimero
de triptofanos na posic¢ao 58 ¢ obtida posicionando o cursor sobre a barra correspondente.

Apesar da plataforma Yvis utilizar as propriedades quimicas dos aminoacidos para classificé-los
e a distancia entre residuos do antigeno e anticorpo para a defini¢do de possiveis contatos, a
implementagdo da plataforma Yvis foi realizada de maneira que seja facil sua alteracdo para a analise de
outros atributos das cadeias dos anticorpos. Dessa maneira, outras versdes da plataforma poderdo oferecer

a0 usuario outras op¢des de analises.
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4.2.2 Implementac¢io da plataforma Yvis: Materiais e métodos

Para a implementacao da plataforma Yvis, descrita na se¢do anterior, foram utilizados PHP 5.5.9
e banco de dados MySQL versao 5.5.52, executados sobre um servidor Apache 2.4.7. O banco de dados
MySQL armazena as informagdes dos dominios variaveis das cadeias de anticorpos disponiveis no PDB
e processadas por quatro scripts desenvolvidos em Python versdo 2.7.6. Semanalmente, esses scripts sao
executados no servidor que armazena os dados da plataforma Yvis.

O primeiro script utiliza a biblioteca Mechanize versao 0.2.5 (LEE, 2017) para acessar a pagina
do banco de dados SAbDab (DUNBAR et al., 2014), apresentado na se¢do 1.6.1, simulando uma
requisi¢do para a listagem de todas as estruturas presentes neste banco de dados. Como resposta para tal
requisi¢do, ¢ retornada uma pagina HTML (HyperText Markup Language) contendo um /ink para um
arquivo com o resumo de todos os registros disponiveis no SAbDab. O script encontra o /ink na pagina
HTML e o acessa. Cada linha desse arquivo representa o parecamento de uma cadeia leve ¢ uma pesada
(ou apenas 1 das cadeias, se o anticorpo for formado por somente um dominio variavel) e, se a estrutura
contém um complexo antigeno-anticorpo, o antigeno ao qual as cadeias estdo ligadas também sao
pareados. O SAbDab foi escolhido por conter o pareamento entre cadeias do anticorpo e do antigeno e por
ter uma base de dados atualizada semanalmente, fazendo com que o Yvis possa ter informagdes de
estruturas recentemente depositadas.

O segundo script implementado ¢é responsavel pela aquisi¢ao e geragao dos dados armazenados no
banco de dados do Yvis. Esse script recebe como parametro o arquivo resumo obtido do SAbDab e, para
cada linha do arquivo, obtém as informacdes de organismo produtor de antigenos (se a estrutura for de
um complexo antigeno-anticorpo) e anticorpos e gera a sequéncia das cadeias dos anticorpos com gaps a
partir da aplicagdo do esquema de numeragdo do IMGT. Além disso, obtém informacgdes dos alelos dos

genes V e J associados as cadeias leve e pesada, com seus respectivos valores de identidade e organismo

61



e, por fim, o script obtém o arquivo PDB que contém a estrutura para processar as informagdes referentes
aos contatos entre o anticorpo e o antigeno. O script extrai do arquivo resumo os identificadores do PDB
de cada complexo e obtém o arquivo da estrutura correspondente no servidor do PDB por meio da
biblioteca Biopython (COCK et al., 2009) versdao 1.66. Do arquivo resumo também sdo extraidas as
espécies produtoras do anticorpo e do antigeno, no entanto, ocasionalmente essas informagdes estdo
ausentes. Nesse caso, o script obtém a informacdo diretamente do arquivo PDB.

O script também obtém do PDB um arquivo FASTA correspondente a cada uma das estruturas
analisadas contendo a sequéncia de aminoacidos das cadeias dos anticorpos. Essas sequéncias sao
submetidas ao IMGT/DomainGapAlign (EHRENMANN; KAAS; LEFRANC, 2010), acessivel através
de um servidor web, indicando como espécie alvo, a espécie definida anteriormente. Caso essa espécie
ndo esteja na lista utilizada pelo IMGT/DomainGapAlign, esta ferramenta escolhe a espécie que tenha
uma sequéncia germline mais proxima da sequéncia analisada. O script, utilizando o pacote Mechanize
versdo 0.2.5 (LEE, 2017), insere as sequéncias das cadeias no formulario web, realiza sua submissao e
captura a pagina HTML retornada. Na pagina retornada, o IMGT disponibiliza um alinhamento das
sequéncias submetidas com outras sequéncias armazenadas no servidor do IMGT j4 alinhadas segundo o
esquema de numeragdao do IMGT. As sequéncias alinhadas apresentam gaps, quando necessario, para
manté-las no padrao definido pelo esquema de numeragdo do IMGT. A partir da pagina de resultados
gerada, o script implementado gera a sequéncia com gaps € extrai as informagdes dos genes germline:
alelos V e J, aidentidade da sequéncia submetida com esses alelos e a espécie correspondente. A sequéncia
com gaps do dominio variavel de cada cadeia do anticorpo ¢ armazenada no banco de dados do Yvis em
dois campos: a sequéncia sem inser¢des no CDR3, contendo 128 aminoacidos e gaps, € a sequéncia da
insercao do CDR3 caso ele tenha mais de 13 aminoacidos. Essa estratégia foi adotada para permitir o

alinhamento de sequéncias com qualquer nimero de inser¢des no CDR3. A partir da pagina de resultado
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do IMGT/DomainGapAlign, o script também extrai o tipo de cadeia analisada (leve ou pesada). No caso
de scFvs, moléculas que possuem os dois dominios em uma mesma cadeia, o script obtém da pagina de
resultados as informagdes dos dois dominios e as armazena separadamente no banco de dados do Yvis.

Para a defini¢do de possiveis contatos entre anticorpos e antigenos proteicos, o script
implementado, por meio da biblioteca Biopython, verifica, para cada carbono alfa dos residuos das cadeias
do anticorpo, se hd algum carbono alfa dos residuos da(s) cadeia(s) do antigeno a uma distdncia menor ou
igual a 8A. Essa distancia foi escolhida para acomodar, além das intera¢cdes de hidrogénio, de Van der
Waals, pontes salinas, contatos hidrofébicos e interagdes 7, as interagdes mediadas por moléculas de agua
(NGUYEN et al., 2017; VIART et al., 2016). Se existir um residuo do antigeno a uma distancia menor ou
igual a 8A de um residuo do anticorpo, a posi¢io ocupada por ele no esquema de numeragio é marcada
como uma posi¢ao que realiza contato.

O segundo script armazena as linhas do arquivo resumo do SAbDab que ndo puderam ser
numeradas pelo IMGT/DomainGapAlign em um arquivo de erros. Uma possivel causa desse problema ¢
a atribui¢do incorreta do organismo produtor do anticorpo. Quando isso ocorre, o segundo script €
executado novamente, mas sem indicar ao IMGT/DomainGapAlign qual ¢ a espécie produtora do
anticorpo analisado. Se nessa segunda execucdo o IMGT/DomainGapAlign conseguir numerar a
sequéncia, a cadeia ¢ inserida com sucesso no banco de dados do Yvis. Caso contrario, um novo arquivo
de erros sera gerado contendo a linha do arquivo resumo do SAbDab correspondente. Esse arquivo ¢
avaliado por um curador em busca da causa do problema. Em caso de sucesso na nova atribuicao, o curador
serd notificado pelo quarto script, responsavel por analisar possiveis inconsisténcias na base de dados.

Apo6s a execucao do segundo script, o terceiro script implementado calcula a identidade entre as
cadeias armazenadas no banco de dados do Yvis. Para a andlise de identidade das cadeias, utilizada para

remover a redundancia do conjunto de dados analisado, o script verifica as novas cadeias inseridas no
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banco pelo script descrito anteriormente e calcula a identidade entre elas e as demais cadeias ja
armazenadas. Para reduzir o nimero de comparagdes e valores de identidade armazenados, os dados foram
divididos em duas tabelas distintas, uma para as cadeias leves e outra para as cadeias pesadas. No célculo
de identidade, gaps e mismatches (residuos diferentes em uma mesma posi¢do do alinhamento) sdo
contabilizados da mesma maneira e o alinhamento das sequéncias ¢ realizado pela comparagdo das
posicdes apods a aplicacdo do esquema de numeragao.

Um problema encontrado nos bancos de dados analisados na se¢do 1.6.1, ¢ a falta de padronizagao
nos nomes utilizados na defini¢do das espécies produtoras de anticorpos e, principalmente, na de
antigenos. Tal problema dificulta a pesquisa nesses bancos de dados. Na tentativa de reduzir esse
problema, um quarto script foi implementado. Esse ultimo script verifica se os nomes das espécies

produtoras armazenados no banco de dados do Yvis estdo padronizados segundo a Taxonomia do Uniprot

(https://www.uniprot.org/taxonomy/). Para isso, a plataforma Yvis mantém duas tabelas com os nomes

padronizados das espécies produtores de anticorpos e antigeno. Novos nomes sdo inseridos nessas tabelas
quando um curador confere sua existéncia na Taxonomia do Uniprot. Dessa maneira, quando um nome
de espécie produtora de antigeno ou de anticorpo ndo € encontrado pelo quarto script na tabela
correspondente, um e-mail € enviado ao curador, indicando o nome da espécie e o registro do PDB em
que o nome foi encontrado. O curador deve entdo analisar a causa desse problema, isto €, nome
padronizado, mas ainda ndo inserido na tabela de nomes, ou ainda, nome nao padronizado ou ausente no
arquivo resumo do SAbDab e estrutura do PDB. No primeiro caso, o curador insere o0 nome na tabela
correspondente. Ja no segundo caso, pode ser necessario que o curador consulte a bibliografia relacionada
a estrutura depositada no PDB ou verifique a equivaléncia do nome a algum outro ja armazenado nas
tabelas da plataforma. Nessa tltima situag¢do, o curador cria regras indicando nomes sinonimos que sao

verificadas antes do envio da notificagao ao curador. Dessa maneira, o nimero de intervencdes do curador
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tende a diminuir uma vez que mais nomes padronizados e regras de equivaléncia sdo cadastrados. Apds a
curadoria, o quarto script ¢ executado, pois os dados das cadeias sdo disponibilizados na interface da
plataforma Yvis somente ap6s a analise e aprovacao (automatica) dos nomes das espécies produtoras do
antigeno e do anticorpo. Além do problema de nomes ndo padronizados, o quarto script implementado
verifica possiveis inconsisténcias no banco de dados da plataforma Yvis e também as envia por e-mail ao
curador. As inconsisténcias relatadas sdo anticorpos com cadeias geradas por espécies diferentes,
geralmente causadas por erro de anotacdo da espécie produtora, e espécie produtora de anticorpo diferente
da espécie atribuida ao gene germline. Essa Gltima divergéncia pode ser causada por falha na anotagdo do
organismo produtor do anticorpo ou pela auséncia da espécie produtora na lista de espécies reconhecidas
pelo IMGT/DomainGapAlign.

Os scripts apresentados anteriormente sdo responsaveis pela geragao e armazenamento dos dados
referentes as estruturas de anticorpos disponiveis no PDB. Para a implementagdo da exibicdo de opgdes
de sele¢do de sequéncias para andlises e consultas ao banco de dados, foram implementados diversos
modulos na linguagem PHP. Esses mddulos geram paginas HTML que, utilizando JavaScript, geram a
visualizacdo a partir dos dados processados em PHP, os filtros adicionais e a tabela com as informacgdes
das cadeias visualizadas. Quando um filtro de identidade ¢ selecionado, um mddulo PHP faz uma consulta
ao banco de dados e obtém os valores de identidade entre todas as sequéncias escolhidas pelo usuario. A
partir dessa consulta, o modulo PHP utiliza um algoritmo guloso, baseado no algoritmo utilizado pela
ferramenta cd-hit (LI; GODZIK, 2006). Esse algoritmo analisa cada uma das sequéncias e classifica-as
como inseridas ou removidas. Para cada nova cadeia analisada, ¢ verificado se ja existe alguma no grupo
de inseridas que possui identidade superior ao cutoff definido pelo usuario. Se existir, essa sequéncia ¢
marcada como removida, caso contrario, ela ¢ marcada como inserida. Esse algoritmo garante que nao

existirdo sequéncias com identidade superior ao cutoff definido pelo usuario. No entanto, ele ndo garante
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que o maior numero de sequéncias possivel seja encontrado. Como o filtro de identidade ¢ executado
durante a requisicdo do usudrio, ele ndo pode demorar muito tempo para ser processado. Portanto, esse
algoritmo atende as necessidades considerando as limitagdes de tempo de resposta ao usuadrio.

Quando o usuério adiciona suas proprias sequéncias, elas sdo enviadas ao servidor para que sejam
verificadas e alinhadas, se necessario. O alinhamento de sequéncias de CDRs ¢ feito particionando a
sequéncia e inserindo gaps, quando necessario, no meio da sequéncia, como definido no sistema de
numeragdo do IMGT (LEFRANC et al.,, 2003). No entanto, quando o usuario insere sequéncias
correspondentes a todo dominio variavel, o alinhamento precisa ser realizado considerando as posigdes
conservadas nas regides de framework. Para realizar esse alinhamento, um modulo PHP submete as
sequéncias fornecidas pelo usuario ao programa ANARCI versao 1.2 (DUNBAR; DEANE, 2015). Esse
programa aplica o esquema de numera¢do do IMGT a partir do alinhamento de cada sequéncia a um
conjunto de modelos ocultos de Markov (HMM — Hidden Markov Models) que descrevem as sequéncias
germlines de humanos, camundongos, ratos, coelhos, porcos € macacos Rhesus. Devido a restri¢ao das
espécies utilizadas na geracao desses modelos, as espécies de germline atribuidas podem ser diferentes da
que produziu as sequéncias. Apos a execu¢ao do ANARCI, o médulo PHP processa seu resultado gerando
as informacgdes de dominio e alelos germline, além das sequéncias com gaps gerados pela aplicacao do
esquema de numeragao.

Quando o wusudrio submete um arquivo de sequéncias de cadeias de anticorpos ao
IMGT/DomainGapAlign (EHRENMANN; KAAS; LEFRANC, 2010), essa ferramenta aplica o esquema
de numeragao sobre as sequéncias e define os alelos dos genes V e J relacionados a elas. O resultado do
IMGT/DomainGapAlign ¢ uma pagina HTML. Para realizar a analise dessas sequéncias numeradas no
Yvis, o usuario deve salvar essa pagina como um arquivo e submeté-la a plataforma utilizando a opgao

correspondente. O Yvis processa o arquivo no navegador do usudrio utilizando JavaScript sem enviar
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esses dados ao servidor da plataforma e extrai as informagdes necessarias a analise com o processamento
das tags de HTML e /inks contidas no arquivo.

Quando o usudrio analisa um conjunto de sequéncias de nucleotideos, obtidos através do
sequenciamento do genoma ou transcriptoma de células B utilizando o IMGT/HighV-QUEST
(ALAMYAR et al., 2012), diversos arquivos sdo produzidos por essa ferramenta. Para realizar a analise
desses dados com a plataforma Yvis, o usudrio deve submeter o arquivo que contém as sequéncias de
aminoacidos e informagdes relativas a aplicagdo do esquema de numeragdo sobre essas sequéncias
(4 IMGT-gapped-AA-sequences.txt). O Yvis processa o arquivo no navegador do usuario utilizando
JavaScript sem enviar estes dados ao servidor da plataforma e extrai as informagdes necessarias a analise
na plataforma a partir do processamento desse arquivo texto.

Para produzir a visualizagdo Collier de Diamants e permitir a apresentacdo dos graficos ¢ as
interagdes com os mesmos, a partir de dados fornecidos pelos médulos PHP no formato JSON (JavaScript
Object Notation), foi utiliza a biblioteca D3.js versao 3.5.17 juntamente com métodos em JavaScript. Para
a exibicdo da tabela de informacdes de cadeias, foi utilizado o plug-in DataTables versao 1.10.15 da
biblioteca jQuery versdo 1.12.4. A biblioteca Bootstrap 3.3.7 foi utilizada para o desenvolvimento de uma
interface web com o usudrio. Tanto a tabela, quanto a visualizagdo e os filtros que podem ser aplicados
foram implementados utilizando-se JavaScript e suas bibliotecas. Portanto, apds o acesso aos dados do
conjunto de cadeias a ser analisadas, a logica da ferramenta ¢ executada no navegador do usuario,
liberando o servidor para atender outras requisi¢des. A Uinica exce¢do € a comparagdo do alinhamento de
multiplas sequéncias com uma sequéncia em que € necessario aplicar o esquema de numeracao. Nesse
caso, uma requisicao ao servidor ¢ gerada, contendo a sequéncia que ¢ alinhada com o auxilio do programa

ANARCI da mesma maneira que as demais sequéncias fornecidas pelo usudrio.
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4.2.3 Dados armazenados atualmente na plataforma Yvis

A plataforma Yvis ¢ atualizada semanalmente e, em meados de junho de 2019, armazenava
informacdes de 3.550 estruturas de anticorpos, sendo 186 depositadas nesse ano. Do total de estruturas
analisadas, 22 nomes de organismos produtores de antigeno foram definidos, sendo que a grande maioria
das estruturas possuem anticorpos produzidos por humanos (1.506) e camundongos (1.395),
correspondendo a pouco mais de 81% das estruturas. O numero de estruturas de anticorpos em complexo
exclusivamente com haptenos (186), acidos nucleicos (22) e carboidratos (107) ¢ inferior ao numero de
anticorpos em sua forma livre (1.166). Esse nimero ¢ ainda menor que o numero de estruturas de
anticorpos em complexo com pelo menos um antigeno proteico (2.069). Esses antigenos proteicos sao
produzidos por 158 organismos distintos, com nomes padronizados segundo a taxonomia do UniProt.

Para manter uma base de dados com nomes padronizados segundo a taxonomia do UniProt, foram
definidas algumas regras que substituem nomes nao padronizados, como nomes sindnimos ou com
defini¢do de cepa, por exemplo, para nomes de espécies definidas na taxonomia do UniProt. O Apéndice
1 apresenta uma tabela que lista os nomes nao padronizados que foram modificados € o nome padronizado
correspondente. Apesar dos diversos nomes alterados por essas regras, elas ndo sdo suficientes para
padronizar todos nomes. Algumas vezes, informacdes faltantes ou estranhas foram encontradas, como um
virus como organismo produtor do anticorpo. Nesses casos, foram necessarias a inspe¢ao manual feita por
um curador e a modificagdo manual dos nomes na base de dados do Yvis. No total, foram realizadas
alteracdes manuais nos nomes da espécie produtora do anticorpo de 49 estruturas e, nos nomes da espécie
produtora do antigeno de 81 estruturas. Além disso, 12 estruturas apresentavam espécie produtora de
anticorpos diferentes entre as cadeias de um mesmo anticorpo. Essas estruturas também tiveram os nomes

alterados para garantir que todo anticorpo tenha uma tinica espécie produtora associada.
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4.2.4 Estudos de caso

Nesta secdo sdo apresentados trés estudos de caso da utilizagdo da plataforma Yvis para a
visualizagdo e analise de sequéncias e estruturas relacionadas ao virus HIV-1 (Human Immunodeficiency
Virus tipo 1). O HIV possui diversos mecanismos para escapar da agao do sistema imunoldgico, no
entanto, alguns individuos por ele infectados sdo capazes de desenvolver anticorpos neutralizantes
chamados bNADbs (broadly-neutralizing antibodies) depois de diversos anos de infeccdo. Como esses
anticorpos sdo capazes de reconhecer multiplas cepas do virus HIV-1, acredita-se que seu estudo pode
gerar o conhecimento necessario para o desenvolvimento de vacinas contra o HIV-1 (SUN et al., 2017;
WU et al.,, 2011). Dessa forma, diversos anticorpos contra o HIV-1 foram isolados nas ultimas décadas e
algumas estruturas destes anticorpos estdo disponiveis no PDB.

4.2.4.1 Estudo de caso 1: Visualizagcdo de cadeias de anticorpos contra a proteina gpl20 de
virus HIV-1

Para se obter as estruturas de anticorpos anti-HIV disponiveis no PDB, pode-se realizar uma
pesquisa através da ferramenta de busca disponibilizada pelo proprio PDB ou através de outros bancos de
dados que armazenam informacdes dessas estruturas. Nesse estudo de caso, realizado no final de 2.017, a
busca foi realizada diretamente no PDB e nos bancos de dados apresentados na se¢do 1.6.1 (que existiam
na época) para a comparagao das estruturas retornadas por cada pesquisa. Uma exce¢ao ¢ o banco de dados
IMGT/3Dstructure-DB (EHRENMANN; KAAS; LEFRANC, 2010) que ndo permite a pesquisa de
estruturas por meio da informagao do antigeno e, portanto, ndo foi utilizada neste estudo de caso.

Em uma pesquisa ao PDB, com as palavras “antibody” e “HIV-1”, foram obtidas 511
estruturas. No entanto, diversas dessas estruturas ndo possuem as cadeias de anticorpos, pois, apesar de
estarem associadas a publicagdes que contém informacgdes de anticorpos, ndo necessariamente todas as

estruturas relacionadas contém anticorpos. Para levantar quais dessas estruturas realmente continham

69



cadeias de anticorpos, foi analisado o relatério detalhado gerado pelo PDB como um arquivo no formato
CSV. A partir desse arquivo foi realizada a inspe¢do manual de todos os registros pelo campo que contém
o nome da macromolécula. Com base nessa analise, restaram 461 estruturas do PDB. Esse tipo de analise
exige tempo e conhecimento de palavras relacionadas as cadeias de anticorpos, por exemplo: fab, heavy,
light, etc. Essas estruturas nao foram inspecionadas para verifica se realmente os anticorpos nela presentes
fazem algum tipo de interagdo com o HIV-1 ou proteinas/peptideos derivados dele. Portanto, ainda podem
existir estruturas que ndo representam anticorpos que interagem com o HIV-1 nesse conjunto. Além disso,
algumas estruturas podem ndo ser encontradas por ndo possuirem as palavras-chave utilizadas na pesquisa.

No Immune Epitope Database (IEDB) 3.0 (VITA et al., 2015), somente ¢ possivel navegar pelos
registros que contém estrutura tridimensional a partir da espécie produtora do anticorpo. Para contornar
essa restricdo, ¢ possivel realizar a pesquisa por experimentos associados ao antigeno HIV-1, gerar um
relatério com resultados em um arquivo CSV e, posteriormente, filtrar pelos resultados que possuem
estruturas do PDB associadas. Com esse método, foram obtidas 289 estruturas do PDB. Dessas, 29
estruturas nao estdo presentes no resultado gerado pelo PDB, possivelmente por estarem associadas a
palavras chave diferentes das utilizadas na busca realizada no PDB. Uma vantagem da pesquisa realizada
no IEDB ¢ que, por ser uma base de dados curada manualmente, os nomes dos organismos relacionados
ao antigeno sdo armazenados de maneira padronizada, garantindo que nesse banco de dados nao exista
outros registros além dos exibidos na busca pelo antigeno especificado.

O Antigen-Antibody Interactions Database (AgAbDb) (KULKARNI-KALE et al., 2014) retorna
140 estruturas do PDB que contém complexos de anticorpos com o HIV-1 ou proteinas/peptideos
derivados dele. Destas estruturas, 15 ndo estao presentes no conjunto retornado pelo IEDB. Uma diferenca

entre o resultado da pesquisa do AgAbDD e as demais ja apresentadas € que este banco de dados somente
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retorna dados referentes a complexos antigeno-anticorpo, portanto, estruturas que contenham somente o
anticorpo ndo sdo analisadas por esta base de dados.

O Structural Antibody Database (SAbDab) (DUNBAR et al., 2014) também nd3o permite a
pesquisa através do organismo relacionado ao antigeno, no entanto, ¢ possivel obter um arquivo CSV
contendo todas as estruturas armazenadas nesse banco de dados. A partir desse arquivo, € possivel analisar
o campo espécie do antigeno e, manualmente selecionar todas as expressdes associadas ao HIV-1. Como
os nomes dos organismos associados ao antigeno nio sdo padronizados, esta selecdo exige que o usuario
percorra toda a lista observando quais sdo relacionadas ao HIV-1. Nesta pesquisa foram encontradas 206
estruturas, sendo que as estruturas relacionadas a HIV ndo foram inseridas, pois ndo se sabe se estdo
relacionadas ao virus HIV-1 ou HIV-2. A pesquisa realizada pelo SAbDab tem a mesma restri¢gdo da
realizada pelo AgAbDb, somente estruturas referentes a complexos antigeno-anticorpo sao retornadas,
mesmo que no SAbDab existam estruturas de anticorpos que ndo estdo em complexo. No entanto, a
informacao referente ao antigeno somente ¢ apresentada para os complexos.

O abYsis (SWINDELLS et al., 2017) nao permite a pesquisa pelo organismo relacionado ao
antigeno de estruturas do PDB, mas ¢ possivel pesquisar por palavras-chave no nome do registro anotado
pelo sistema. No entanto, diferentemente dos bancos de dados analisados anteriormente, ndo ¢ possivel
selecionar somente estruturas que possuem um complexo antigeno-anticorpo. Entretanto, o ab¥ sis possui
um recurso que permite a analise de um conjunto de sequéncias obtidas a partir de uma consulta a base de
dados. Uma das formas de visualiza¢do dos resultados ¢ o alinhamento das sequéncias, como apresentado
na Figura 4.8. Apesar de ser uma representacao cldssica de alinhamento de multiplas sequéncias, esse tipo
de visualizagdo dificulta a analise de um numero de sequéncias superior ao que ¢ exibido na visualizag¢ao

e a comparagao de uma sequéncia com as demais.
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Na plataforma Yvis, os nomes dos organismos relacionados aos antigenos sdo padronizados,
permitindo a pesquisa diretamente pelo nome (Human immunodeficiency virus 1). Assim como no
AgAbDb e no SAbDab, quando a pesquisa por antigeno ¢ realizada, sdo exibidas somente estruturas de
complexo antigeno-anticorpo, mesmo sendo armazenadas informagdes referentes a estruturas de
anticorpos fora de complexos. Outra restri¢gdo da pesquisa pelo nome do organismo produtor do antigeno
¢ que, caso o complexo seja formado por antigenos de mais de um organismo, o antigeno associado ao
complexo é armazenado no Yvis com o nome “Multiple organisms”. Mesmo com tais restrigoes, a
pesquisa por HIV-1 retornou 209 estruturas, superando o numero de estruturas fornecidas pelas outras
ferramentas que possuem restricdes de pesquisa por antigeno somente quando o anticorpo estd em
complexo. Caso o usuario deseje fazer suas andlises adicionando também os anticorpos que nao estdo em
complexo, ele pode obter a lista de estruturas de outro banco de dados para a busca, por exemplo, o PDB

ou o IEDB e depois utilizar a op¢ao de especificar os identificadores do PDB na plataforma Yvis.
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Figura 4.8: Alinhamento de cadeias pesadas de anticorpos de estruturas de HIV-1 realizado
pelo abYsis. O esquema de numeragdo utilizado neste alinhamento ¢ o Chothia (CHOTHIA;
LESK, 1987). Fonte: andlise utilizando a ferramenta disponivel em http://www.abysis.org/

Durante a selecdo das estruturas do PDB a serem analisadas na plataforma Yvis, foi utilizado um
filtro de redundancias de sequéncias, sendo inseridas no conjunto de analise somente aquelas que tivessem
no maximo 99% de identidade entre elas. Isto significa que, sequéncias que ndo se diferenciavam por pelo
menos duas posi¢des ndo foram inseridas no conjunto de analise. O conjunto de sequéncias considerando

esse filtro de redundancias possui 180 cadeias (leves e pesadas). A partir desse resultado, novos filtros
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puderam ser aplicados. Adicionando o filtro por cadeias pesadas e oriundas de anticorpos humanos obtém-
se um conjunto com 74 cadeias. No entanto, esse conjunto possui anticorpos que se ligam a diferentes
proteinas do HIV-1. Um dos possiveis alvos dos anticorpos contra HIV-1 ¢ a glicoproteina gp120 do
envelope exterior do virus. Ao adicionar o filtro para moléculas de antigeno que fazem referéncia explicita
a esta proteina, obtém-se 36 cadeias pesadas humanas. A representagdo destas cadeias gerada pelo Yvis €
apresentada na Figura 4.9.

Observando-se a representacdo da Figura 4.9 ¢ possivel reconhecer posigdes com alto grau de
conservagdo entre os anticorpos contra a proteina gpl20 do HIV-1. Como exemplo, destacam-se as
posicdes 21, 22, 26,42, 43,49, 94, 121, 124, 126 e 127, sendo que nenhuma destas posi¢des fazem parte
do conjunto de posi¢des conservadas utilizadas para a aplicagdo do esquema de numeragdo do IMGT.
Outra informagdo importante que se pode extrair da Figura 4.9 ¢ em relagdo as estruturas que contém
informagdes de contato entre o antigeno e o anticorpo, obtidas da estrutura do PDB. Pode-se observar que
todas as cadeias com informagdes de interagdo fazem contato com o antigeno na posi¢cao 64 € muitas vezes
com outros residuos do CDR2 (posigdes 56 a 65), além de alguns residuos do CDR3 (posi¢des de 105 a
117). Sabe-se que o anticorpo VRCO1 realiza a maioria das interagdes com a proteina gp120 através do
CDR2 da cadeia pesada, com mais da metade da superficie de interacao pertencente a este CDR (ZHOU
et al., 2010). Além disso, diversos anticorpos VRCO1-/ike ja foram isolados de pacientes infectados por
HIV-1 e possuem alta capacidade de neutralizagdo (SUN et al., 2017). Baseado nisso, ¢ esperado que no
PDB haja diversas estruturas relacionadas a essa classe de anticorpos.

Outra caracteristica relevante dos anticorpos VRCO1-/ike ¢ sua origem génica, eles sao derivados
do subgrupo IGHV1 (SUN et al., 2017). Analisando-se a tabela gerada pela plataforma Yvis com as

informacdes complementares das cadeias, percebe-se que os anticorpos analisados t€ém como germline
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alelos dos subgrupos IGHV1, IGHV3, IGHV4 e IGHVS. O subgrupo IGHV1 se destaca dos demais, com

22 sequéncias e os outros com 5, 6 e 3, respectivamente.

Alignment from 36 sequences
Number of chains with contacts information: 5
Maximum number of contacts: 5 1118

Residue classes:

B Acid

I Basic
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Figura 4.9: Representacdo do alinhamento de 36 cadeias pesadas humanas de anticorpos
contra a proteina gpl20 do HIV-1. A informa¢do de contatos foi obtida a partir de 5
sequéncias.
Em fevereiro de 2.019, o nimero de estruturas depositadas de anticorpos anti-gp120 era maior que
na época da realizacao deste estudo de caso. A Figura 4.10 apresenta o alinhamento de 119 cadeias pesadas
de anticorpos anti-gp120, contra 36 anteriormente apresentadas. As observacdes feitas na analise anterior

continuam validas neste novo conjunto de dados, sendo que o maior niimero de estruturas em que foi

possivel analisar os contatos (114) confirmam o que foi anteriormente analisado com apenas 5 estruturas.
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Além disso, analisando-se a tabela gerada pela plataforma Yvis contendo as informag¢des complementares

das cadeias, percebe-se que 72 cadeias analisadas t€ém como germline genes do subgrupo IGHV1 e que

esse continua sendo o

subgrupo mais frequente nos anticorpos anti-gp120.

Alignment of 124 sequences

Number of chains with contact information: 114 112.11

Maximum number of contacts at a position: 76 111.10

Residue classes: CDR anchors: 1119

M Acid []cor1 111.8 ! 112.8 !

M Basic CDR2

[l Hydrophobic ["]cor3 111.7 | 112.7 \
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Figura 4.10: Representacao do alinhamento de 124 cadeias pesadas humanas de anticorpos

contra a proteina gpl120 do HIV-1. A informa¢do de contatos foi obtida a partir de 114
sequéncias.
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4.2.4.2 Estudo de caso 2: Andlise de dados de sequenciamento de repertorio de paciente
infectado com o virus HIV-1

Nesse segundo estudo de caso, foi obtido a partir do SRA (Sequence Read Archive) (LEINONEN
et al., 2011) um arquivo FASTA utilizando o nimero de acesso SRR1767440. Esse arquivo contém um
conjunto de sequéncias de cadeias pesadas de anticorpos obtidas a partir de um estudo de sequenciamento
de repertorio de um paciente infectado pelo virus HIV-1 (WU et al., 2015). O arquivo de sequéncias foi
submetido ao IMGT/HighV-QUEST (ALAMYAR et al.,, 2012) e, apds seu processamento, O
IMGT/HighV-QUEST gerou diversos arquivos de anélise das sequéncias. O arquivo contendo 478.047
sequéncias traduzidas e anotagdes da aplicagdo do esquema de numeragdo do IMGT foi submetido a
plataforma Yvis que, por sua vez, processou o novo arquivo excluindo sequéncias com aminoacidos
ambiguos, geralmente Ns, restando 330.800 sequéncias. A apresentacdo do alinhamento das sequéncias
visualizado com o Collier de Diamants ¢ exibida na Figura 4.11.

Como nesse paciente infectado foram encontrados ao menos trés anticorpos neutralizantes
derivado do alelo VH1-2*02, foi utilizado o filtro de genes germline nesse estudo de caso, o que restringiu
a analise a 97.751 sequéncias. A visualizacdo Collier de Diamants do alinhamento dessas sequéncias ¢
apresentado na Figura 4.12. Utilizando o recurso de comparagdo de sequéncia com um alinhamento,
disponivel na plataforma Yvis, foi possivel comparar as sequéncias com o alelo do qual elas foram
geradas. Para isso, foi inserida uma sequéncia de comparacao formada pelo alelo VH1-2*02 e gaps nas
posicdes dos genes D e J. Por meio dessa visualizagdo, € possivel analisar o tamanho do CDR3 facilmente.
A maioria das sequéncias analisadas possuem 2 inser¢des no CDR3 e menos que 10% delas tém mais que
4 inser¢des. Algumas posicdes, por exemplo, 36, 66, 92, 93, e 95, apresentam diversas sequéncias com
uma classe de aminoacidos diferente da classe da sequéncia germline. Essa constatagdo ¢ baseada na
comparagdo dos maiores setores do grafico de pizza que representam cada posi¢do e a cor do circulo

central que representa a classe do residuo da sequéncia de comparagao.
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Alignment of 330800 sequences

112.23
Number of chains with contact information: 0
Maximum number of contacts at a position: 0 111.22
111.21
Residue classes: CDR anchors:
B Acid []cpri
M Basic CDR2 | |
[l Hydrophobic [[]cDRr3 111.6 112.6
[l Neutral ‘ ‘
[ Polar 111.5 112.5
Gap
111.4 ‘ 112.4 ‘
111.3 ‘ 112.3 ‘
32 111.2‘ 112.2
31 34 111.1 112.1
112
113
114
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10
122
123
124
125

127
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Figura 4.11: Collier de Diamants de 330.800 sequéncias de cadeias pesadas de anticorpos de
um paciente infectado por HIV. Setas indicam as fitas dos dominios varidveis das cadeias e
suas cores representam as duas folhas que formam esse dominio. As posi¢cdes de ancoragem

dos CDRs (verde-CDRI1, laranja-CDR2 e azul-CDR3) sao representadas por quadrados. As
posicdes entre 111.7 e 111.20 e as posigdes entre 112.20 e 112.5 foram omitidas.
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Figure 4.12: Representagdo Collier de Diamants de 97.751 sequéncias de cadeias pesadas de
anticorpos derivadas do alelo IGHV1-2*02 de um paciente infectado por HIV. As posigdes
entre 111.6 e 111.20 e as posigdes entre 112.20 e 112.6 foram omitidas. A sequéncia do
IGHV1-2*02 seguida de gaps (nas posigdes referentes aos genes D e J) foi utilizada como
sequéncia de comparagao.
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Para explorar com mais detalhes os dados analisados, ¢ possivel abrir o grafico de barras com o
detalhamento de contetido de cada posicao. Por exemplo, no grafico de barras da posi¢ao 36 (Figura 4.13),
¢ possivel observar que essa posi¢do que, na sequéncia germline, continha uma glicina (G) sofreu
mutagdes que levaram a codificagdo de acido aspartico em aproximadamente metade das sequéncias
analisadas. Como esse aminoacido possui carga negativa e ¢ localizado em um CDR, provavelmente essa
modificagdo ¢ selecionada positivamente durante a expansao de células B para aumentar a afinidade do

anticorpo ao antigeno.

Residue frequency in position 36
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Figura 4.13: Grafico de barras que apresenta a frequéncia de aminoéacidos na posi¢do 36 do
alinhamento de 97.751 sequéncias de cadeias pesadas de anticorpos derivadas do alelo
IGHV1-2*02 de um paciente infectado por HIV.

4.2.4.3 Estudo de caso 3: Visualizagdo de cadeias pesadas de anticorpos neutralizantes anti-
HIV-1

Wu e colaboradores fizeram uma analise do repertdrio de anticorpos de pacientes infectados por
HIV-1 e posteriormente clonaram e expressaram alguns dos anticorpos para a testar a neutralizacdo dos
mesmos (WU et al., 2011). Apos o sequenciamento do DNA complementar, obtido a partir de uma PCR
projetada para amplificar RNAs originados de genes do subgrupo IGHV 1, as sequéncias foram analisadas.
No artigo, os autores apresentam na figura S18 a frequéncia dos aminoacidos do dominio variavel de 22
cadeias pesadas dos anticorpos VRCO1-/ike neutralizantes obtidos do doador 74. Essa figura, produzida

com 0 WebLogo (CROOKS et al., 2004) ¢ reproduzida na Figura 4.14. Nas representagdes produzidas
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pelo WebLogo, a frequéncia dos aminoacidos em cada posi¢ao ¢ determinada pela altura das letras e,
como referéncia, foi colocada a sequéncia do alelo IGHV1-2*02, sendo que inser¢des referentes a esse
alelo ndo foram incluidas na analise. Nessa figura, os aminoacidos em vermelho sdo os idénticos aos do

gene IGHV1-2*02.

P TR - |, [ ——— C=CORl=> CommmcmmeafHRE = ——-—-——
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Figura 4.14: Frequéncia dos aminoacidos nas cadeias pesadas de anticorpos neutralizantes
VRCO1-/ike representada pelo WebLogo. A sequéncia do alelo IGHV1-2*02 ¢ apresentado
abaixo da representacdo. Aminoacidos em vermelho sdo idénticos aos aminoacidos do alelo.
Fonte: (WU et al., 2011).

Apesar de indicar que foram utilizadas 22 sequéncias para a analise da Figura 4.14, o artigo
apresenta 24 sequéncias neutralizantes para o doador 74 nos dados suplementares. Essas sequéncias foram
alinhadas pelo IMGT/DomainGapAlign (EHRENMANN; KAAS; LEFRANC, 2010) ja que o ANARCI
apresentou inser¢des ndo usuais ao tentar alinhd-las. No entanto, ao submeter a pagina de resultados
contendo as 24 sequéncias a plataforma Yvis, foi percebido visualmente no Collier de Diamants que trés
sequéncias pareciam estar “desalinhadas™ em relagdo as outras. Isto pode ser observado quando diversas
posigdes conservadas possuem poucas sequéncias divergentes e, normalmente, essas sequéncias tém
classe igual a posicdes vizinhas. Tal constatagdo foi confirmada inspecionando-se os aminoécidos das
sequéncias alinhadas geradas pelo IMGT/DomainGapAlign. Portanto, essas sequéncias foram removidas
da analise. A Figura 4.15 apresenta a visualizacao Collier de Diamants para as 21 sequéncias comparadas

com o alelo IGHV1-2*02. Diferentemente da Figura 4.14, todo o dominio varidvel ¢ exibido e, como o
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alelo IGHV1-2*02 corresponde somente a posi¢des dos frameworks 1,2 ¢ 3 e aos CDRs 1 e 2 e uma

pequena por¢ao do CDR3, as demais posi¢des foram preenchidas com gaps na sequéncia de comparacao.
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Figura 4.15: Representacdo de 21 sequéncias de cadeias pesadas de anticorpos produzidos

pelo doador 74 (WU et al., 2011) comparadas com a sequéncia do alelo IGHV1-2*02. Gaps
foram inseridos no restante da sequéncia de comparagao, substituindo os genes D e J.
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Observando a diferenga do circulo central com o contetido de cada posicao na Figura 4.15, ¢
possivel perceber que diversas posi¢cdes dos anticorpos analisados foram modificadas no processo de
expansdo clonal das células B, distanciando-se da sequéncia do alelo IGHV1-2*02. Essa observacao
confirma a informagao de que os anticorpos neutralizantes contra a proteina gp120 possuem um alto grau
de mutagdes somaticas (WU et al., 2011).

Além disso, ¢ possivel perceber diversas posi¢des conservadas entre as sequéncias, muitas delas
sendo comuns as posi¢des conservadas das estruturas do PDB analisadas anteriormente (Figura 4.10).
Outra informacao relevante que pode ser obtida comparando-se as Figuras 4.9, 4.10 e 4.15 ¢ o fato de que
muitas das posi¢des em que os aminoacidos foram alterados em relagdo a sequéncia germline, sdo posicoes
que estdo envolvidas diretamente na interagdo com o antigeno (circulos exteriores aos graficos de setores
nas Figuras 4.9 e 4.10) das estruturas disponiveis no PDB analisadas. Essa caracteristica ¢ mais um indicio
de que as hipermutacdes somaticas ocorridas durante o processo de maturacao dos anticorpos, juntamente
com a selecao clonal guiam a producao de anticorpos neutralizantes contra o antigeno.

Além da visdo geral do alinhamento das sequéncias, a plataforma Yvis permite também a
exploracao de detalhes relacionados a cada posi¢do do alinhamento. Como exemplo da utilidade desse
recurso, pode-se analisar a posicao 36 da Figura 4.15. Essa posi¢cdo possui residuos polares (classe
representada pela cor verde), em quase metade das sequéncias. No entanto, o grafico de detalhamento da
posi¢ao 36 (Figura 4.16) mostra que diferentes aminoacidos polares estdo presentes nessa posicao, apesar
de, isoladamente, nenhum dos aminodcidos superar o nimero de gaps presentes nela. A presenga de
diversas sequéncias com aminoacidos de uma mesma classe nessa posi¢ao indica que essa classe pode ter

caracteristicas importantes para a interagdo com o antigeno. A convergéncia de caracteristicas de
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anticorpos distintos, oriundos de um mesmo individuo ou de diversos individuos, ¢ um sinalizador de que

caracteristicas conservadas estdo relacionadas a capacidade neutralizante desses anticorpos.

Residue frequency in position 36
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Figura 4.16: Grafico de barras detalhando os aminoacidos presentes na posi¢do 36 do
alinhamento das 21 sequéncias de cadeias pesadas de anticorpos produzidos pelo doador 74
(WU et al., 2011).

4.3 Conclusoes de visualizacdo de alinhamento de sequéncias de anticorpos em larga
escala

Com os estudos de caso apresentados anteriormente foi possivel observar que a representacdo
proposta neste trabalho, o Collier de Diamants, juntamente com a plataforma Yvis permitem a analise de
dominios variaveis de cadeias de anticorpos baseada tanto em estruturas do PDB quanto em sequéncias
obtidas pelo usuario. Além disso, os estudos de caso mostraram que a plataforma pode ser utilizada tanto
em estudos de prospecgdo de estruturas de anticorpos presentes no PDB em que se deseja ter uma ideia
do panorama geral das sequéncias presentes nessa base, quanto em analises de estruturas ou sequéncias
especificas. A plataforma ainda permitiu a andlise de caracteristicas de conjuntos de sequéncias e a
comparagdo desses conjuntos com outras sequéncias, nesse caso com sequéncias de genes germlines.
Além disso, a plataforma implementada pode ser facilmente alterada para representar outras caracteristicas
das sequéncias e estruturas de anticorpos que podem ser associadas a posi¢des definidas pelo esquema de

numerac¢ao do IMGT.
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A base de dados do Yvis € atualizada semanalmente, de maneira automatica, € armazena dados
obtidos do SAbDab e arquivos do PDB (identificadores da estrutura e das cadeias, nomes dos organismos
produtores de antigeno e anticorpo e descricdo da molécula), dados processados pelo
IMGT/DomainGapAlign (sequéncias numeradas, alelos V e J atribuidos e os respectivos valores de
identidade) e os possiveis contatos entre antigeno e anticorpo obtidos a partir do processamento das
coordenadas da estrutura. Os nomes dos organismos produtores de antigeno e anticorpo sdo padronizados
seguindo a taxonomia do UniProt, o que facilita as buscas na base de dados.

A plataforma Yvis permite a exploragdo de sua base de dados de estruturas, pesquisando,
principalmente por tipo de antigeno, espécies produtora de antigeno ou anticorpo e genes germline
atribuidos. Além disso, o usudrio pode restringir o conjunto de dados analisados, evitando cadeias
modificadas geneticamente, multiplos anticorpos de uma mesma estrutura ou sequéncias de anticorpos
com identidade superior a um cutoff definido durante a busca. Esses diferentes critérios de busca e
restri¢des do conjunto de dados analisados ndo estdo presentes em outros bancos de dados de estruturas
de anticorpos como o abYsis (SWINDELLS et al., 2017), o IMGT/3Dstructure-DB (KAAS, 2004) e o
SAbDab (DUNBAR et al., 2014).

A plataforma Yvis também fornece a opcdo de analise de dados fornecidos pelo usudrio. Esses
dados podem ser sequéncias de aminoacidos em formato FASTA ou numeradas pelo do
IMGT/DomainGapAlign. Além disso, a plataforma permite a andlise de dados gerados pelo
IMGT/HighV-QUEST, que, geralmente, correspondem a milhares de sequéncias obtidas a partir de
experimentos de sequenciamento de repertorio de anticorpos.

A plataforma Yvis foi desenvolvida para facilitar a analise de um grande nimero de estruturas e
sequéncias de anticorpos que ja estdo disponiveis e que ainda serdo geradas. Ela apresenta uma nova

visualizagdo de alta densidade, o Collier de Diamants, que permite a visualizagdo de um alinhamento de
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dezenas a milhares de sequéncias de anticorpos em uma Unica representa¢do, aproximando a sequéncia de
aminodcidos a estrutura tridimensional do dominio variavel da cadeia de anticorpos. A plataforma Yvis
oferece um ambiente para a andlise de sequéncias de anticorpos que auxilia na formulacio de hipdteses
sobre os principais residuos e posi¢des das sequéncias de anticorpos. Recentemente, a plataforma Yvis foi
apresentada a comunidade cientifica por meio da publicacdo do artigo (CARVALHO; MOLINA;

FELICORI, 2019).
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5 Ydb: banco de dados de complexos antigeno-anticorpo

Ap6s a andlise dos bancos de dados com informacgdes estruturais de anticorpos apresentados na
secdo 1.6.1, percebeu-se que nenhum deles permitiria a andlise dos anticorpos presentes em estruturas
disponiveis no PDB considerando diferentes defini¢des de interface e tipos de interagdo. Além das
informagdes oriundas das estruturas dos anticorpos, também seria interessante obter informagdes
referentes as propriedades fisico-quimicas dos anticorpos e a genes germline € ainda, a aplicagdo de um
esquema de numeragao para facilitar a comparagdo das cadeias dos anticorpos.

Como nenhum dos bancos de dados apresentados na se¢do 1.6.1 possui todas as informagdes
referentes aos complexos antigeno-anticorpo desejadas para a realizacdo das andlises propostas neste
trabalho, optou-se pelo desenvolvimento de um banco de dados a partir de outros bancos de dados e
ferramentas disponiveis. O banco de dados implementado, chamado AntibodY DataBase (Ydb), contém
as informagdes organizadas de maneira a facilitar o acesso para a realizacao de diversas analises. O Ydb
¢ um banco de dados implementado para reunir informagdes fisico-quimicas e de interagdes de complexos

antigeno-anticorpo com estrutura disponivel no PDB, onde o antigeno ¢ uma proteina ou peptideo.

5.1 Dados disponiveis no Ydb

Os principais dados disponiveis no Ydb referentes as estruturas disponiveis no PDB que contém
complexo antigeno-anticorpo estdo esquematizados na Figura 5.1 e os métodos para extracdo dessas
informacdes sdao detalhados na secdo 5.2. Cada estrutura do PDB analisada possui pelo menos um
complexo formado por pelo menos uma cadeia do anticorpo e uma cadeia do antigeno. No entanto,
algumas estruturas possuem mais de um complexo, ja que um anticorpo pode ter mais de uma regido de
contato com o antigeno ou pode existir mais de um anticorpo em uma mesma estrutura. Cada cadeia, seja
ela de um antigeno ou de um anticorpo, ¢ formada por diversos residuos de aminodacidos, que, por sua vez,

sao compostos por atomos. Para cada estrutura armazenada no Ydb, sdo extraidos os seguintes dados do
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arquivo do PDB: uma breve descri¢cdo das moléculas pre

sentes, a data de depdsito da estrutura, o tipo de

experimento utilizado na obtencdo da estrutura, sua resolugdo, as medidas de qualidade do modelo (7-

value e r-free), os autores e o titulo da publicacdo cientifica relacionada a estrutura.
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Figura 5.1: Hierarquizagdo dos dados armazenados no Ydb e principais propriedades

armazenadas para cadeias e residuos.

Para cada cadeia armazenada no Ydb, seja ela oriunda de um antigeno ou anticorpo, sao

armazenados o nome padronizado do organismo produtor da cadeia (como na plataforma Yvis), seu tipo

(antigeno ou, se oriunda de um anticorpo, cadeia leve ou

pesada), a sequéncia de aminoacidos da cadeia

definida pelos depositantes da estrutura no PDB (campos SEQRES do arquivo PDB) e a sequéncia

reconhecida na estrutura tridimensional (obtida através dos campos ATOM). Algumas vezes, essas duas

sequéncias sao diferentes, pois, em algumas estruturas, nem todos os residuos sdo reconhecidos. Quando

existe uma divergéncia nessas duas sequéncias, ¢ armazenada uma mensagem de alerta no Ydb. Para

cadeias provenientes de anticorpos, sao armazenados os alelos correspondentes aos genes germline V e J
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relacionados as suas sequéncias e os respectivos valores de identidade. Além disso, para cada cadeia
(Figura 5.1), sdo calculadas e armazenadas as seguintes propriedades fisico-quimicas: hidropatia (definida
pelo GRAVY - GRand AVerage of hYdropathy), ponto isoelétrico teorico, indice alifatico e massa
molecular. A partir de todos os residuos que compdem cada cadeia, sdo armazenados os seguintes valores:
niumero de aminoacidos de cada tipo, numero de aminoécidos de cada classe de cadeia lateral (classes
apresentadas na Tabela 5.1) e nimero de aminoécidos de cada classe de estrutura secundaria (hélices,
pontes, fitas e voltas).

\

Tabela 5.1: Classificagdo dos aminoacidos quanto a cadeia lateral. Mesmos critérios
utilizados em VIART et al., 2016.

Classe do aminoacido | Aminoacidos

Alcool Serina e treonina

Aromatico Fenilalanina, tirosina e triptofano

Hidrofébico Cisteina, isoleucina, leucina, metionina, prolina e valina
Negativo Acido aspartico e 4cido glutamico

Pequeno Alanina e glicina

Polar Asparagina e glutamina

Positivo Arginina, histidina e lisina

Para cada residuo de aminodcido de cada cadeia, sdo armazenadas as seguintes informacdes: classe
de estrutura secundaria a qual ele pertence, a 4rea do residuo acessivel ao solvente no complexo antigeno-
anticorpo e a area calculada em uma estrutura que contém somente a molécula do antigeno ou do
anticorpo. Além disso, para residuos do anticorpo, ¢ armazenada a posi¢do do residuo segundo o esquema
de numeragdo do IMGT (LEFRANC et al., 2003).

Cada complexo antigeno-anticorpo ¢ definido pelas cadeias leve e pesada do anticorpo, sendo que
algumas estruturas possuem apenas uma das cadeias, e por uma ou mais cadeias de antigeno. Além dessas
informagdes, sdo armazenados para cada complexo, se disponivel, dados experimentais de célculo de

afinidade. Esses dados compreendem o método utilizado para a andlise de afinidade, o valor de afinidade,
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a variacao na energia livre de Gibbs (AG), a temperatura em que a afinidade foi coletada e o identificador
da publicacdo (PMID - PubMed Identifier) referente a essa analise no PubMed (NCBI, 2019).

As possiveis interagdes realizadas entre o antigeno e o anticorpo s@o classificadas no Ydb como
interagdes de hidrogénio (mediadas ou ndo por moléculas de 4dgua), eletrostaticas, aromaticas, cation-m,
Van der Waals, Van der Waals clash e contatos hidrofobicos. O método utilizado para o calculo de cada
tipo de interagdo ¢ descrito na secdo 5.2. No Ydb, cada par de dtomos, sendo um do antigeno e outro do
anticorpo, que realiza uma interagdo ¢ armazenado juntamente com o tipo de interagdo calculada, bem
como a distancia entre esses atomos. Além disso, para diminuir a complexidade da andlise de interagdes
de cada par de atomos, os dados de interacdo interatomica foram agrupados considerando os residuos que
interagem. Assim, para cada par de residuos que possuem atomos que interagem entre si, sdo armazenados
no Ydb o par de residuos e os tipos e numeros de interagdes realizadas por esse par.

Devido as diferentes maneiras existentes para se determinar os residuos que fazem parte da
interface de um complexo antigeno-anticorpo, como apresentado na se¢do 1.7, para a definicdo das
interfaces dos complexos armazenados no Ydb foram utilizados trés diferentes métodos: distancia entre
um atomo de um residuo do anticorpo € um atomo de um residuo do antigeno, variagdo na area de
acessibilidade ao solvente dos residuos quando anticorpos e antigenos sdo analisados separadamente e em
complexo e, por ultimo, as possiveis interagdes quimicas realizadas entre o anticorpo € o antigeno
considerando os tipos de atomos envolvidos e, principalmente, a distancia entre eles. Para os dois
primeiros métodos, diferentes valores de cutoff foram analisados. As distancias maximas permitidas para
que os atomos fossem considerados parte da interface foram de 3, 4, 5 e 6A, na defini¢io que utiliza a
distancia como determinante da interface. Para a definicdo baseada na variacao da area de acessibilidade
ao solvente foram consideradas: qualquer valor de variacdo, superior a 10A? e superior a 5S0A2. A partir

dos critérios anteriormente definidos e seus valores de cutoff, para cada complexo antigeno-anticorpo
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foram calculadas oito interfaces. Os diferentes métodos utilizados na definicdo de interface presentes no
Ydb permitem a andlise do impacto da escolha desse método na caracterizacdo de paratopos e epitopos.
Independentemente do método utilizado, para cada interface calculada, foram armazenados os residuos
que as compoem.

A partir dos residuos presentes em cada interface e das cadeias as quais eles pertencem, foram
definidas as regides de paratopo e epitopo. Para cada epitopo ou paratopo, ¢ gerada uma sequéncia
contendo os residuos da interface correspondente a cadeia a qual eles pertencem, na mesma ordem em que
sdo encontrados na estrutura primaria de cada cadeia. Caso haja descontinuidades, isto €, o paratopo ou
epitopo ndo contém todos os residuos de um intervalo da cadeia, os residuos que ndo fazem parte da
interface sdo ignorados. A partir das sequéncias definidas para epitopos e paratopos, sdo calculadas as
mesmas propriedades fisico-quimicas calculadas para as cadeias: hidropatia (definida pelo GRAVY),
ponto isoelétrico teodrico, indice alifatico e massa molecular. Além disso, a partir dos residuos que
compdem essas regides, sao armazenadas as mesmas contagens realizadas para as cadeias: nimero de
aminodcidos de cada tipo, nimero de aminodcidos de cada classe de cadeia lateral e niumero de
aminoacidos de cada classe de estrutura secundaria. Tais valores permitem a comparagao de paratopos e
epitopos de diferentes complexos e também a comparagdo dos residuos que participam da interface de
uma cadeia com o restante dessa cadeia. Além desses valores de comparacdo, para cada paratopo ou

epitopo € calculado e armazenado o nimero de interacdes realizadas pelos residuos dessa regido.

5.2 Implementacao do Ydb: Materiais e métodos

Para a coleta de dados e calculo das informacdes armazenadas no Ydb, foi implementado um script
em Python versdao 2.7.6 que mantém uma conexdao com um banco de dados relacional MySQL versao
5.5.52 onde os dados apresentados na se¢do anterior sdo armazenados. A Figura 5.2 apresenta o diagrama

de relacionamento do banco de dados, contendo os atributos de cada tabela e seus relacionamentos.
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:l species v :I pdbentry v j interface ¥ :] epitope_paratope v

Id INT(11) Pdb CHAR(4) Id INT(11) ! Interfaceld INT(11)
‘ Name VARCHAR(100) Description VARCHAR(80) » Complexid INT(11) | | ¥ Chainld INT(11)
T Compound VARCHAR(300) Method TEXT Type CHAR(1)
A Authors VARCHAR(300) Parameter INT(11) Sequence VARCHAR(600)

| chain ¥ 4| Reference VARCHAR(800) Ly — — — _ _ v Gravy FLOAT
Id INT(11) : DepositionDate DATE : } j IsoelectricPoint FLOAT

# Pdb CHAR(4) I Experiment VARCHAR(40) I [———- NumberOfAas VARCHAR(110)
ChainName CHAR(1) : Resolution FLOAT l ! TotalNumberOfAas INT(11)
ChainType CHAR(1) | RFree FLOAT A s Aliphaticindex FLOAT
vGene VARCHAR(15) > RFactor FLOAT —J complex ’ MolecularWeight FLOAT
vGeneldentity FLOAT 1 INT(11) NegativeCharged INT(11)
jGene VARCHAR(15) S o b CHARE) PositiveCharged INT(11)
jGeneldentity FLOAT I Model INT(11) PolarUncharged INT(11)
ChainSubclass VARCHAR(8) : HeavyChainld INT(11) Small INT(11)

& Speciesid INT(11) | . LightChainld INT(11) Hydrophobic INT(11)
LightType VARCHAR(S) | DeltaSAS FLOAT Alcohol INT(11)
ResSequence VARCHAR(600) [ DeltaG FLOAT Aromatic INT(11)
AtomSequence VARCHAR(600) o | ATl FLOAT AlphaHelixStructure INT(11)
Gravy FLOAT l ] Afﬁ”fwemd VARCHAR(7) IsolatedBetaBridgeStructure INT(11)
IsoelectricPoint FLOAT | : Afﬁ“fmer_”pe’ature FLOAT StrandStructure INT(11)
NumberOfAas VARCHAR(110) H——— | AffinityPmid BIGINT(20) Helix3_10Structure INT(11)
TotalNumberofAas INT(11) : F<  piHelixStructure INT(11)
AliphaticIndex FLOAT /_L * TurnStructure INT(11)
MolecularWeight FLOAT ] antigenchain = | interfaceresidue ¥ BendStructure INT(11)
NegativeCharged INT(11) Id INT(11) ! Interfaceld INT(11) NoneStructure INT(11)
:Z::S:::z:j Iz:’:liii > Complexid INT(11) ! Residueld INT(11) HydrogenB-ond[ntera-ctions INT(11)
B » Chainid INT(11) Hvdrophobhlclnteract.lons INT(11)

AntigenName VARCHAR(210) ElectrostaticInteractions INT(11)

Hydrophobic INT(11) - AromaticInteractions INT(11)
Alcohol INT(11) n | residue v PiCationInteractions INT(11)
Aromatic INT(11) : Id INT(11) VanDerWaalsInteractions INT(11)
AlphaHelixStructure INT(11) - - % Chainld INT(11) VanDerWaalsClashInteractions INT(11)
IsolatedBetaBridgeStructure INT(11) F————————————— 1< pdbindex INT(11)
StrandStructure INT(11) : PdbindexCode TEXT
Helix3_10Structure INT(11) | AminoAcid TEXT _| atominteraction ¥
PiHelixStructure INT(11) : StructuralProperty TEXT I AntibodyResidueld INT(11)
TurnStructure INT(11) o _! SASComplexed FLOAT ! AntigenResidueld INT(11)
BendStructure INT(11) 7] residueinteraction ¥ SASUncomplexed FLOAT AntibodyAtom CHAR(3)
NeneStructure INT(11) ! AntibodyResidueld INT(11) IMGTIndex DECIMAL(S,1) AntigenAtom CHAR(3)
PdbComment VARCHAR(S0) ! AntigenResidueld INT(11) bFactorAlfa FLOAT Type CHAR(L)
gappedSequence CHAR(128) Type CHAR(L) bFactorBeta FLOAT Distance FLOAT
cdralnsertions TEXT Quantity INT(11) bFactorTotal FLOAT

Figura 5.2: Diagrama de entidade e relacionamento do banco de dados Ydb, representando
todas as tabelas, atributos e relacionamentos. Diagrama construido pela ferramenta MySQL
Workbench 6.3. Os relacionamentos refletem a hierarquizagdo dos dados armazenados no
Ydb, como apresentado na se¢do anterior.

A Figura 5.3 apresenta um diagrama com as principais informagdes processadas e geradas pelo
script e os principais sofiwares e bibliotecas utilizados. Inicialmente, o script, utilizando o pacote
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Mechanize versdo 0.2.5 (LEE, 2017), acessa o banco de dados SAbDab (apresentado na se¢do 1.6.1), da
mesma maneira que o script da plataforma Yvis, gerando um arquivo resumo. Desse arquivo sdo extraidas
as informagdes referentes as cadeias da estrutura que formam um complexo, a identificacdo das cadeias
leve, pesada e do antigeno, o pareamento dessas cadeias, os dados referentes ao experimento que gerou a

estrutura e, se disponivel, os dados de andlise de afinidade dos complexos antigeno-anticorpo.

SAbDab

Mechanize

v
Lista de estruturas de
anticorpos e informagdes

Nomes padronizados de
espécies
p v
Posicdo dos residuos Yvis Lista de estruturas de _| Identificacdo das cadeias e
- 4‘ L .
(esquema de numeragao) complexos dados de afinidade
Genes germline v
Biopython

PDB

A

Estrutura do complexo

Naccess HBPLUS + regras

ICOLLO
Estrutura n Acessibilidade ao Interagoes
” Sequéncia foed ;
secundaria solvente quimicas (atomos)
ProtParam
\ 4 v \ 4
Propriedades Variacao da Interagdes
fisico-quimicas acessibilidade quimicas (residuos)
v 4
.| Interface por Interface por Interface por
distancia acessibilidade interacdes

Figura 5.3: Diagrama representando as principais informagdes processadas e geradas pelo
script do Ydb. Os principais softwares externos e bibliotecas utilizados sdo destacados com
fonte azul.

A partir das informagdes disponiveis no arquivo de resumo do SAbDab, o script verifica se existem
novos complexos entre anticorpos e moléculas proteicas (proteinas ou peptideos), que nao estdo

armazenados no Ydb. Caso algum complexo ndo esteja armazenado no Ydb, o script implementado acessa
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o banco de dados da plataforma Yvis, apresentada no capitulo anterior ¢ obtém os nomes padronizados
das espécies dos organismos produtores do antigeno e do anticorpo de cada complexo. Além disso, o script
obtém as informag¢des armazenadas no banco de dados da plataforma Yvis a partir do processamento da
pagina de resultados do IMGT/DomainGapAlign (EHRENMANN; KAAS; LEFRANC, 2010): a
sequéncia com gaps do dominio variavel de cada cadeia gerada pela aplicagdo do esquema de numeracao
do IMGT (LEFRANC et al., 2003), os alelos dos genes germline V e J atribuidos as regides variaveis das
cadeias e os respectivos valores de identidade entre o germline ¢ a sequéncia da cadeia. A partir da
sequéncia com gaps, o script do Ydb deduz o indice de cada residuo da cadeia no esquema de numeragao.

Além das informagdes obtidas da plataforma Yvis, o script busca a estrutura a ser analisada no
servidor do PDB ¢ analisa o arquivo da estrutura utilizando a biblioteca Biopython (COCK et al., 2009)
versao 1.66, principalmente o modulo Bio.PDB (HAMELRYCK; MANDERICK, 2003). Para a obtengao
das informagdes referentes a estrutura secundaria das cadeias analisadas, o programa DSSP (KABSCH;
SANDER, 1983) ¢ executado, a partir da biblioteca Biopython. Essa biblioteca, executa o DSSP e processa
seu arquivo de saida, associando a cada residuo de uma cadeia a estrutura secundaria da qual ele faz parte.

O script implementado calcula as propriedades fisico-quimicas (GRAVY, ponto isoelétrico
teorico, indice alifatico e massa molecular) das cadeias de anticorpos e antigenos armazenadas no Ydb,
bem como das regides de paratopo e de epitopo, respectivamente, utilizando a ferramenta ProtParam do
portal ExXPASy (WILKINS et al., 1999) acessada pelo modulo SeqUtils da biblioteca Biopython.

Para a obtengdo da area de acessibilidade ao solvente de cada residuo de cada cadeia, o script
executa o programa Naccess (HUBBARD; THORTON, 1996) por meio da biblioteca Biopython, que faz
a analise do arquivo de saida do programa. O Naccess ¢ executado trés vezes tendo como entrada trés
diferentes arquivos: o arquivo original do PDB que contém o complexo antigeno-anticorpo e outros dois

arquivos gerados pelo script, utilizando o modulo Bio.PDB (HAMELRYCK; MANDERICK, 2003). Um
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arquivo contém somente a estrutura do anticorpo € o outro somente a estrutura do antigeno. Por meio do
processamento dos arquivos pelo Naccess, 0 script armazena os valores da area de acessibilidade ao
solvente de cada residuo na estrutura com o complexo antigeno-anticorpo e na estrutura isolada, contendo
somente o antigeno ou o anticorpo.

Como nao foi encontrado um banco de dados que disponibilizasse o calculo de interagdes quimicas
de estruturas do PDB atualizadas na mesma frequéncia que o SAbDab, foi implementado, no script do
Ydb, o calculo das interagdes entre antigenos e anticorpos. Para isso, foi utilizada a mesma estratégia do
banco de dados PICCOLO (Protein Interaction Collection Online) (BICKERTON; HIGUERUELO;
BLUNDELL, 2011). Inicialmente, atomos de diferentes cadeias que estdo a uma determinada distancia
sdo selecionados e, para cada par de atomos, critérios de distancia, tipo de atomo e, em alguns casos,
angulos entre os atomos sdo utilizados. Para a primeira parte do processamento, no script do Ydb, foi
utilizado o médulo NeighborSearch (HAMELRYCK; MANDERICK, 2003) da biblioteca Biopython.
Esse modulo, a partir de um dtomo e de um valor de distancia, retorna todos os &tomos de uma cadeia que
estdo a uma distancia maxima do atomo dado como entrada. Esse valor € passado como parametro para a
fungao NeighborSearch. Portanto, no script do Ydb, para cada 4&tomo pertencente as cadeias do anticorpo,
foram selecionados todos os atomos das cadeias de antigeno que estdo a, no maximo, 6,05A de distancia
de um atomo do anticorpo (BICKERTON; HIGUERUELO; BLUNDELL, 2011). Apos a sele¢do dos
atomos candidatos, critérios especificos para cada tipo de interagdo sao avaliados. Esses critérios e os tipos
de interacoes analisadas estdo resumidos na Tabela 5.2.

Para a definicao de interagdes de Van der Waals, considerou-se que um par de dtomos a uma
distancia inferior 2 soma dos raios de Van der Waals desses atomos mais 0,5A realiza esse tipo de
interacdao. No entanto, caso a distancia seja inferior a soma dos raios, a interagdo ¢ identificada como Van

der Waals clash. Os valores dos raios de Van der Waals para cada atomo utilizados nesta implementagao
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sdao os mesmos utilizados no PICCOLO (BICKERTON; HIGUERUELO; BLUNDELL, 2011). A
definicdo dos demais tipos de interagdo levam em consideragdo ndo somente o critério de distancia, mas
também o tipo de atomo. A Tabela 5.3 apresenta a classificacdo dos atomos dos residuos que realizam
interagdes eletrostaticas, aromaticas, cation-n ¢ contatos hidrofobicos utilizada. Interagdes hidrofobicas
sdo definidas quando dois 4tomos sdo considerados hidrofobicos e eles estdo a uma distancia inferior a
5A. Interagdes eletrostaticas sdo definidas, simplificadamente, a partir da carga formal de um grupamento
considerando um ambiente com pH 7. Caso um atomo classificado como catidnico esteja a uma distancia
inferior a 6A de um 4tomo classificado como anidnico, considera-se que eles realizam uma interagio
eletrostatica. Para a definicdo de interacdes aromaticas, outra simplificacdo foi realizada. Os angulos
formados pelos planos dos anéis nio foram analisados e somente o critério de distincia (inferior a 6A) e
a presencga do anel sdo considerados. As interacdes cation-n sdo definidas quando um atomo cationico esta
a uma distancia inferior a 6A de um atomo aromatico (BICKERTON; HIGUERUELO; BLUNDELL,
2011).

Para a andlise das interagcdes de hidrogénio, foi utilizado o programa HBPLUS (MCDONALD;
THORNTON, 1994), considerando como parametros de distancia os mesmos utilizados como padrao na
execuc¢ao do programa LigPlot+ (LASKOWSKI; SWINDELLS, 2011): distancia maxima entre o atomo
de hidrogénio e o atomo aceptor de 2,70A e entre os atomos doador e o aceptor de 3,35A. O HBPLUS,
além de analisar os tipos de atomos envolvidos na interagdo e a distancia entre eles, também analisa os
angulos formados pelos atomos. O script do Ydb executa o HBPLUS, processa sua saida e coleta as
interagdes entre atomos de antigenos e anticorpos. Além disso, o script analisa as interacdes entre os
atomos de antigenos e anticorpo e as moléculas de agua, pois elas formam redes que ajudam a interface,
fazendo com que antigeno e anticorpo sejam complementares, estabilizando o complexo (BHAT et al.,

1994; NGUYEN et al., 2017). Para i1sso, o script analisa as moléculas de d4gua que interagem com cadeias
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de antigeno e anticorpo, simultaneamente. Também sao analisadas as interagdes entre 2 moléculas de dgua

e, se cada uma delas faz interagdo com as cadeias do antigeno e do anticorpo, essa interagdo também ¢

armazenada. A partir da implementacdo das regras descritas anteriormente, foi possivel calcular as

possiveis interagdes que ocorrem em cada complexo antigeno-anticorpo e armazena-las no Ydb. Essas

informagdes, em nivel atdmico, foram generalizadas no nivel de residuos, sendo também armazenados no

Ydb os pares de residuos que as realizam, além dos pares de dtomos que realizam interacdes.

Tabela 5.2: Critérios utilizados para a defini¢do de interagdes entre atomos (a; € a;) das cadeias
do antigeno e do anticorpo, baseados em (BICKERTON; HIGUERUELO; BLUNDELL,
2011). A distancia entre os atomos a; ¢ a; € representada por d(a; , aj) € o raio de Van der Waals
de um atomo ¢ representado por vdw(a). Acc representa o atomo aceptor em uma interagdo de
hidrogénio e ay 0 4&tomo de hidrogénio. O tipo de um atomo de um residuo ¢ definido na Tabela 5.3.

Tipo de interacao "!"lpo do Tlpo do Critério de distancia

atomo a; atomo a;
Van der Waals Qualquer Qualquer d(a, aj) < vdw(ai)+vdw(aj)+0,5A
Van der Waals clash Qualquer Qualquer d(ai, aj) < vdw(ai)+vdw(a;)
Contato hidrofobico Hidrofébico | Hidrofébico | d(ai, aj) < 5,0A
Eletrostatica Catiénico Anidnico d(ai, aj) < 6,0A
Aromatica Aromatico Aromatico d(ai, aj) < 6,0A
Cation-n Catidnico Aromatico d(ai, aj) < 6,0A
Interacao de hidrogénio* Doador Aceptor d(ai, aj) < 3,9A e d(an, awc) <2,5A
Inter.ac;ao de }’ndrogenlo Doador ou Doador ou d(as a5) < 3,94 ¢ d(a, awe) < 2,5A
mediada por 4gua* aceptor aceptor

*As interagOes de hidrogénio possuem um critério adicional as demais relacionado ao angulo formado pelos atomos.

Para a caracterizacdo das interfaces dos complexos antigeno-anticorpo, os residuos das cadeias do

anticorpo e do antigeno, participantes da interface, sdo definidos como residuos do paratopo e do epitopo,

respectivamente. No entanto, apesar da defini¢do de epitopo e paratopo englobar todas as cadeias de

antigeno e anticorpo, na implementa¢ao do Ydb, optou-se por manter as informagdes sobre essas regides
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separadas por cadeias, permitindo assim a comparagao dessas regides especificas com as cadeias que as

contém.

Tabela 5.3: Classificagio dos atomos dos residuos que podem realizar interagdes
eletrostaticas, aromaticas, cation-r e contatos hidrofobicos, utilizada neste trabalho baseada em
(BICKERTON; HIGUERUELO; BLUNDELL, 2011). Os residuos que ndo possuem atomos

que realizam esses tipos de interacdo ndo foram exibidos.

Residuo Atomos de Carbono Classificacio | Demais atomos Classificacio
Alanina B Hidrofébico - -
. Bey Hidrofébico Nitrogénio €, M1 e 2 | Catidnico
Arginina x
¢ Catiénico
Asparagina | P Hidrofobico - -
Acido B Hidrofébico Oxigénio 31 e 52 Anidnico
aspartico Y Anidnico
Cisteina B Hidrofébico - -
Glutamina Bey Hidrofébico - -
Acido Bey Hidrofébico Oxigénio €l e €2 Anidnico
glutamico 5 Anibnico
o B Hidrofobico Nitrogénio 61 e €2 Aromatico
Histidina .
02,eley Aromatico
Isoleucina B,0l,yley2 Hidrofébico - -
Leucina B,01,02ey Hidrofébico - -
Lisina B,oey Hidrofébico Nitrogénio Cationico
Metionina B,eey Hidrofébico Enxofre 6 Hidrofobico
) ) B Hidrofébico
Fenilalanina ) - -
01,82,¢l,e2,ve( Aromatico
Prolina Bey Hidrofobico - -
Treonina v2 Hidrofobico - -
_ B Hidrofébico Nitrogénio €1 Aromatico
Triptofano -
01,82, €2,¢€3,y,m2,2 e (3 | Aromatico
o B Hidrofdbico
Tirosina . - B
01,82,¢l,€2,vyel Aromatico
Valina B,01,yley2 Hidrofobico - -

Para a defini¢do da interface utilizando a distincia entre atomos do antigeno e do anticorpo, o

script analisa a distancia entre todos os pares de d&tomos da estrutura, sendo um atomo do antigeno e outro
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do anticorpo. Todos os pares que sdo encontrados com distancia menor do que um cutoff, comparados
como descrito no calculo de interagdes, sdo considerados parte do epitopo ou do paratopo. Como o Ydb
considera diferentes valores de distancia (cutoffs) para defini¢do de diversas interfaces, os residuos que
fazem parte de uma interface mais restritiva (menor valor de distancia) automaticamente sao inseridos nas
interfaces menos restritivas.

Para a defini¢do de interface baseada na variagdo na area de acessibilidade ao solvente, o script
utiliza os valores ja armazenados no Ydb calculados pelo Naccess, como descrito anteriormente. O script
calcula diferenga absoluta entre os valores da area de acessibilidade ao solvente de cada residuo das
cadeias da estrutura com o complexo antigeno-anticorpo e de das cadeias das estruturas que contém essas
moléculas isoladas. Os residuos que tém a diferenca na area de acessibilidade maior que os valores de
cutoff sdo considerados como parte do epitopo ou paratopo. Novamente, os residuos que fazem parte de
uma interface mais restritiva (valor maior de variacdo) automaticamente sao inseridos nas interfaces
menos restritivas.

Para a definigcdo de interface baseada nas intera¢des entre residuos foram utilizadas as interacoes
quimicas calculadas pelo script e armazenadas no Ydb. Dessa maneira, todo residuo que realiza alguma

interacdo faz parte dessa interface.

5.3 Comparacgdo do Ydb com os demais bancos de dados com informacgoes estruturais
de anticorpos

A Tabela 5.4 apresenta os principais recursos disponibilizados pelo Ydb e os demais bancos de
dados com informacdes estruturais de anticorpos apresentados na se¢ao 1.6.1. Como pode-se observar

nesse quadro, para as analises propostas neste trabalho, o Ydb € mais completo que os demais bancos.

98



Tabela 5.4: Principais recursos disponibilizados pelo Ydb e demais bancos de dados com informagdes estruturais de anticorpos
apresentados na se¢do 1.6.1. Alguns bancos possuem ndo somente registros associados a estruturas, o que exige um filtro adicional
nos resultados. A padronizagdao dos nomes das espécies ou organismos associados a antigenos e anticorpos permite uma pesquisa
mais exata para a analise, garantindo que todos os registros associados aos organismos analisados sejam retornados. As definigdes
de CDRs sdo realizadas pelos diferentes esquemas de numeragao descritos na se¢do 1.2. As definigdes de paratopo e epitopo e das
interagdes entre as cadeias sdo bem distintas entre os bancos de dados. A possibilidade de analise conjunta de dados indica se ¢
possivel realizar a comparacao dos dados de um grupo de cadeias ou complexos.

Banco de dados | Dados Padronizacio dos | Informacdes | Definiciao de | Definicio das interacdes | Possibilidade de analise
somente de | nomes das espécies | de germline | paratopo e epitopo | entre cadeias conjunta de dados
estruturas ou organismos

Tabela com campos
abYsis Nao Nao Sim Nao Nao variaveis e alinhamento
de cadeias do anticorpo
Van der Waals, ligagdo de
AgAbDb. Sim Sim Nio Sim hidroge‘inio, pqnte salina e Nio
(desatualizado) interagdo mediadas por
agua
Van der Waals, ligagdo de
. . ~ ~ . hidrogénio, interacdes ~
AppA Sim Sem informagéao Nao Sim hidrofébicas, ionicas e Nao
mediadas por agua
Indicados no artigo
IEDB Nio Sim Sim origina.l e f:alculados Nio Tabela com campos
com critério de fixos
distancia
Possibilidade de
inser¢do de uma Polar, ligagao de

IMGT/ . ~ . . . . WO T ~
Sim Nao Sim molécula de agua hidrogénio, ndo polar e Nao

3Dstructure-DB .

entre um par de ponte dissulfeto
residuos
SAbDab Sim Nio Sim Nio Nio Nao
Diferentes critérios Van der Waals, Van der
baseados em Waals clash, contato
. . . distancia, variagdo na | hidrofébico, eletrostatica, Sim, atualmente, através
Ydb Sim Sim Sim

area de
acessibilidade ao
solvente e interagdes

aromatica, cation-r,
interacdo de hidrogénio
mediada ou ndo por dgua

de consultas SQL
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5.4 Analise dos dados armazenados no Ydb

Em maio de 2.019, o Ydb armazenava dados de 3.785 complexos antigeno-anticorpo,
correspondendo a 2.092 estruturas do PDB. A grande maioria dessas estruturas, totalizando 1.933, foram
obtidas através de cristalografia, sendo as demais obtidas por meio de ressonancia magnética nuclear
(NMR - Nuclear Magnetic Resonance spectroscopy) ou microscopia eletronica. Nas proximas sec¢oes
alguns dados do Ydb coletados em maio de 2.019 serdo analisados e os materiais ¢ métodos utilizados

nessa analise serdo explicitados.

5.4.1 Analise do Ydb: Materiais e métodos

Inicialmente foram caracterizados os complexos armazenados no Ydb. Os atributos armazenados
no Ydb, como espécie produtora de anticorpos, por exemplo, foram acessados diretamente através de
consultas SQL (Structured Query Language). Para a anélise da similaridade das cadeias de anticorpos
armazenado no Ydb foi implementado um script em Python versdo 2.7.6 que utiliza as bibliotecas Numpy
versao 1.11.3 (VAN DER WALT; COLBERT; VAROQUAUX, 2011) e Pandas versdo 0.23.4 para a
manipulacdo dos dados, a biblioteca Scipy versdo 1.2.1 (JONES et al., 2.019) para a aglomeragdo dos
dados e as bibliotecas Seaborn versdo 0.9.0 e Matplotlib versao 1.5.1 (HUNTER, 2007) para a visualizacao
dos mesmos. Para a definicdo das matrizes de identidade foram realizadas comparagdes de todas as
sequéncias de cadeias pesadas e todas leves, contra todas, separadamente. Gaps e mismatches foram
contabilizados com o0 mesmo peso. A matriz de identidade dos anticorpos foi calculada a partir da matriz
das cadeias individuais, levando em consideragdo o tamanho das cadeias. Uma matriz de distancia foi
calculada para cada matriz de identidade, onde o valor de uma posi¢ao definida pela linha i e a coluna j ¢
definido como 1 menos o valor da posi¢ao definida pela mesma linha e coluna da matriz de identidade.

Na fase de aglomeracgdo dos dados, foi utilizado o algoritmo de aglomeragao hierdrquico de minimizagao
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de variancia de Ward, implementado na fungdo linkage da biblioteca Scipy, sobre a matriz de distancias.
Os heatmaps foram construidos utilizando a fun¢ado clustermap da biblioteca Seaborn.

Para minimizar o viés causado por estruturas idénticas, foi gerado um conjunto ndo redundante de
complexos antigeno-anticorpo, sendo cada complexo formado por uma cadeia leve, uma pesada e uma ou
mais cadeias proteicas de antigeno. Para isso, foi utilizada a funcdo fcluster da biblioteca Scipy que teve
como entrada o resultado da funcdo linkage, descrita anteriormente, € um cufoff de 0,3 como critério de
distancia dos elementos de um grupo (dissimilaridade).

Para a caracterizagdo dos complexos filtrados, foram realizadas consultas SQL e a plataforma Yvis
para a visualizagdo das classes de aminoacidos em cada posicao das cadeias de anticorpos. Para a analise
das estruturas utilizadas nos trabalhos correlatos, foram obtidos os identificadores das estruturas e das
cadeias analisadas por esses trabalhos. Esses dados foram entdo utilizados como entrada de um script
implementado em Python que obtém os dados das interfaces acessando o Ydb. Caso algum identificador
de estrutura fosse considerado obsoleto pelo PDB, a estrutura que a substituiu foi considerada na analise.
Se essa nova estrutura ndo continha as cadeias originalmente utilizadas, o complexo correspondente foi
removido da analise.

Para a analise das interagdes entre antigeno e anticorpo, foram utilizadas as interacdes calculadas e
armazenadas no Ydb. Um script em Python foi implementado para acessar o Ydb e gerar um arquivo
JSON contendo, para cada posicao do alinhamento das sequéncias através da aplicacdo do esquema de
numeracdo do IMGT, o nimero de cadeias que realizam algum tipo de interagdo nessa posicdo € a
contagem e tipos das interacdes realizadas por essa posi¢do considerando todas as cadeias. O arquivo
JSON foi utilizado como entrada de uma implementacdo da representacdo Collier de Diamants,
considerando os tipos de interacdes como classes representadas em cada posi¢ao e o numero de sequéncias

que realizam alguma interagao como atributo adicional.
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5.4.2 Analise do Ydb: Resultados

Os anticorpos armazenados no Ydb foram produzidos por 15 diferentes espécies (Camelus
bactrianus, Camelus dromedarius, Cricetulus migratorius, Homo sapiens, Lama glama, Macaca
fascicularis, Macaca mulatta, Mus musculoides, Mus musculus, Oryctolagus cuniculus, Pan troglodytes,
Phoca vitulina, Rattus norvegicus, Rattus rattus e Vicugna pacos), além de anticorpos quiméricos,
sintéticos, obtidos a partir de bibliotecas de sequéncias de camelideos ou que ndo tiveram a espécie
determinada.

Como em uma mesma estrutura existem dominios variaveis de cadeias de anticorpos idénticos, para
as andlises apresentadas nesta se¢do foi utilizado apenas um dos complexos existentes em cada arquivo
de estrutura, exceto quando os dominios ndo sdo idénticos, o que ocorre em 85 estruturas que contém ao
menos 2 anticorpos distintos. Apds esse processo, o conjunto de dados de andlise continha 2.188
complexos, apresentados no Apéndice 2. Desses complexos, 298 possuem somente cadeia pesada, 18
possuem somente cadeia leve e 1.872 possuem um par de cadeias, o que totaliza 2.177 cadeias pesadas e
1.891 leves. A maioria desses complexos ¢ formada por anticorpos produzidos por humanos (~44%) e
camundongos (~37%), sendo o restante formado por camelideos (~12%) e as demais espécies listadas
anteriormente.

A Figura 5.4 apresenta trés heatmaps que representam as matrizes de identidade das sequéncias das
cadeias dos anticorpos presentes no Ydb. Cada linha e cada coluna dessa matriz e, consequentemente, do
heatmap, representam uma sequéncia. O valor de cada posi¢do da matriz (mj — linha i, coluna j) e do
heatmap corresponde a identidade entre as sequéncias i e j. Como a identidade entre uma sequéncia e ela
mesma (mii) € igual a 100%, a diagonal das matrizes e dos heatmaps ¢ sempre igual a 1. Além disso, como
a identidade entre as sequéncias i1 e j ¢ a mesma entre as sequéncias j € 1, os valores abaixo da diagonal

sao iguais aos valores acima dela, apresentados de maneira espelhada.
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Figura 5.4: Heatmaps das matrizes de identidade de sequéncias dos complexos presentes no
Ydb. Os valores representados variam de 0 a 1 (100% de identidade). (A) Sequéncias de
anticorpos de 2.188 pares de cadeia pesada + leve. Caso uma das cadeias estiver ausente, a
sequéncia ¢ preenchida com gaps na regido correspondente. A barra lateral apresenta as
espécies produtoras do anticorpo. (B) Sequéncias de 2.177 cadeias pesadas de anticorpos. A
barra lateral apresenta os genes V mais frequentes nessas sequéncias. (C) Sequéncias de 1.891
cadeias leves de anticorpos. A barra lateral apresenta os loci de cadeia leve das cadeias.

103



Para a defini¢do da ordem de apresentacdo das sequéncias em cada heatmap foi utilizado um
algoritmo de agrupamento hierarquico que forma grupos de sequéncias tentando minimizar a variancia da
identidade das sequéncias que fazem parte de um mesmo grupo (cluster). Esse algoritmo agrupa pares de
sequéncias e, iterativamente, unifica os grupos formados até que exista somente um.

Acima de cada heatmap ¢é apresentado um dendrograma que representa o agrupamento realizado
com a utiliza¢do de uma arvore. Devido ao nimero de sequéncias analisadas, os niveis mais proximos das
folhas da arvore ndo podem ser visualizados, no entanto, € possivel observar a altura das linhas horizontais
que representam as ultimas unificagcdes de grupos realizadas pelo algoritmo de agrupamento. Essa altura
representa a “distancia” dos grupos unificados. Quanto mais separadas sdo essas linhas, maior ¢ a varincia
do grupo obtido ap6s a unificagdo.

O heatmap apresentado na Figura 5.4A foi desenhado a partir da matriz de similaridade em que
cada sequéncia ¢ formada pelo dominio variavel da cadeia pesada seguido do dominio variavel da cadeia
leve de cada um dos 2.188 complexos analisados. Devido ao nimero elevado de linhas e colunas dessa
matriz, foram omitidos os identificadores dos complexos no heatmap. A diagonal do heatmap ¢ amarela,
indicando que cada complexo tem valor de identidade 1 (100%) quando comparado com ele mesmo. Além
da diagonal, € possivel observar outras posigdes representadas em amarelo, o que indica que existem
complexos idénticos quando os dominios variaveis de suas cadeias sdo comparados. Uma barra a esquerda
do heatmap apresenta a espécie produtora do anticorpo representado em cada linha. E possivel perceber
que a maioria dos anticorpos € produzida por humanos e camundongos e, em menor nimero, por espécies
da familia Camelidae, como destacado anteriormente. Esse tltimo conjunto de anticorpos gera duas
grandes faixas azuis no heatmap, pois esses anticorpos nao apresentam cadeia leve e, quando comparado
com os demais anticorpos que possuem cadeia leve e pesada, possuem um valor de identidade baixo. Essa

caracteristica faz com que esse conjunto de anticorpos seja unificado com os demais somente nas ultimas

104



etapas do agrupamento, o que aumenta o valor da variancia do novo grupo formado, como ¢ possivel
verificar na linha horizontal superior do dendograma. Além disso, € possivel perceber por meio da analise
das cores do heatmap que a maioria dos anticorpos que possuem cadeia leve e pesada tém mais de 40%
de identidade entre eles.

O heatmap apresentado na Figura 5.4B representa a matriz de identidade das 2.177 cadeias pesadas
presentes nos anticorpos analisados. A barra na lateral esquerda desse grafico representa os principais
subgrupos de genes V (IGHV) presentes no conjunto de sequéncias. O nimero de sequéncias originadas
a partir de genes V dos subgrupos IGVH3 e IGVHI destaca-se em relacdo aos demais, representando,
respectivamente, 36% e 33% das cadeias pesadas analisadas. Isso se deve ao fato de que os genes do
subgrupo IGVHI s3o os mais frequentes em camundongos enquanto que os dos subgrupos IGHV3 ¢
IGVHI1 s3o muito frequentes em humanos (ARNAOUT et al., 2011) e essas duas espécies possuem maior
representatividade no conjunto de sequéncias analisadas.

O heatmap apresentado na Figura 5.4C representa a matriz de identidade das 1.891 cadeias leves
presentes nos anticorpos analisados. Esse heatmap comparado com o heatmap da Figura5.4B, apresenta
mais posi¢des em tons de amarelo, o que indica que as sequéncias de cadeias leves sdo mais similares
entre si. A barra ao lado do grafico representa os genes V dos dois loci de cadeias leves, kappa (IGKV) e
lambda (IGLV). E possivel perceber uma clara divisio entre as sequéncias originadas desses genes tanto
observando o grafico de barras quanto o heatmap, que apresenta duas faixas azuis correspondentes as
sequéncias originadas a partir do gene IGKV. Além disso, o dendrograma apresenta a unificacdo das
cadeias originadas dos genes IGKV e IGLV na ultima etapa da aglomeragdo. O maior numero de
sequéncias originadas a partir dos genes IGKV pode ser justificado pelo maior nimero de genes desse
tipo quando comparados com os IGLV e da ordem em que acontecem os rearranjos nos /oci de cadeias

leves, iniciada pelos genes IGKV em humanos e camundongos (COLLINS; WATSON, 2018), espécies
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produtoras de anticorpos mais frequentes no conjunto analisado. No entanto, esse nimero também pode
estar enviesado pelos anticorpos mais estudados ou que foram mais facilmente cristalizados. Portanto,
para uma analise com menos viés, € necessario reduzir a redundancia dos dados analisados.

Para diminuir a redundancia dos dados analisados foi aplicado a esse conjunto o mesmo algoritmo
de agrupamento empregado na geracdo dos dados da Figura 5.4. Em seguida, foi definido um nivel de
corte do dendrograma que representa o agrupamento das sequéncias formadas pela jungdo da cadeia
pesada e leve de cada anticorpo. Para cada ramo da arvore que se encontra abaixo desse nivel de corte, foi
atribuido um grupo e os anticorpos pertencentes a ele foram consideradas redundantes. Para a remocao da
redundancia, foi escolhido um unico anticorpo para representar cada grupo, restando 853 anticorpos com
identidade maxima de 95% entre eles. Essa escolha foi baseada na resolucdo da estrutura do anticorpo,
sendo escolhidas estruturas com maior resolugdo. ApoOs essa etapa, foram removidos das analises
posteriores os anticorpos que possuiam apenas uma cadeia, o que evitou o viés causado pela forma
diferente de interacdo deles com os antigenos (ZAVRTANIK et al., 2018). Além disso, foram removidas
as estruturas que possuem resolu¢io menor que 2,5A, para que os calculos de interface sejam mais
precisos. Esses filtros limitaram as estruturas analisadas a 385 complexos antigeno-anticorpo. Os
anticorpos analisados no restante desta se¢do estdo destacados na tabela apresentada no Apéndice 2.

A Figura 5.5 apresenta o Collier de Diamants das cadeias pesadas dos 385 complexos extraidos do
Ydb. Nessa representagdao € possivel observar diversas posi¢des com a classe de residuos conservada,
principalmente nas regides de framework, além das posigdes com residuos conservados segundo o
esquema de numeracgao do IMGT. Dentre as posi¢des com classe conservada pode-se destacar as posigdes
15,16,22,42,94 ¢ 118. Na maioria das sequéncias o CDR-H1 e o CDR-H2 possuem 8 residuos € o CDR-

H3 possui 12 residuos. O CDR-HI1 possui posigdes com classes mais conservadas que os demais e o CDR-

106



H3 ¢ o que possui maior diversidade de tamanho e de composi¢do de classes em cada posi¢ao (SHIRAI,

KIDERA; NAKAMURA, 1999).
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Figura 5.5: Collier de Diamants das cadeias pesadas dos 385 complexos extraidos do Ydb.

112.2

Das sequéncias analisadas, aproximadamente 43% (165) sdo oriundas de anticorpos murinos € 50%

(192) humanos. Os anticorpos analisados estdo em complexo com antigenos proteicos de 64 diferentes
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espécies, sendo o HIV o patdégeno mais frequente nesse conjunto de dados, presente em 15% (58) das
sequéncias analisadas. A Figura 5.6 apresenta a frequéncia de cada subgrupo de gene V das cadeias
pesadas analisadas. Os genes das subclasses IGHV1 e IGHV3 s3o os mais frequentes seguidos pelos da
das subclasses IGHVS. Os genes das subclasses IGHV1, IGHV3 e IGHV4 sdo os mais frequentes em
humanos (ARNAOUT et al., 2011; DEWITT et al., 2016), enquanto os genes IGHV1, IGHVS e IGHVS
sd0 os mais frequentes em camundongos (ARNAOUT et al., 2011). Portanto, como essas sdo as espécies
produtoras de anticorpos mais presentes no Ydb, seria esperado encontrar um maior numero de sequéncias

dessas subclasses mais frequentes nessas espécies.
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Figura 5.6: Subgrupos dos genes V das cadeias pesadas dos anticorpos analisados.

Como descrito anteriormente, o Ydb armazena os residuos do paratopo e do epitopo dos complexos
antigeno-anticorpo utilizando diferentes critérios de definicdo de interface. A Figura 5.7 apresenta a
contagem dos aminoacidos da interface dos 385 complexos obtidos a partir do filtro descrito anteriormente
considerando cada definicdo. Cada tipo de série representa um dos critérios de defini¢ao de interface. A
série solida representa a interface definida pelas interagdes calculadas entre os residuos, as séries
tracejadas representam as interfaces definidas pela variacdo na area de acessibilidade ao solvente e a as

séries pontilhadas as interfaces definidas por distancia. Os aminoacidos estdo ordenados pela frequéncia
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na defini¢do de interface baseada em interagdes calculadas. Independentemente do critério adotado, a
tirosina, a arginina e a fenilalanina sdo os aminoacidos mais frequentes e a leucina e a cisteina sdo os
menos frequentes (NGUYEN et al., 2017; PENG et al., 2014). O namero de residuos presentes na
interface, considerando os diversos critérios de defini¢do, € muito varidvel. Dentre as defini¢gdes presentes
no Ydb, o critério de variagdo na area de acessibilidade ao solvente de ao menos 50A2 gera um conjunto

de 1.910 residuos nas interfaces analisadas enquanto o critério de distancia de até 6A entre 4&tomos gera

13.113 residuos.
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Figura 5.7: Frequéncia absoluta dos residuos pertencentes as interfaces de 385 complexos
armazenados no Ydb. Cada série representa uma defini¢ao diferente de interface: calculo de
interagdes (IN), variacdo na 4rea de acessibilidade ao solvente de pelo menos 50A2, 10A? ou
qualquer variacdo (A50, A10, A0) e distincia entre atomos de 3 a 6A (D3, D4, D5, D6).

Ao analisar a frequéncia de cada residuo relativa ao total de residuos da interface, como ilustrado
nas Figuras 5.8 e 5.9, ¢ possivel perceber que, considerando-se um mesmo critério de defini¢do de
interface, o valor utilizado como cutoff influencia ndo somente no nimero de residuos na interface, mas
também, na frequéncia relativa dos residuos. Na Figura 5.8, cada série representa uma das defini¢des de
interface baseada na variagdo minima da area de acessibilidade ao solvente, variando-se esse valor de 0 a

50A% (A0-50) e uma das séries representa a defini¢io por interagdes calculadas (IN). Nessa figura é
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possivel perceber que a defini¢do de interface com variagdo minima de 50A? é representada por uma série
com um comportamento diferente das demais, principalmente para os residuos tirosina, arginina,
fenilalanina, treonina, serina e valina. Na Figura 5.9, cada série representa uma das defini¢des de interface
baseada na distAncia maxima dos 4tomos, que variam de 3 a 6A (D3-6) e uma das séries representa a
definicdo por interacdes calculadas (IN). Nessa figura é possivel perceber que a defini¢do de interface
com distincia maxima de 3A ¢é representada por uma série com um comportamento diferente das demais

defini¢des, principalmente para os residuos acido glutamico, asparagina, serina, glicina, alanina,

metionina e histidina.
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Figura 5.8: Frequéncia dos residuos em relacdo ao total de residuos da interface para o

conjunto de dados do Ydb com 385 complexos. Cada série representa uma das defini¢cdes de

interface baseada na distdncia maxima dos dtomos, variando-se esse valor de 3 a 6A (D3-6).

A série IN representa a defini¢ao por interagdes calculadas.

O grafico da Figura 5.10 apresenta a frequéncia de cada residuo relativa ao total de residuos da
interface de trés defini¢des de interface armazenadas no Ydb. Os valores de distdncia maxima de 4A na
definicdo de interface baseada em distincia dos atomos e de 10A2? na variagio minima da 4rea de
acessibilidade ao solvente foram escolhidos por apresentarem valores de frequéncia proximos entre si.

Além disso, ¢ apresentada a defini¢cdo baseada no calculo das interagdes e, considerando a frequéncia
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absoluta dos residuos apresentada na Figura 5.7, estas séries ocupam regides proximas do grafico. Essas

defini¢des sao utilizadas nas andlises seguintes.
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Figura 5.9: Frequéncia dos residuos em relacdo ao total de residuos da interface para o
conjunto de dados do Ydb com 385 complexos. Cada série representa uma das defini¢des de
interface baseada na variacdo minima da area de acessibilidade ao solvente, variando-se esse
valor de 0 a 5S0A? (A0-50). A série IN representa a defini¢do por interagdes calculadas.
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Figura 5.10: Frequéncia dos residuos em relacdo ao total de residuos da interface para o
conjunto de dados do Ydb com 385 complexos. Cada série representa um dos critérios de
definicdio de interface do Ydb: interacdes calculadas (IN), distincia méxima de 4A entre
atomos (D4) e variagdo minima de 10A? na 4rea de acessibilidade ao solvente (A10).
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Na Figura 5.11 sdo apresentadas as frequéncias de cada residuo relativas ao total de residuos da
interface considerando 4 conjuntos diferentes de estruturas, obtidos utilizando diferentes critérios como
apresentado na Tabela 1.1. Observando os 4 graficos apresentados nessa figura, € possivel perceber que
os 3 critérios de defini¢do de interface utilizados na analise possuem valores de frequéncia de cada residuo
proximos. Além disso, ¢ possivel constatar que os 4 residuos mais frequentes e os 4 residuos menos
frequentes em todos os conjuntos analisados, destacados em roxo, sdo os mesmos, exceto pela fenilalanina
no conjunto de Nguyen et al., 2017, destacada em amarelo. Ao comparar esses dados com o grafico da
Figura 5.10, que representa os dados dos complexos do Ydb, € possivel perceber o mesmo conjunto de
residuos menos frequentes e pequenas diferengas nos mais frequentes. Além disso, os valores de
frequéncia relativa nos diversos conjuntos sdo semelhantes. Portanto, ao analisar a frequéncia relativa dos
residuos como métrica para a comparagao dos diferentes conjuntos de dados utilizados nos trabalhos
correlatos e os critérios de defini¢do de interface do Ydb, nao foi possivel encontrar uma grande diferenca
entre os conjuntos. No entanto, ndo se pode afirmar que ndo exista diferenca na analise baseada em
diferentes conjuntos de dados j& que seria necessario avaliar outras caracteristicas dos mesmos baseadas
diferentes critérios, como, por exemplo, as interacdes realizadas por cada residuo presente na interface
antigeno-anticorpo.

Na Figura 5.12 e no Apéndice 3 sdo apresentadas as interacdes realizadas pelas cadeias pesadas dos
complexos analisados. Em cada grafico de setor da Figura 5.12 sdo apresentas todas as interacoes
realizadas pelos residuos que estdo em uma posicao especifica do alinhamento, de todas as 385 cadeias
pesadas analisadas. Como um mesmo residuo da cadeia pesada pode realizar mais de uma interagdo com
o antigeno, enquanto outros ndo realizam interagdes com ele, o numero total de contatos € variavel ao
longo das posi¢des representadas, mas sempre sao apresentados setores com area proporcional a esse total

de contatos. Com isso, pode-se dizer que o grafico de setores apresenta as interagdes realizadas em cada
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Figura 5.11: Frequéncia dos residuos em relacdo ao total de residuos da interface para o
conjunto de dados de quatro trabalhos correlatos. Cada série representa um dos critérios de
defini¢io de interface do Ydb: interagdes calculadas (IN), distdncia maxima de 4A entre
4tomos (D4) e variagdo minima de 10A? na 4rea de acessibilidade ao solvente (A10).

posicdo normalizadas pelo nimero de interacdes realizadas por ela. No entanto, na Tabela 5.4 estdo

disponiveis o nimero total de contatos realizados por uma posi¢ao e o valor absoluto representado por

cada setor. Na Figura 5.12, as posi¢des que ndo realizam intera¢des sdo desenhadas em cinza e, para

destacar as posigoes que realizam interagdes, € desenhado um circulo salmao, em seu redor, que representa

o nimero de cadeias que realizam algum tipo de interagdo nessa posigao.
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Alignment of 385 sequences
Number of chains with contact information: 383
Maximum number of contacts at a position: 275
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Figura 5.12: Representagdo Collier de Diamants ilustrando as interagdes realizadas pelas 385

sequéncias de cadeias pesadas de anticorpos armazenados no Ydb.
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A grande maioria das posi¢des destacadas pelos circulos em salmdo na Figura 5.12 ¢ localizada nas
regides de CDR. Uma caracteristica comum a maioria dessas posicdes € ter as interacdes de Van der
Waals, representadas em verde escuro, como interagdo mais frequentes. Como os CDRs sdo as regides
normalmente envolvidas nas interagdes entre antigeno e anticorpo e, na maioria das vezes, sdo as regioes
que ficam proximas do antigeno, essas interacdes, mesmo sendo de curta distancia, sdo muito frequentes.
As vezes essa distancia ¢ tdo curta que as interagdes sdo consideradas Van der Waals clash, representadas
em verde claro, quando a distancia entre um par de atomos ¢ menor que a soma dos raios de Van der
Waals de cada um deles. Além disso, apesar das interagcdes de Van der Waals serem interagdes
normalmente consideradas fracas quando comparadas com as demais, o grande numero de interacdes
desse tipo representa uma parte consideravel da energia de ligacdo entre antigeno e anticorpo
(KULKARNI-KALE et al., 2014).

Devido a variabilidade do tamanho dos CDRs 3 analisados, como destacado na Figura 5.5, o nimero
de interacoes realizadas por algumas posicdes dessa regido nao aparece com muito destaque na Figura
5.12, devido a auséncia dessas posicoes em diversas cadeias do conjunto analisado. No entanto, como os
CDRs 1 e 2 apresentam uma menor variacdo de tamanho, os circulos que destacam as posigdes que
realizam mais contatos permite concluir que as interagdes realizadas por posi¢des do CDR1 sdo menos
frequentes que pelas posicoes dos demais CDRs nas cadeias pesadas (BURKOVITZ; OFRAN, 2016).

Apesar do grande nimero de interagdes de Van der Waals realizadas pelas cadeias pesadas dos
anticorpos analisados, dois outros tipos de interagdo também sao frequentemente encontrados na interface
dos complexos antigeno-anticorpo: interagdes de hidrogénio, representadas por setores laranja, e
interacdes hidrofobicas, representadas em vermelho. Como a tirosina ¢ o aminoacido mais frequente nas
interfaces e € capaz de realizar esses dois tipos de intera¢do, normalmente, a tirosina ¢ o residuo do

paratopo que mais realiza interagdes de hidrogénio e hidrofobicas (DALKAS et al., 2014). Outro tipo de
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interacdo que deve ser destacado sdo as interagdes eletrostaticas, representadas em preto na Figura 5.12.
Apesar de bem menos frequente que as interacdes citadas anteriormente, as interagdes eletrostaticas,
individualmente, geram uma contribui¢do energética maior que as demais. Esse tipo de interagcdo se
mostrou mais frequente no CDR3 e em algumas posi¢cdes do CDR2 (BURKOVITZ; OFRAN, 2016).

Outro tipo de interagdo que se destaca na Figura 5.12 so as interagdes de hidrogénio mediadas por
agua. O papel das interagdes mediadas por uma molécula de agua ja foi analisado anteriormente
(KULKARNI-KALE et al., 2014; NGUYEN et al., 2017; YOKOTA et al., 2003), no entanto, o nimero
de interagcdes mediadas por duas moléculas de dgua também ¢ significativo e pode ser explorado em
estudos posteriores.

As andlises apresentadas nesta se¢cdo deram uma visao geral dos dados armazenados no Yvis. No
entanto, tanto os dados aqui apresentados como outros que estdo armazenados, mas nao foram utilizados
nessas analises ainda devem ser explorados. Como o Ydb ¢ atualizado frequentemente, as analises aqui
apresentadas foram automatizadas, ja que elas podem ser repetidas com conjuntos maiores de estrutura

que serao depositadas no PDB ao longo do tempo.
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6 Conclusoes e perspectivas

Os anticorpos sao utilizados hoje nas mais diversas areas como ferramenta para pesquisas e
diagndsticos, além de terapia para diversas doencas. O sucesso dessa utilizacdo estd relacionado ao
conhecimento das estruturas de anticorpos e antigenos e de suas interagdes. Apesar da ampla utilizacao
dos anticorpos, ainda ndo sdo claras as regras que governam o reconhecimento entre antigeno e anticorpo
e a especificidade dos anticorpos. Em busca de respostas a essas dividas diversos pesquisadores tém
trabalhado nas areas de descoberta e modelagem de estruturas, além de experimentos de sequenciamento
de repertorio de anticorpos. Devido a esses trabalhos uma grande quantidade de dados relacionados a
anticorpos vém surgindo e existe a caréncia de ferramentas para analise e visualizag@o de anticorpo e suas
interagdes com os antigenos.

Neste trabalho foram propostas algumas estratégias de analise e visualizacdo em larga escala das
cadeias dos anticorpos e suas interagdes com o antigeno que permitam uma melhor compreensdo do
processo de reconhecimento e ligagdo de anticorpos a antigenos. Para a visualizagdo do alinhamento de
dominios variaveis de cadeias de anticorpos foi proposta a representacdo denominada Collier de
Diamants. Essa representacao foi utilizada na implementacao da plataforma Yvis que permite nao somente
a visualizacao do alinhamento milhares de cadeias de anticorpos, como também a analise de diferentes
conjuntos de dados. Dentre esses dados destacam-se as estruturas do PDB pré-processadas e armazenadas
no banco de dados do Yvis, atualizados semanalmente, e ferramentas do IMGT de analise de dominios
variaveis e de tratamento de dados de sequenciamento de repertorio de anticorpos.

A plataforma Yvis pode ser utilizada em diferentes tipos de andlises de anticorpos. Por exemplo, a
répida visualizacao de posi¢des conservadas e divergentes em um conjunto de anticorpos relacionados
pode direcionar experimentos de engenharia de anticorpos. Nos estudos de repertorios de anticorpos, a

visualiza¢ao por meio do Collier de Diamants e a comparagao de uma sequéncia unica com milhares de
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sequéncias podem ressaltar as mutagcdes mais importantes que ocorreram durante o processo de maturagao
de afinidade. Portanto, a plataforma Yvis apresenta um ambiente para analise de sequéncias de anticorpos
em larga escala e auxilia o pesquisador na formulagdo de hipdteses referente aos residuos chave na
estrutura e na interacao dos anticorpos, auxiliando o entendimento de suas propriedades.

Além da plataforma Yvis, foi implementado o banco de dados Ydb, que armazena dados da
composi¢do e das propriedades fisico-quimicas das cadeias de complexos antigeno-anticorpo, além da
caracterizacdo da interface desses complexos utilizando diferentes critérios de defini¢do de interface e de
suas interacdes. A possibilidade de analise conjunta dos dados do Ydb, as diversas defini¢des de interface,
juntamente com o calculo das interagdes e a atualizagdo semanal fazem com que o Ydb se diferencie dos
demais bancos de dados que contém informagdes de estruturas de anticorpos. As analises de alguns dos
dados presentes no Ydb destacaram as diferencas entre as defini¢des de interface analisadas e as posi¢oes
mais conservadas e mais divergentes nas sequéncias de dominios variaveis de cadeias de anticorpos. Além
disso, a andlise das interagdes realizadas pelas cadeias pesadas dos anticorpos armazenados no Ydb
permitiu a visualizacdo das posi¢des que normalmente realizam interagdes com o antigeno, sendo que
nenhuma delas realiza um tipo exclusivo de interagdo. Essa andlise ainda viabilizou a representacao dos
tipos de interagdo geralmente presentes na interface do complexo e deixou em aberto a necessidade de se
analisar as interagdes de hidrogénio entre antigeno e anticorpo mediadas por multiplas moléculas de agua.
De qualquer forma, constatou-se que as interagdes de hidrogénio, sejam mediadas por d4gua ou ndo, sao
frequentes na interface antigeno-anticorpo.

Apesar das andlises realizadas neste trabalho inimeras outras podem ser realizadas sobre os dados
armazenados no Ydb, seja utilizando dados ndo analisados neste texto, utilizando técnicas diferentes das
utilizadas aqui ou ainda um subconjunto dos dados analisados. Acredita-se que essas analises com dados

presentes atualmente no Ydb e os que serdo produzidos ao longo do tempo e armazenados nele por meio
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de suas atualiza¢des semanais podem gerar um melhor entendimento dos anticorpos e suas interagdes com
os antigenos. Além disso, durante o desenvolvimento do Ydb, percebeu-se que seus dados podem ser de
interesse de outros pesquisadores da drea e dessa maneira tem-se como mais uma perspectiva deste

trabalho o desenvolvido de uma interface web e de servigos web para acesso a estes dados.
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Apéndice 1 — Nomes padronizados baseados na taxonomia do UniProt

Nome padronizado do organismo
produtor de antigeno

Adeno-associated dependoparvovirus
A: Adeno-associated virus 2

Alphacoronavirus: TGEV virulent
Purdue

Alphapapillomavirus 7

Alphapapillomavirus 9

Androctonus australis: Androctonus
australis hector

Aquifex aeolicus

Carnivore protoparvovirus 1: Canine
parvovirus

Centruroides noxius

Cervus canadensis: Cervus elaphus
nelsoni

Clostridioides difficile: Clostridium
difficile

Clostridium botulinum

Colobus angolensis

Deinococcus geothermalis

Dengue virus: Dengue virus 1

Dengue virus: Dengue virus 2

Dengue virus: Dengue virus 3
Dengue virus: Dengue virus 4
Enterovirus A: Coxsackievirus A10

Enterovirus A: Coxsackievirus a6

Nome nao padronizado presentes no SAbDab ou na
estrutura do PDB

Adeno-associated virus - 2

Tgev virulent purdue

Human papillomavirus type 59

Human papillomavirus type 16; Human papillomavirus type
58

Androctonus australis hector

Aquifex aeolicus vf5; aquifex aeolicus (strainvfb)

Canine parvovirus

Centruroides noxius hoffmann

Cervus elaphus nelsoni

Clostridium difficile

Clostridium botulinum (strain hall / atcc 3502/ nctc 13319 /
type a)

Colobus angolensis palliatus
Deinococcus geothermalis (strain dsm 11300)

Dengue virus 1; Dengue virus type 1 (strain
nauru/westpac/1974)

Dengue virus 2; Dengue virus 2 puerto rico/pr159-s1/1969;
Dengue virus 2 thailand/16681/84

Dengue virus 3
Dengue virus 4
Coxsackievirus a10

Coxsackievirus a6
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Apéndice 1. (Continuagéo)
Nome padronizado do organismo
produtor de antigeno

Enterovirus C: Human poliovirus 1

Enterovirus D

Escherichia coli

Escherichia virus 933W
Geobacillus thermodenitrificans
Hendra henipavirus

Hepatitis A virus (Hepatovirus A)

Hepatitis B virus

Hepatitis C virus (Hepacivirus C)

Hepatitis E virus (Orthohepevirus A)

Human cytomegalovirus (Human
herpesvirus 5)

Human herpesvirus 3 (Varicella-zoster

virus)

Human herpesvirus 4 (Epstein Barr
virus)

Human immunodeficiency virus 1

Human mastadenovirus C: Human
adenovirus C serotype 5

Nome nao padronizado presentes no SAbDab ou na
estrutura do PDB

Human poliovirus 1; Human poliovirus 1 mahoney;
Poliovirus type 1; Poliovirus type 1 (strain mahoney)

Enterovirus d68

Escherichia coli (strain k12); Escherichia coli 2-156-
04 _s3_c3; Escherichia coli dh5[alpha]; Escherichia coli k-12;
Escherichia coli 0157

Enterobacteria phage 933w

Geobacillus thermodenitrificans (strain ng80-2)
Hendra virus

Hepatitis a virus

Hepatitis b virus; Hepatitis b virus genotype d subtype adw

Hepatitis ¢ virus; Hepatitis c virus (isolate glasgow);
Hepatitis c virus (isolate h); Hepatitis ¢ virus genotype 1a
(isolate h); Hepatitis c virus subtype 2a; Recombinant
hepatitis ¢ virus h77(5\'utr-ns2)/jfh1_v787a,q1247I;
Hepacivirus c; Recombinant hepatitis c virus hk6a/jfh-1

Hepatitis e virus

Human cytomegalovirus; Human cytomegalovirus (strain
5508), Human cytomegalovirus (strain merlin); Human
cytomegalovirus (strain merlin), Human cytomegalovirus
(strain ad169); Human herpesvirus 5

Human herpesvirus 3 strain oka vaccine

Human herpesvirus 4 (strain b95-8); Human herpesvirus 4

Hiv-1 m; Human immunodeficiency virus type 1; Human
immunodeficiency virus type 1 (isolateyu2); Human
immunodeficiency virus type 1 (jrcsfisolate); Human
immunodeficiency virus type 1 (malisolate); Human
immunodeficiency virus type 1 group msubtype b; Human
immunodeficiency virus type 1(clone 12); Human
immunodeficiency virus type 3

Human adenovirus 5; Human adenovirus c serotype 5;
human adenovirus5
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Apéndice 1. (Continuagéo)

Nome padronizado do organismo
produtor de antigeno

Human respiratory syncytial virus

Human respirovirus 3

Indiana vesiculovirus: Vesicular
stomatitis indiana virus

Influenza A virus

Influenza B virus
Lactococcus phage p2
Lactococcus phage Tuc2009
Leishmania donovani

Mamastrovirus 1: Human astrovirus-2

Marburg marburgvirus

Metarhizium acridum

Methanocaldococcus jannaschii

Methanococcus maripaludis

Nome nao padronizado presentes no SAbDab ou na
estrutura do PDB

Human respiratory syncytial virus a; Human respiratory
syncytial virus a (straina2); Human respiratory syncytial virus
a (strainrsb6256)

Human parainfluenza virus 3

Vesicular stomatitis indiana virus; Vesicular stomatitis
indiana virus (strain sanjuan)

Influenza a virus; Influenza a virus (a/anhui/1/2005(h5n1));
Influenza a virus (a/anhui/1-balf _rg45/2013(h7n9)); Influenza
a virus (a/brevigmission/1/1918(h1n1)); Influenza a virus
(a/california/07/2009(h1n1)); Influenza a virus
(a/chicken/thailand/tak-01/2004(h5n1)) ; Influenza a virus
(a/hong kong/1-4-ma21-1/1968(h3n2)) ; Influenza a virus
(a/puerto rico/8/1934(h1n1)); Influenza a virus
(a/solomonislands/3/2006(h1n1)) ; Influenza a virus
(altexas/50/2012(h3n2)); Influenza a virus (a/viet
nam/1203/2004(h5n1)); Influenza a virus
(a/wsn/1933(h1n1)); Influenza a virus (a/x-31(h3n2));
Influenza a virus (strain a/hong kong/1/1968h3n2) ;

Influenza a virus (strain swla/california/04/2009 h1n1) ;
Influenza a virus (a/chicken/henan/109/2013(h7n9)) ;
Influenza a virus (a/turkeyl/italy/214845/2002(h7n3));
Influenza a virus (a/thailand/1(kan-1)/2004(h5n1)) ; Influenza
a virus (straina/duck/alberta/35/1976 h1n1); Influenza a
virus (a/swine/minnesota/a01134337/2010(h3n2)); Influenza
a virus (a’/hong kong/482/97(h5n1)); Influenza a virus (strain
alaichi/2/1968 h3n2)

Influenza b virus; Influenza b virus (b/brisbane/60/2008)
Lactococcus lactis phage p2

Lactococcus phage tuc2009

Leishmania donovani (strain bpk282a1)

Human astrovirus-2

Lake victoria Marburgvirus; Lake victoria marburgvirus
(strain musoke-80)

Metarhizium acridum (strain cqma 102)

Methanocaldococcus jannaschii (strain atcc43067 / dsm
2661 / jal-1 / jcm 10045 / nbrc 100440)

Methanococcus maripaludis (strain s2 / Il)
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Apéndice 1. (Continuagéo)

Nome padronizado do organismo
produtor de antigeno

Middle East respiratory syndrome-
related coronavirus

Neisseria meningitidis

Norwalk virus

Parechovirus A

Phage #D

Plasmodium falciparum

Plasmodium vivax

Primate erythroparvovirus 1
Pseudomonas aeruginosa
Rhinovirus A

Rhinovirus B

Rift Valley fever phlebovirus

Rotavirus A

Saccharomyces cerevisiae

Salmonella choleraesuis

Severe acute respiratory syndrome-
related coronavirus

SFTS phlebovirus

Nome nao padronizado presentes no SAbDab ou na
estrutura do PDB

Human coronavirus emc; Human coronavirus emc (isolate
unitedkingdom/h123990006/2012) ; Middle east respiratory
syndrome coronavirus; Middle east respiratory syndrome-
relatedcoronavirus ; Betacoronavirus england 1

Neisseria meningitidis mc58; Neisseria meningitidis
serogroup b (strainmc58)

Human calicivirus; Norovirus 13-bh-1/2013/gii.17; Norovirus
gii.10; Norovirus hu/gii.4/sydney/nsw0514/2012/au;
Norovirus hu/gii-4/saga1/2006/jp; Norwalk virus (strain
gi’/human/unitedstates/norwalk/1968)

Human parechovirus 3

Phage #d

Plasmodium falciparum (isolate 3d7); Plasmodium
falciparum 3d7; Plasmodium falciparum k1

Plasmodium vivax (strain salvador i); Plasmodium vivax sai-
1

Human parvovirus b19
Pseudomonas aeruginosa pao1
Human rhinovirus 2

Human rhinovirus 14

Rift valley fever virus

Simian rotavirus

Saccharomyces cerevisiae (atcc 204508 / s288c);
Saccharomyces cerevisiae (strain atcc 204508 /s288c);
Saccharomyces cerevisiae s288c

Salmonella enterica subsp. enterica serovartyphimurium

Sars coronavirus

Severe fever with thrombocytopenia virus
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Apéndice 1. (Continuagéo)

Nome padronizado do organismo
produtor de antigeno

Staphylococcus aureus

Staphylococcus capitis

Thielavia heterothallica

Tick-borne encephalitis virus

Trypanosoma brucei

Trypanosoma congolense

Vibrio cholerae

Yellow fever virus

Zaire ebolavirus

Zika virus

Nome nao padronizado presentes no SAbDab ou na
estrutura do PDB

Staphylococcus aureus (strain bovine rf122 /et3-1) ;
Staphylococcus aureus (strain mssa476); Staphylococcus
aureus (strain usa300); Staphylococcus aureus subsp.
aureus; Staphylococcus aureus subsp. aureus tch60;
Staphylococcus capitis vcu116

Thermothelomyces thermophila (strain atcc 42464/ berc
31852 / dsm 1799)

Tick-borne encephalitis virus (strain hypr); Tick-borne
encephalitis virus european subtype(strain neudoerfl)

Trypanosoma brucei rhodesiense
Trypanosoma congolense (strain iI3000)

Vibrio cholerae serotype 01 (strain atcc 39315/ el tor inaba
n16961)

Yellow fever virus (strain 17d vaccine)

Zaire ebola virus; Zaire ebolavirus (strain mayinga-76);
Ebola virus, Zaire ebolavirus

Zika virus (strain mr 766); Zika virus (isolate
zikv/human/frenchpolynesia/10087pf/2013)
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Apéndice 2 — Complexos sem redunddncia intraestrutura armazenados no Ydb

Id PDB Pesada Leve Representativo Id PDB Pesada Leve Representativo
1A14 H L - 1FNS H L Sim
1A2Y B A Sim 1FPT H L Sim
1A3R H L - 1FRG H L -
1ACY H L - 1FSK I H -
1ADQ H L - 1GeV K - -
1AFV H L - 1G7H B A -
1AHW E D - 1G7I B A -
1A11 H L Sim 1G7) B A -
1AR1 C D - 1G7L B A -
1BGX H L - 1G7M B A -
1BJ1 H L Sim 1G9M H L -
1BOG B A - 1G9N H L -
1BQL H L - 1GC1 H L -
1BVK E D - 1GGl H L -
1BZQ K - - 1HOD B A Sim
1C08 B A - 1HEZ D C -
1CE1 H L Sim 1HH6 B A -
1CFN B A - 1HH9 B A -
1CFS B A - 1HI6 B A Sim
1CFT B A - 1HIM L H =
1CuU4 H L - 1HIN H L -
1CZ8 Y X - 1HYS D C -
1DEE F E - 1181 B A -
1DQJ B A - 118K B A Sim
1DZB A A Sim 1I9R K M -
1E4W H L - 11C4 H L =
1E4X H L Sim 11C5 H L -
1E6) H L - 11C7 H L -
1EG) H L Sim 1IFH H L -
1EJO H L - 1IKF H L =
1EO8 H L - 11QD B A -
1EZ2V X Y - 1J10 H L -
1F3R B B Sim 1J1pP H L -
1F58 H L Sim 1J1X H L -
1F90 H L - 1J50 H L -
1FBI H L - 1JHL H L Sim
1FDL H L - 1JP5 A A -
1FE8 H L - 1JPS H L Sim
1FJ1 B A - 1JRH H L -
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1K4AC
1K4D
1KB5
1KB9
1KC5
1KCR
1KCS
1KEN
1KIP
1KIQ
1KIR
1KTR
1KXQ
1KXT
1KXV
1KYO
1LK3
1MCB
1MCC
1MCD
1IMCE
1MCF
1IMCH
1MCI
1Mdcl
1IMCK
1IMCL
1MCN
1MCQ
1MCR
1IMCS
1MHP
1MLC
1MPA
1IMVF
1MVU
1INOX
INSY
1IN64
1IN6Q
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1INAK
INBY
1INBZ
INCA
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1SM3
1Svz
1SYe6
1703
1TET
1TJG
1TJH
1TJI
1TPX
1TQB
1TQC
172G
1TZH
1771
1U8H
1uU8I
1uU8J
1U8K
1U8L
1U8M
1U8N
1U80
1U8P
1U8Q
1U91
1U92
1U93
1U95
1UA6
1UAC
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2DQH
2DQl
2DQJ
2DWD
2DWE
2EH8
2EIZ
2EKS
2EXW
2EXY
2EZ0
2F58
2F5B
2FD6
2FEC
2FED
2FEE
2FJG
2FJH
2FX7
2FX8
2FX9
2G58B
2GHW
2GS|
2H1P
2H2P
2H2S
2H8P
2H9G
2HFE
2HFG
2HG5
2HHO
2HJF
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215Y
2160
219L
21BZ
2IFF
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Apéndice 3 — Interacgoes realizadas pelas 385 cadeias pesadas de anticorpo analisadas neste trabalho

N"‘L"eem van VAN |lracso Mediada  Mediada
Posicao cadeias der Wder de por 1 por 2 Aromatica* Pi-cation* Hidrofobica Eletrostatica . Total (je
com Waals aals hidrogénio molgcula mole’culas interagoes
interacdo clash de agua de agua

1 16 11 5 7 7 7 0 0 5 4 62
2 11 10 5 5 0 13 0 0 8 0 52
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 2
5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
8 2 2 0 1 0 1 1 1 0 0 8
9 1 1 1 0 0 0 0 0 1 0 4
10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
11 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 3
12 1 1 1 0 0 0 1 0 1 0 5
13 2 1 0 1 0 1 0 0 0 1 6
14 2 2 2 1 1 0 1 1 1 0 11
15 3 2 2 0 1 3 0 0 2 0 13
16 2 2 2 0 3 0 0 0 1 0 10
17 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 3
18 1 0 0 0 0 3 0 0 0 0 4
19 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
20 2 1 1 0 1 0 0 0 0 2 7
21 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
22 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 2
23 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 2
24 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 4
25 4 1 1 1 1 13 0 0 1 0 22
26 10 7 1 3 0 18 0 0 1 0 40
27 23 16 7 69 18 39 1 0 3 1 177
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Numero

de Van Van Interagéo Mediada Mediada
Posicao cadeias der Wdaearls _ del _ mgﬁé:::lla moﬁgguzlas Aromatica* Pi-cation* Hidrofobica Eletrostatica inxgtzlgggs
_ com_ Waals clash hidrogénio de 4gua de 4gua
mteragao
28 48 32 12 68 7 165 4 8 20 2 366
29 65 44 29 143 162 206 0 2 25 3 679
30 41 28 16 73 37 83 2 6 14 1 301
31 6 5 2 3 1 13 0 0 2 1 33
32 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
33 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
34 5 3 2 1 0 0 1 1 17
35 160 130 69 240 388 369 6 10 37 4 1413
36 231 197 117 487 500 639 5 5 81 30 2292
37 171 148 89 180 348 308 23 46 95 13 1421
38 238 214 139 419 544 479 41 71 155 7 2307
39 15 12 7 1 8 14 1 2 3 3 66
40 82 42 22 53 55 88 6 13 11 19 391
41 3 1 0 1 0 6 0 0 0 0 11
42 5 3 0 0 1 0 1 0 5 0 15
43 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 4
44 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
45 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
46 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
47 1 1 0 0 0 1 0 0 1 0 4
48 2 2 0 0 0 0 1 1 1 0 7
49 2 1 0 0 0 7 0 0 0 0 10
50 6 2 1 3 1 3 2 0 3 0 21
51 12 6 2 0 3 3 5 3 7 1 42
52 78 43 14 3 11 31 30 13 47 0 270
53 10 8 5 1 5 1 3 1 8 0 42
54 31 28 19 27 49 25 1 3 16 8 207
55 205 168 99 98 435 132 20 28 106 26 1317
56 54 51 20 11 41 65 5 7 19 3 276
57 275 249 163 374 684 422 26 48 134 35 2410
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Numero

de Van Van Interagéo Mediada Mediada
Posicao cadeias der Wdaearls _ del _ mgﬁé:::lla moﬁgguzlas Aromatica* Pi-cation* Hidrofébica Eletrostatica inxgtzlgggs
~ com_ Waals clash hidrogénio de dgua*  de agua*
interagdo
58 147 120 77 215 344 254 13 29 62 13 1274
59 191 157 101 311 474 463 6 14 65 34 1816
60 13 11 9 7 11 42 0 0 3 2 98
61 20 15 11 55 24 55 1 2 8 4 195
62 151 128 84 213 415 293 15 13 50 34 1396
63 97 80 43 117 99 146 3 4 22 12 623
64 219 193 130 372 573 458 13 17 111 39 2125
65 107 78 42 274 173 468 6 7 19 4 1178
66 199 168 109 190 231 230 33 34 110 29 1333
67 47 20 8 112 29 175 2 3 6 0 402
68 20 17 4 1 0 15 0 1 3 1 62
69 35 26 17 47 127 45 0 1 14 10 322
70 10 6 1 5 2 14 0 0 1 1 40
71 2 2 1 0 1 0 0 0 1 1 8
72 36 29 20 43 36 66 0 5 7 8 250
73 1 1 1 1 1 15 0 0 0 1 21
74 7 3 2 5 1 11 0 0 1 1 31
75 3 3 2 1 0 0 0 0 2 1 12
76 9 2 1 3 1 22 0 0 0 1 39
7 4 2 2 1 2 6 0 0 2 0 19
78 9 1 0 6 0 31 0 0 0 0 47
79 5 3 1 1 0 3 0 1 1 1 16
80 25 19 16 0 69 30 0 0 2 19 180
81 4 3 2 0 2 0 0 0 0 2 13
82 27 15 5 47 21 66 0 2 12 9 204
83 19 17 6 3 2 39 0 0 5 0 91
84 8 6 1 1 1 7 0 0 2 1 27
85 13 5 1 19 1 25 0 0 1 0 65
86 3 2 2 0 0 0 0 0 2 0 9
87 4 3 3 2 3 7 1 1 1 0 25
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Numero Van = Mediada Mediada

de Van Interagao
- . der por 1 por 2
Posicdo cadeias der de . < . ~
Waals molécula moléculas interagoes

Aromatica* Pi-cation* Hidrofobica Eletrostatica Total de

int:?anc];éo Waals clash hidrogénio de agua de agua

88 4 3 2 2 7 0 1 1 3 0 23
89 5 5 3 1 11 0 0 1 4 1 31
90 5 5 4 0 1 3 1 0 5 1 25

91 3 3 3 2 1 3 1 1 3 0 20
92 6 6 4 27 9 3 1 1 5 1 63
93 5 4 2 39 3 3 0 0 1 1 58
94 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 2
95 2 1 0 0 0 0 0 0 1 1 5
96 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 3
97 1 0 0 0 0 3 0 0 0 0 4
98 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
99 1 1 1 0 1 0 0 0 0 1 5
100 1 1 1 0 1 0 0 0 1 0 5
101 2 1 0 0 0 0 0 0 1 1 5
102 3 2 1 1 1 1 0 0 1 1 11
103 4 4 2 1 0 3 0 0 1 0 15
104 13 8 5 37 23 41 0 3 3 2 135
105 26 18 12 25 63 18 2 5 11 5 185
106 82 56 31 46 135 216 1 8 24 24 623
107 208 154 96 388 450 571 14 17 73 44 2015
108 190 153 87 364 385 491 10 17 76 22 1795
109 248 225 163 371 571 574 32 40 137 23 2384
110 189 172 122 351 449 435 17 27 103 23 1888
111 142 128 86 265 276 334 18 17 76 11 1353
111.1 88 78 53 197 158 193 12 14 42 9 844
111.2 52 47 26 142 79 93 7 5 25 4 480
111.3 27 23 18 80 81 91 1 5 16 6 348
111.4 16 14 12 39 18 9 0 3 3 1 115
111.5 11 10 4 7 8 13 2 3 2 1 61
111.6 3 3 3 0 2 0 0 0 1 0 12
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Numero

de Van Van Interagéo Mediada Mediada
Posicao cadeias der Wdaearls _ del _ mgrérclla moﬁgguzlas Aromatica* Pi-cation* Hidrofobica Eletrostatica in-l;Z::Igggs
~ com Waals clash hidrogénio de 4gua de 4gua
mteragao
111.7 3 3 2 3 1 7 1 1 3 1 25
111.8 2 2 2 0 1 0 0 1 2 0 10
112.9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
112.8 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 3
112.7 4 4 3 13 5 2 1 1 2 1 36
112.6 10 10 7 3 7 13 1 2 7 0 60
112.5 12 11 11 35 63 57 1 2 6 2 200
112.4 29 27 16 30 74 66 3 3 17 7 272
112.3 44 41 27 82 128 53 3 6 17 8 409
112.2 77 63 37 113 136 142 8 14 42 5 637
1121 105 89 57 123 217 283 17 16 54 6 967
112 126 107 60 218 277 305 12 20 58 22 1205
113 180 150 101 241 410 311 27 34 109 17 1580
114 84 54 29 62 145 266 10 9 32 8 699
115 33 22 14 11 47 41 7 4 18 2 199
116 51 33 17 91 45 107 2 1 22 18 387
117 21 12 10 5 8 21 3 10 7 0 97
118 4 1 1 0 0 0 1 1 2 0 10
119 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
120 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
121 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
122 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
123 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
124 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
125 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
126 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
127 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
128 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Total 5393 4373 2695 7742 10257 10917 496 696 2346 674 45589

* O niimero de interagdes aromaticas e Pi-cation podem ser menores do que as exibidas porque foram contabilizadas para cada carbono
pertencente aos anéis aromaticos. O nimero de interacdes mediados por dgua pode estar superestimado devido a moléculas de agua aprisionadas

na interface.
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ABSTRACT

As antibodies are a very important tool for diagnosis,
therapy, and experimental biology, a large number
of antibody structures and sequences have become
available in recent years. Therefore, tools that allow
the analysis, comparison, and visualization of this
large amount of antibody data are crucially needed.
We developed the antibody high-density alignment
visualization and analysis (Yvis) platform to provide
an innovative, robust and high-density data visual-
ization of antibody sequence alignments, called Col-
lier de Diamants. The Yvis platform also provides
an integrated structural database, which is updated
weekly, and many different search and filter options.
This platform can help to formulate hypotheses con-
cerning the key residues in antibody structures or
interactions to improve the understanding of anti-
body properties. The Yvis platform is available at
http://bioinfo.icb.ufmg.br/yvis/.

INTRODUCTION

Antibodies or immunoglobulins are vertebrate immune sys-
tem proteins that are produced by B cells and can bind
to antigens with high specificity and affinity. For this rea-
son, antibodies are an important tool in diagnosis, ther-
apy and experimental biology (1). To elucidate the an-
tibody characteristics, large numbers of antibody struc-
tures and sequences have been generated in the last years.
The number of antibodies or antibody fragment struc-
tures deposited in Protein Data Bank (PDB) (2) has in-
creased exponentially (3), leading to the development of
databases of antibody structures (4-7). Moreover, many an-
tibody sequences have been obtained by high-throughput
sequencing of the B-cell receptor repertoire (8,9). This ex-
traordinary and still increasing number of antibody struc-
tures and sequences demands integrative data organiza-

tion and tools for their analysis, comparison and visual-
ization. One of the major bottlenecks in this field is the
concomitant visualization of a large amount of antibody
data. AbYsis (4) and IMGT/3Dstructure-DB (5) allow
antibody visualization, but only a limited number of se-
quences can be analysed at a time. Indeed, ab¥'sis presents
a classical multiple sequence alignment (MSA) that dis-
plays a limited number of sequences and positions each
time. IMGT/3Dstructure-DB display only one antibody
sequence using the IMGT/Collier des Perles representa-
tion (10) that allows sequence analysis related to the an-
tibody structure. To fill this gap, we developed the an-
tibodY high-density alignment visualization and analysis
(Yvis) platform that includes: (i) an updated weekly and cu-
rated antibody structure database (Yvis database) and (ii)
integrated antibody analysis resources, such as an antibody
high-density alignment visualization called Collier de Dia-
mants, and multiple filter options to analyse data from user
files or from the Yvis database.

MATERIALS AND METHODS

Yvis database: an updated weekly and curated repository of
data on antibody PDB structures

The Yvis database is an updated weekly collection of data
on antibody PDB structures (in complex with an antigen or
not), such as PDB and chain identification, antibody and
protein antigen-producing organisms or type (hapten, car-
bohydrate or nucleic acid), gapped sequences of antibody
chains, germline information (assigned V and J genes with
their identity values), and antigen-antibody putative con-
tacts.

The Yvis script, developed in Python, extracts a list of
antibody PDB structures from SAbDab (7) that is up-
dated weekly. The following data are extracted from this
list, processed, and stored in the Yvis database: (i) PDB
and chain identifications, (ii) names of the organisms pro-
ducing antibody and antigen (when applicable) and (iii)
antigen molecule description. When the SAbDab list does
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not contain the antibody- or antigen-producing organism
name, Yvis script extracts this information from the cor-
responding PDB structure file, acquiring the ORGAN-
ISM_SCIENTIFIC value from SOURCE record after re-
trieving the molecule Id from COMPND record. After data
extraction, Yvis script checks whether the organism names
match the UniProt Taxonomy (11), and correct them if re-
quired (Supplementary Table S1). Data are manually cu-
rated, if the standard name is not found automatically.
These standard names facilitate the Yvis database search,
reducing the diversity of organism names, for instance by
eliminating all synonyms.

The Yvis script submits antibody chain sequences to
IMGT/DomainGapAlign (5) to obtain gapped sequences
and germline information. Then, it processes the result page
and extracts the gapped sequence of the variable domain of
each chain, following the IMGT numbering (12). Moreover,
the script extracts and stores the V and J germline genes as-
signed to the chain sequence, and their identity values.

Finally, to obtain information on the putative antibody—
antigen contacts, the Yvis script downloads the PDB struc-
ture files and extracts the antibody chain amino acids that
potentially interact with a peptide or protein antigen using
the Biopython PDB module (13). Then, the distance be-
tween each a-carbon of the antibody and antigen amino
acids is calculated. If the distance between two a-carbons
is not higher than 8 A, the position that contains the amino
acid is marked as making a putative contact. This distance is
used because it allows including putative direct interactions
between antigen and antibody and also water-mediated in-
teractions (14).

Yvis resources: integrated tools for high-density antibody
data visualization and analysis

The Yvis platform integrates resources that allow the analy-
sis of antibody variable domains that have been uploaded as
user sequences or selected from the Yvis database. This plat-
form is a web-based application that process sequences in a
server or in a user’s internet browser, depending on the anal-
ysed data. The server-side application was developed using
PHP and Mysql, and the client-side using the JavaScript
and D3.js framework.

The Yvis Platform offers input and search versatility. With
the Yvis platform, users can analyse antibody structures
stored in the Yvis database or uploaded by them. Differ-
ent search options (Figure 1A) are available to select, from
the database, a set of antibody structures to be analysed. It
is possible to show all antibody chains stored in the Yvis
database, or to specify a list of PDB identifiers, or a pair of
PDB:chain identifiers. Moreover, users can choose to show
free or complexed antibodies, and in the latter case, they
can indicate the antigen type (hapten, carbohydrate, nucleic
acid or protein). For protein antigens, they can indicate the
producing organism. Users can also select antibodies with
assigned germline V or J genes, or produced by user-selected
organisms. In addition, users can search antibodies by using
keywords contained in the literature related to PDB struc-
tures. After defining the PDB structure search criteria, the
user can apply additional filters to avoid sequence redun-
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dancy, such as: (i) to choose only one representative chain
of each type (heavy or light) in each PDB structure; (ii) to
specify an identity threshold that ensures that none of the
filtered sequences has an identity value higher than the user-
specified value. This approach was based on Cd-hit (15).
Because of the time requested to analyse and group all se-
quences, the identity filter is not used by default. All these
filters can be combined.

Users can also analyse antibody sequences obtained
from an IMGT/DomainGapAlign (5) results file, an
IMGT/HighV-QUEST (16) gapped amino acid results file,
or a FASTA file containing gapped, or ungapped chain se-
quences or even CDR sequences (Figure 1A, User Input
file). When a user submits an IMGT results file, the Yvis
platform will process it in the user’s browser. Moreover,
when a user submits ungapped sequences in a FASTA file,
the Yvis platform will number them using ANARCI (17) in
the Yvis server.

Independently of the chosen input data (Yvis database or
user’s data), the Yvis platform will generate an initial set of
antibody sequences that can be visualized with the Collier
de Diamants representation.

Collier de Diamants: a new visualization of high-density mul-
tiple sequence alignment of antibody variable domains. ~ Af-
ter the user’s input choice, Yvis presents a first visualiza-
tion of these data (middle panel in Figure 1B) as a multi-
ple sequence alignment of antibody chains, based on the
IMGT/Collier de Perles (Pearl Necklace) (10). In Yvis vi-
sualization, each sequence is numbered according to the
IMGT unique numbering (12), and each position corre-
sponds to a column in a traditional MSA. For each posi-
tion, a pie chart indicates its amino acid composition. Each
pie slice (sector) represents the number of sequences with
an amino acid of a specific class in that position. The amino
acid class is identified by a specific color, as defined in We-
bLogo (18). The positions are shown as in the Collier de Per-
les, linking sequences to their 3D structure. A square high-
lights the CDR anchors, one position before the CDR start
and one after the CDR end (i.e. green for CDRI1, orange
for CDR2, and blue for CDR3), and allows the quick vi-
sualization of the residues that compose each CDR. As in
Yvis each pearl of the necklace was replaced by a new repre-
sentation with multiple ‘facets’, this new visualization was
called Collier de Diamants (Diamond Necklace).

Like the Collier de Perles, the Collier de Diamants can
be displayed on one (middle panel of Figure 1B) or on two
layers (Figure 1B (I)). The two-layer representation shows
the variable domain strands in a position closer to their 3D
structure, while the one-layer version is closer to the vari-
able domain sequence. As the Collier de Diamants uses a pie
chart to describe each position of the alignment, it is pos-
sible to show the data of countless sequences in the same
visualization. Moreover, positions with a conserved amino
acid class are easily detected because they are represented
by a pie chart with a dominant sector, while a pie chart with
many sectors represents a position that is more variable.

Beside the visualization of an MSA, the Collier de Dia-
mants displays a quantitative attribute for each position
that is represented by a circle around the pie chart (Figure
1B (IID)). In the Yvis platform, this attribute represents the
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Figure 1. Yvis platform overview. (A) The data input box presents two possibilities to input sequences to be analysed in Yvis (user input files and selection
from the Yvis database). It presents filter options for sequences from the Yvis database (redundancy and engineered chains) and actions taken by the
platform to process the user input files. (B) The analysis box presents the options to visualize a multiple sequence alignment of antibody variable domains
and the filter possibilities. The user can generate a new subset of sequences to be analysed, by selecting specific filters. The analysis can be displayed by
the Collier de Diamants on one or two layers (I). Additionally, the user can compare the multiple sequence alignment with a reference sequence (II), and

visualize data on putative contacts with the antigen (III).

number of chains that have a putative contact on each po-
sition. The radius length of the circle around a pie chart
is proportional to the number of sequences with a puta-
tive contact at that position. Positions that have many gaps
can have a small contact circle, even if all sequences in
these positions have an amino acid that makes contact with
the antigen. In this manner, positions that are involved in
antibody—antigen interactions in the majority of the anal-
ysed sequences can be easily detected. However, it is only
possible to show this attribute for chains from the Yvis
database obtained from an antibody in complex with a pro-
tein or peptide antigen in the corresponding PDB structure.

The Yvis platform also allows comparing the MSA with
a user-defined sequence (Figure 1B (II)): a target sequence,
a germline gene sequence, or a consensus sequence. When
the user inserts a sequence to be compared with the MSA,
the Yvis displays, in the centre of each pie chart that rep-
resents a position, a small inner circle coloured according
to the amino acid class of the input sequence that corre-
sponds to that position (same colour code used for the pie
chart). This representation facilitates the comparison of the
user’s sequence with the MSA by just checking whether the
colour of the small circle is the same as the one of the larger
pie chart sector for that position. In addition to the pie chart
representation, Yvis makes available a detailed bar chart for

each position, showing the number of each amino acid in
the corresponding position.

Additional filter options can be used to select antibody sub-
sets. After having selected the initial set of antibodies
from the Yvis database or after uploading antibody se-
quences, the user can use filters to select sequence subsets
and to restrict the analysis to specific chain types, antibody-
producing organisms, antigen type or producing organ-
isms, antigen molecule description, and germline informa-
tion (right side of Figure 1B). As the molecule description
is a text field of PDB files extracted from SAbDab, many
different descriptions of the same molecule are often avail-
able. Therefore, to use this filter, the user must select all de-
scriptions that match the desired molecule. The filter op-
tions are restricted to the uploaded or selected sequences.
In addition, these filters can be combined to generate anti-
body subsets. The filters can be used, for example, to anal-
yse only heavy chains or only human antibodies against a
specific antigen, among others.

Below the Collier de Diamants representation of an ini-
tial set of antibody sequences, there is a table containing the
available information of all chains presented in the MSA.
The colours in each gapped sequence highlight the CDR
amino acids (same colour code as for the CDR anchors in
the Collier de Diamants) and the positions that make the pu-



tative contacts. This table can be exported to be used with
other tools.

RESULTS AND DISCUSSION

A continuously updated source of antibody structure informa-
tion

The Yvis database is updated weekly and currently in-
cludes data on 3423 antibody structures (from 22 differ-
ent antibody-producing organisms) in complex with pro-
tein antigens (from 155 different antigen-producing organ-
isms) or non-protein antigens (184 structures with haptens,
22 with nucleic acids, and 106 with carbohydrates), as well
as 1,136 structures of antibodies in free form. Most of the
antibodies in the database are of human (1444) and mouse
(1362) origin.

The organism-producing names are in the standard for-
mat defined by UniProt Taxonomy (11), allowing the user
to search or filter the database content easily. To achieve
that, we automatically modified the antigen-producing or-
ganism name of 389 structures, and manually changed the
antibody-producing organism name of 58 structures and
the antigen-producing organism name of 77 structures. In
this database, users can select a set of antibodies, searching
mainly by antibody-producing organisms, antigen types,
antigen producing-organisms, or assigned germline genes.
Moreover, users can restrict the set to be analysed by exclud-
ing engineered chains, multiple antibodies in the same struc-
ture, and sequences with identity above the user-defined
cut-off. These combinations of different search criteria
and constraints are not available in other antibody struc-
ture databases, such as abYsis (4), IMGT/3Dstructure-DB
(5) and SAbDab (7).

Case studies demonstrate the Yvis platform versatility and
easy high-density data visualization to help hypothesis for-
mulation

To test the Yvis platform, we carried out three case stud-
ies using anti-HIV antibodies. In the first study, we selected
anti-HIV gp120 antibodies available in the PDB, through a
search of the Yvis database after choosing the HIV antigen-
producing organism and the option that forces the result to
contain only one chain of each type from each PDB file.
After this search, to restrict the analysis to only anti-gp120
antibodies, we used the antigen molecule description filter
and limited the analysis to the heavy chains. The alignment
presented by Collier de Diamants of the 124 identified se-
quences (Supplementary Figure S1) allowed the easy visu-
alization of known anti-HIV neutralizing antibody charac-
teristics, such asa long CDRH3 (19), and of some conserved
positions (e.g. 8, 22, 119 and 121). Moreover, it highlighted
that many of the analysed chains could make contact with
the antigen via CDR2 and framework region 3 (positions
from 57 to 69). This is a known characteristic of some anti-
HIV CD4-binding-site antibodies (20). Nevertheless, this is
not a very common characteristic of antibody heavy chains.

In the second case study, we downloaded a FASTA file
of transcript sequences of an HIV-infected donor (19) from
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the Sequence Read Archive (21) using the SRR1767440
access number. Then, we submitted the FASTA sequence
to IMGT/HighV-QUEST (16), and then uploaded the re-
sults file containing the amino acid information for 478 047
heavy chain sequences to the Yvis platform. The platform
excluded sequences with ambiguous amino acids, leaving
330 800 sequences (Supplementary Figure S2). We applied
the germline filter to restrict the visualization to sequences
assigned to the VH1-2*02 allele, because, at least three neu-
tralizing antibodies isolated from this donor were derived
from this allele. This resulted in the alignment of 97 751
sequences that were compared with the VH1-2*02 allele
by the Yvis comparison sequence feature (Figure 2A). The
parts of the sequence corresponding to the D and J genes
were filled with gaps. As in the first case study, it was easy
to visualize the CDRH3 length (most of the analysed se-
quences had two insertions in CDR3, and less than 10% of
sequences had more than four insertions). For some posi-
tions (e.g. 36, 66, 92, 93 and 95), the amino acid class of the
uploaded sequences was different from the germline amino
acid class, as easily noticeable on the basis of the colour dif-
ference between the inner circle and the pie chart sectors.
The detailed bar chart for position 36 (Box in Figure 2A)
indicated that the glycine (G) residue of the germline gene
was mutated into aspartic acid (D) in approximately half
of the sequences. As aspartic acid is a charged residue and
this position is located in a CDR, probably this modifica-
tion is selected during antibody expansion to increase anti-
gen binding.

In the third case study, we selected 21 heavy chain
sequences from HIV neutralizing antibodies derived
from the VH1-2*02 allele (19), and submitted them to
IMGT/DomainGapAlign. Then, we uploaded the results
file into Yvis and compared the alignment against the VH1-
2*02 allele sequence, with gaps in the part corresponding
to the D and J genes (Figure 2B). Some positions, mainly
in CDR2 (57, 59 and 69) and framework region 3 (82 and
83), had only one sector in the pie chart and its colour was
different from the color of the inner circle. This indicates
that in all neutralizing antibody sequences, this amino
acid is different from the one in the germline gene (new
amino acid class). One could hypothesize that positions in
which the amino acid class changed might carry important
characteristics for the neutralizing activity (for instance,
structural or binding features that allow antibody binding
to HIV). Comparison of the positions with a change of
amino acid class in neutralizing antibodies (Figure 2B)
and the same positions in anti-gpl20 antibodies with
putative contacts (first case study) suggests that in some
antibodies, the amino acid class change might have brought
a new characteristic that allows some interaction with HIV
(mainly positions in CDR2 and framework region).

The case studies presented here demonstrate the useful-
ness of some of the Yvis resources. Moreover, Yvis facili-
tates the formulation of hypotheses concerning the subset
of analysed sequences. This was achieved by analysing con-
served or divergent properties in specific positions or by
comparing a set of sequences with their germline gene se-
quence or another reference sequence.
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Figure 2. Collier de Diamants representation of antibody sequences obtained from HIV-infected patients. (A) Visualization of the alignment of 97 751
heavy chain sequences derived from the IGHV1-2*02 allele. Positions between 111.6 and 111.20 and positions between 112.20 and 112.6 were omitted.
The box presents part of the detailed bar chart for position 36 showing the residue frequency in this position. (B) Visualization of the alignment of 21
heavy chain sequences of HIV neutralizing antibodies. In both visualizations, the IGHV1-2*02 germline sequence was used as comparison sequence. As
this sequence includes only the V gene portion of the variable domain, gaps were inserted in the comparison sequence.

CONCLUDING REMARKS

In this article, we presented the Yvis platform that was de-
veloped to facilitate the analysis of large numbers of anti-
body structures and sequences. The Yvis platform includes
a very convenient, innovative and robust high-density visu-
alization (Collier de Diamants) of antibody sequence align-
ment that allows the analysis of hundreds of thousands of
sequences in a single representation. Moreover, the Yvis in-
tegrated database is updated weekly and stores data on an-
tibody PDB structures obtained from SAbDab and PDB
files (e.g. PDB and chain identifications, antibody/antigen
producing-organism names, molecule description), pro-
cessed data from IMGT/DomainGapAlign (e.g. gapped se-
quences, V and J germline allele assignment and the cor-
responding identity values), and antibody-antigen puta-
tive contacts obtained by processing the structure coordi-
nates. The producing-organism names are stored following
Uniprot Taxonomy that facilitates database searches based
on these names. In addition, there are various database
search and filter options. The Yvis platform can also pro-
cess user files that contain sequences obtained by differ-
ent methods (e.g. FASTA, IMGT/DomainGapAlign and
IMGT/HighV-QUEST files).

The Yvis platform can be used in different types of anti-
body analysis. For example, the quick visualization of the
most conserved or divergent positions in a set of related an-
tibodies can guide antibody engineering and mutagenesis

experiments. In antibody repertoire studies, the Collier de
Diamants visualization, coupled with the sequence compar-
ison feature, can be used to compare thousands of antibody
sequences with a specific germline sequence. This can give
to researchers some insights into the most important muta-
tions that occurred during the antibody affinity maturation
process. Therefore, the Yvis platform offers an environment
for antibody sequence analysis that helps to formulate hy-
potheses concerning the key residues in the antibody struc-
ture or interactions and improves the understanding of the
antibody properties.
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