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RESUMO

Titulo: Modelagem estrutural e dindmica molecular de variantes genéticas da

proteina FUS humana associadas a esclerose lateral amiotrofica do tipo 6

A esclerose lateral amiotréfica (ALS) € a doenga neurodegenerativa de
neurbnios motores com inicio na fase adulta mais frequente. A doenca é
caracterizada por degeneragao dos neurénios motores superiores e inferiores,
geralmente levando a morte em até 5 anos apos o inicio dos sintomas. Enquanto
a maior parte dos casos € esporadica, 5% a 10% dos casos podem ser
associados a heranga familial, incluindo ALS tipo 6, que é associada a mutagdes
no gene Fused in Sarcoma (FUS). O objetivo deste trabalho foi avaliar como as
mutacdes associadas a ALS tipo 6 mais frequentes, R521C, R521H e P525L,
afetam a estrutura e a fungdo da proteina. Utilizamos, entdo, algoritmos de
predicao funcional para analisarmos os efeitos de variantes de nucleotideo unico
(SNV) nao-sinbnimas, bem como realizamos analises da conservagao estrutural
e dos niveis de frustragcao da proteina, e dindmicas moleculares. A maior parte
dos algoritmos classificou as trés mutagdes como deletérias. A analise apontou
que as trés mutagdes diminuem a estabilidade da proteina, especialmente a
variante R521C, que também aumenta a tendéncia de ligacao de chaperonas. A
analise da frustracdo da proteina mostrou um aumento na frustracdo entre
interagdes envolvendo o residuo mutado R521C. A andlise de conservagao
estrutural mostrou que os sitios 521 e 525 sao altamente conservados. Os
resultados das dinamicas moleculares indicam que a estabilidade da proteina é
comprometida por todas as mutag¢des estudadas. Estas também afetaram a area
de superficie e a compacidade da proteina. As mutacdes estudadas também
mostraram elevada flexibilidade na maior parte dos residuos, notadamente nos

sitios de interacdo com a proteina de importe nuclear da FUS.

Palavras-chave: Esclerose lateral amiotréfica, SNV, Fused in sarcoma,

dindmica molecular, biologia computacional



ABSTRACT

Title: Structural modelling and molecular dynamics of genetic variants of human

FUS protein associated with type 6 amyotrophic lateral sclerosis

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is the most frequent adult-onset motor neuron
disorder. The disease is characterized by degeneration of upper and lower motor
neurons, leading to death usually within 5 years after the onset of symptoms.
While most cases are sporadic, 5%-10% of cases can be linked to familial
inheritance, including ALS type 6, which is associated with mutations in the Fused
in Sarcoma (FUS) gene. The goal of this work was to evaluate how the most
frequent ALS-related mutations in FUS, R521C, R521H, and P525L, affect the
protein structure and function. We then used prediction algorithms to analyze the
effects of the aforementioned non-synonymous single nucleotide variations, as
well as performed evolutionary conservation analysis, protein frustration analysis,
and molecular dynamics simulations. Most of the prediction algorithms classified
the three mutations as deleterious to the human organism. All three mutations
were predicted to reduce protein stability, especially the mutation R521C, which
was also predicted to increase chaperone binding tendency. The protein
frustration analysis showed an increase in frustration in the interactions involving
the mutated residue R521C. Evolutionary conservation analysis showed that
residues 521 and 525 of human FUS are highly conserved sites. The molecular
dynamics results indicate that protein stability could be compromised in all three
mutations. They also affected the exposed surface area and protein
compactness. The analyzed mutations also displayed elevated flexibility in most
residues in all variants, most notably in the interaction site with the nuclear import
protein of FUS.

Keywords: Amyotrophic lateral sclerosis, SNV, Fused in sarcoma, molecular
dynamics, computational biology
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1. INTRODUQAO
1.1. Esclerose Lateral Amiotrofica

A esclerose lateral amiotrofica (ALS) € uma doenga neurodegenerativa
que afeta os neurbnios motores primarios e secundarios. As palavras amiotrofica
e esclerose derivam do grego, significando respectivamente falta de nutricdo
muscular e endurecimento. Estes termos sao sugestivos da atrofia e
degeneragdao muscular acarretados pela doenca. Lateral por sua vez, faz
referéncia a area da coluna espinhal onde parte dos neurbnios afetados, os

neurdnios motores, se localizam (MORRIS, 2015).

Apesar de ter sido descrita pelo neurologista francés Jean-Martin Charcot
em 1869 (CHARCOT; JOFFROQY, 1869), existem casos registrados de pacientes
apresentando fraqueza muscular progressiva e atrofia muscular desde 1824
(ROWLAND, 2001). Nesse periodo prévio a descricdo da doenga por Charcot,
0s neurologistas chamaram este quadro de atrofia muscular progressiva (AMP)
(VISSER; DE JONG; VISSER, 2008). Jean-Martin Charcot foi o primeiro a
conectar a atrofia muscular a degeneragéo de neurdnios motores, cunhando o
termo esclerose lateral amiotrdfica e diferenciando ALS de AMP (ROWLAND,
2001).

A ALS pode ser categorizada em dois tipos, ALS de inicio espinhal e ALS
de inicio bulbar. A ALS espinhal possui o perfil sintomatico mais classico, onde
degeneragao neuronal se inicia pelos neurdnios motores secundarios, gerando
fraqgueza nos membros superiores e inferiores. Ja na ALS bulbar, os primeiros
neurdnios motores a se degenerarem sao os primarios, apresentando sintomas
como disfagia e disartria (WIJESEKERA; LEIGH, 2009). Dois ter¢os dos casos
de ALS sao de inicio espinhal, enquanto um terco dos casos sao de inicio bulbar
(WIJESEKERA; LEIGH, 2009). Em ambos os subtipos, a idade em que os
sintomas comegam a se apresentar €, em média, 60 anos (VANCE et al., 2009),
tendo uma incidéncia de 1 a 2 a cada 100.000 habitantes por ano no ocidente
(VAN DAMME; ROBBERECHT; VAN DEN BOSCH, 2017).

O quadro sintomatico da ALS espinhal se inicia com fraqueza nos
membros inferiores e superiores, causando problemas na marcha e controle fino

dos movimentos. Fasciculacbes e caimbras também costumam ocorrer
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(WIJESEKERA; LEIGH, 2009). Com a fraqueza muscular, os musculos
comecgam a atrofiar, levando a espasticidade muscular. Conforme o quadro se
agrava, os neurbnios motores primarios também sao afetados, causando
disfagia e disartria progressiva (MORRIS, 2015). Diferentemente do onset
espinhal, onde disartria e disfagia sdo sintomas tardios, o primeiro sintoma da
ALS bulbar costuma ser disartria, seguida por disfagia. Sialorreia também é
comum em casos de ALS bulbar. Sintomas nos membros superiores e inferiores
também sao observados, surgindo juntamente com os sintomas supracitados
(WIJESEKERA; LEIGH, 2009).

Em ambos os tipos de ALS, a degeneragcdo de neurbnios motores
eventualmente comeca a impossibilitar fungcbes como a degluticdo e a fala. Ao
atingir os musculos respiratorios, a respiragao também ¢é prejudicada, sendo
complicacdo respiratoria a principal causa de morte em pacientes de ALS
(MORRIS, 2015). Devido ao periodo mais curto entre o surgimento dos sintomas
e o comprometimento da respiracao, a ALS de inicio bulbar esta associada a um
diagnostico pior (NAUMANN et al., 2019). Dessa forma, a ALS € uma doenca
fatal, com uma expectativa de vida média de 1 a 5 anos apds o surgimento dos
sintomas (BENNION CALLISTER; PICKERING-BROWN, 2014).

Visto que a doenca afeta os neurbnios motores, as fungdes cognitivas,
audicdo e visdo nao sado afetadas nos estagios iniciais. Entretanto, com a
progressédo da doenca, pode haver comprometimento de fungdes cognitivas
envolvendo os lobos frontal e temporal (MORRIS, 2015). A musculatura
oculomotora € a ultima a ser afetada pela doenga, motivo pelo qual muitos
pacientes utilizam o movimento dos olhos como forma de comunicagao
(AEBISCHER; KATO, 2007).

A afeccao dos lobos frontal e temporal nos estagios tardios da ALS faz
uma conexao com outra doenga neurodegenerativa, a deméncia frontotemporal
(FTD). Esta é a segunda forma mais frequente de deméncia de onset juvenil,
apresentando degeneragéo dos neurdnios nos lobos frontal e temporal, afetando
comportamento, fala, e, em estagios avancados, a memoria (NOLAN; TALBOT;
ANSORGE, 2016). De fato, 50% dos pacientes de ALS apresentam sintomas de
FTD no decorrer do quadro clinico e 15% dos pacientes de ALS sao

diagnosticados com FTD. Estudos genéticos recentes apontam que ALS e FTD
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classicas sédo pontos extremos de um continuo, o que explicaria esta

sobreposi¢ao de sintomas no quadro clinico dos pacientes (JI et al., 2017).

Apesar desta e de outras descobertas, e da ampla literatura cientifica
versando sobre a ALS, pouco é conhecido sobre as bases moleculares da
doenca. Essa falta de conhecimento contribui para a falta de tratamentos efetivos
contra a doenga (PETROV et al., 2017). Com isso, existem apenas dois farmacos
aprovados para o tratamento da ALS, edaravone e riluzole. O edavarone age
como scavenger de radicais livres, enquanto as especificidades do mecanismo
de acado do riluzole ndao sao claras. Previamente, acreditava-se que este
funcionava como modulador glutamatérgico. A hipétese mais aceita atualmente
€ que o mecanismo de ag¢ao do farmaco é altamente complexo, envolvendo
modulacgao de canais de ions (PETROV et al., 2017). Tanto o edaravone quanto
o riluzole aumentam a sobrevida do paciente em apenas 3 a 5 meses (BREINER,;
ZINMAN; BOURQUE, 2020).

Embora a etiologia exata da ALS seja ainda desconhecida, sabe-se que
90% a 95% do casos sdo esporadicos, sendo considerada uma doenga de
origem multifatorial (HOLLINGER; OKOSUN; MITCHELL, 2016). Os demais
casos, 5% a 10%, podem ser associados a heranca familial (CORCIA et al.,
2017). Desse modo, os dois tipos da doenga sdo chamados de ALS esporadica
(sALS) e ALS familial (fALS), respectivamente.

Casos de fALS estéo associados a mutagdes em genes especificos, tanto
de maneira causativa, quanto como fator de suscetibilidade (CORCIA et al.,
2017). Mais de vinte genes ja foram associados ao desenvolvimento de fALS
(VAN DAMME; ROBBERECHT; VAN DEN BOSCH, 2017), como mostra a tabela
1. Com isso, a fALS é classificada em tipos, variando de 1 a 26 dependendo do
gene onde a mutagao ocorre, com o fenétipo da doenca podendo também variar
entre cada tipo de fALS (CORCIA et al., 2017). Vale destacar que mutagdes
nestes genes também estdo presentes em 5% a 10% dos casos de sALS,
mesmo nao havendo histérico familial, o que corrobora a ideia de que sALS é
uma doenca de origem complexa e multifatorial (AL-CHALABI; VAN DEN BERG;
VELDINK, 2017).
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Tabela 1 — Listagem dos tipos de ALS. AD representa herangca autossémica dominante,

enquanto AR representa heranga autossémica recessiva.

Tipo de Gene Locus Herancga
ALS
ALS1 Superoxide dismutase 1 (SOD7) 21922.11 AD, AR
ALS2 Alsin (ALS2) 2q33.1 AR
ALS3 Desconhecido 18921 AD
ALS4 Senataxin (SETX) 9934.13 AD
ALS5 Spatacsin (SPG117) 159211 AR
ALS6 Fused in sarcoma (FUS) 16p11.2 AD, AR
ALS7 Desconhecido 20p13 AD
ALS8 Vesicle-associated membrane 20q13.32 AD
protein-associated protein B/C
(VAPB)
ALS9 Angiogenin (ANG) 14q11.2 AD
ALS10 TAR DNA-binding protein 43 1p36.22 AD
(TARDBP)
ALS11 Polyphosphoinositide 6g21 AD
phosphatase (FIG4)
ALS12 Optineurin (OPTN) 10p13 AD, AR
ALS13 Ataxin-2 (ATXN2) 12924.12 AD
ALS14 Valosin-containing protein (VCP) 9p13.3 AD
ALS15 Ubiquilin 2 (UBQLN2) Xp11.21 Ligada ao X
ALS16 Sigma-1 Receptor (SIGMART) 9p13.3 AR
ALS17 Charged multivesicular body 3p11.2 AD
protein 2B (CHMP2B)
ALS18 Profilin 1 (PFN1) 17p13.2 AD
ALS19 Chorion protein gene ErB.4 2934 AD
(ERBB4)
ALS20 Heterogeneous nuclear 12q13.13 AD
ribonuclearprotein A1 (HNRNPAT)
ALS21 Matrin 3 (MATRS3) 5931.2 AD
ALS22 Tubulin alpha-4A (TUBA4A) 2935 AD
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ALS23 Annexin A11 (ANXA11) 10922.3 AD
ALS24 NIMA-related kinase (NEKT) 4933 AD
ALS25 Kinesin family member 5 (KIF5A) 12913.3 AD
ALS26 TIA1 Cytotoxic granule-associated 2p13.3 AD

RNA-binding protein (TIA7)

ALS-FTD1 Chromosome 9 open reading 9p21.2 AD
frame 72 (C9ORF72)
ALS-FTD2 | Coiled-coil-helix-coiled-coil-helix 22q11.23 AD
domain containing protein 10
(CHCHD10)
ALS-FTD3 Sequestosome (SQSMTT) 5035.3 AD
ALS-FTD4 TANK-binding kinase (TBK1) 12914.2 AD

Fonte: Adaptado de CORCIA, et al., 2017.

1.1.1. ALS Tipo-6

Especificamente, a ALS do tipo 6 esta associada a mutacdes na proteina
fused in sarcoma. Este tipo de ALS corresponde a cerca de 5% dos casos de
fALS (KWIATKOWSKI et al., 2009) e a menos de 1% dos casos de sALS
(YAMASHITA et al., 2012) globalmente. Entretanto, estudos mostram que estes
valores podem variar com grupos étnicos. Por exemplo, a ALS tipo 6 é o segundo
tipo mais frequente em pacientes de fALS asiaticos, ao passo que ALS tipo 6 é
apenas o quarto tipo mais frequente em pacientes de fALS europeus (ZOU et al.,
2017).

Certas mutagdes nesta proteina impedem sua localizagdo adequada no
nucleo celular, fazendo com que a FUS mutante se acumule no citosol. Com
isso, analises post-mortem de tecido neuronal de pacientes de ALS apresentam
agregados citosolicos FUS-positivos, tanto em neurénios, quanto em células da
glia (DENG, H.; GAO; JANKOVIC, 2014). Estes agregados citosolicos sao uma
marca distintiva de alguns tipos de fALS e sALS, e tendem a crescer em numero
ao longo do tempo (SUZUKI et al., 2012).

Apesar dos agregados citosolicos conterem moléculas de FUS mutada

em seu corpo, outras proteinas também ja foram observadas nestes agregados,
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como é o caso da TDP-43 (DORMANN; HAASS, 2011). De fato, moléculas de
TDP-43 wild-type sdo observadas em uma grande parcela de casos de ALS,
tanto familial, quanto esporadica, com a excegao de casos de fALS do tipo 1
(PARAKH; ATKIN, 2016), associada a mutagbes na superdxido dismutase 1
(SOD1). A propria FUS, assim como a TDP-43, é comumente encontrada em
casos de sALS (PARAKH; ATKIN, 2016), atribui-se essa ocorréncia a
propriedades de dominios prion-like presentes tanto na FUS, quanto na TDP-43
(BURATTI et al., 2005).

Entre si, os tipos de ALS podem apresentar fenétipos de doenga bastante
diferentes. Por exemplo, casos de ALS tipo 6 estdo associados a uma
progressao mais severa do que ALS dos tipos 1 e 10 (NAUMANN et al., 2019).
Mas mesmo entre as diferentes mutagcdes na proteina FUS associadas ao
desenvolvimento de ALS tipo 6, também se observa uma grande variagdo no
fendtipo da doenca. Um estudo mostrou que pacientes com mutagdes nos
residuos R524 e G507 apresentaram os primeiros sintomas, em média, 36 anos
mais tarde que pacientes com a mutagao P525L, que apresentaram os primeiros
sintomas na faixa de 19 anos de idade (NAUMANN et al., 2019). De fato, o
paciente de ALS tipo 6 mais jovem ja registrado, apresentando sintomas com
apenas 11 anos de idade, era portador da mutagcao P525L (CONTE et al., 2012).
Esta mutacdo também esta associada a uma maior proporgao de pacientes que
apresentam ALS de onset bulbar, quase 60%, especialmente se comparado a
mutacdes no residuo R521 da FUS, onde mais de 90% dos casos de ALS sao
de onset espinhal (NAUMANN et al., 2019), que tem uma progressao
considerada menos agressiva que ALS de onset bulbar (CHIO et al., 2002).

1.2. Proteina Fused in Sarcoma

A proteina Fused in Sarcoma, também conhecida como Translocated in
Liposarcoma (TLS), foi inicialmente identificada em 1993 como um oncogene em
lipossarcomas, criado pela translocagdo cromossémica entre a regiao
aminoterminal da FUS e um fator de transcricdo (CROZAT et al., 1993;
RABBITTS et al., 1993). Em 2009 foi descoberta a presenca de agregados
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citosélicos de FUS em casos de fALS (VANCE et al., 2009) e FTD (MUNOZ et

al., 2009), e a proteina voltou a ser alvo de estudos.

Hoje se sabe que a FUS é uma proteina codificada pelo gene FUS,
localizado no cromossomo 16, em 16p11.2 (SWETHA; RAMAIAH; ANBARASU,
2017). Trata-se de uma proteina da familia TET, composta pela FUS, Ewing’s
sarcoma (EWS), e TATA-binding protein-associated factor 15 (TAF15) (TAN;
MANLEY, 2009).

Composta por 526 aminoacidos, a FUS é uma ribonucleoproteina
composta por sete dominios, como mostra a figura 1. Da regido aminoterminal a
regiao carboxiterminal, estes sdo: um dominio prion-like de baixa complexidade
rico em Gly, Ser, Tyr e GIn; um dominio repleto de padrées de Arg-Gly-Gly
(RGG); um sitio de reconhecimento de RNA; uma segunda regido com padrdes
RGG; um dominio dedo-de-zinco do tipo RanBP2; uma terceira regido com
padrées RGG; um sitio de localizagado nuclear do tipo PY (YOSHIZAWA et al.,
2018).

Figura 1. Dominios da proteina FUS humana. A figura mostra os dominios que compdem a

FUS, bem como mostra as fungdes de algumas regides e alguns exemplos das mutacdes

descritas.
Prion-like domain Prion-like domain
Transcriptional activation domain DNA/RNA binding domains
1 163 285 371 421 453 501 526
FUS | SYGQ-rich ‘ RGG1 | RRM | RGG2 | ZnF |HGG3‘NLS|
| | | | (1 T I (011100
P18S  S57del*  S96del* G144-Y149del* G187S* G222insG $402-P411delinsGGGG* S462F G507D
P106L*  G156E*  G191S* G223-G226del* G466VisX479* K510E/R
G2065* G225V* G474VfsX528 K510WfsX517
G230C* Y485AfsX514* S513P*
R234C/L* G492EfsX527* R514G/S
R244C R495X R5145/G515C
M254v* R495EfsX527 R514S/ES16V*

G497AfsX527 H517Q/P*

D502EfsX516* R518G*/K
Q519IfsX527*
Q519X+
R521C/G/H/L
R522G
R524S/TW
P525L

Fonte: Adptado de DORMANN; HAASS, 2013.
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Varias fung¢des sdo associadas a FUS, especialmente no metabolismo do
DNA/RNA, como a regulagao de splicing e de transcrigao (DORMANN; HAASS,
2013), mas também na formacéo de granulos de estresse (NAUMANN et al.,
2019). Outros estudos também apontam que a proteina pode ter um papel
importante no reparo do DNA, visto que a proteina é rapidamente recrutada para
regides onde ha quebra da dupla-fita (SHANG; HUANG, 2016). Dessa forma,
defeitos nesta proteina podem impedi-la de exercer seu papel no reparo do DNA,
gerando uma acumulagdo de danos no DNA. Sendo esse um dos fatores
essenciais para a carcinogénese, imagina-se que poderia haver alguma relagao
entre defeitos na FUS e tumores malignos. Entretanto, ndo foi encontrada uma
relagdo direta entre cancer e fALS (FANG et al., 2013), mas sim uma relagao

entre mutacdes na FUS e morte celular dos neurénios (NAUMANN et al., 2019).

Como proteina nuclear, a FUS deve ser importada para o nucleo, onde
exerce sua fungao. Para isso, a molécula é carreada para dentro do nucleo por
uma proteina chamada Carioferina-p2 (KapB2), que se liga ao sitio de
localizagdo nuclear PY na extremidade carboxiterminal da FUS (SWETHA;
RAMAIAH; ANBARASU, 2017), como mostra a figura 2. Estudos mostram que a
Kap2 forma varias pontes salinas e de hidrogénio com residuos do sitio de
localizagédo nuclear da FUS (ZHANG; CHOOK, 2012). Curiosamente, entre as
mutagdes na FUS associadas a ALS, um grande numero ocorre neste dominio
da proteina, especialmente considerando que este € o menor dominio da
proteina (DORMANN; HAASS, 2013).

Figura 2 — Ligagao entre FUS wild-type e Kapf2. O fragmento de FUS é mostrado em ciano,
enquanto a Kapf32 é mostrada em azul. As pontes de hidrogénio sdo mostradas em amarelo e o

residuo 521 esta destacado em vermelho.
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Fonte: Swetha (2017).

Acredita-se também que a FUS possui fungdes fora do nucleo celular,
possivelmente tendo um papel na exportagdo de mRNA (DORMANN; HAASS,
2013). Em neurdnios, a proteina estd presente em granulos e espinhas
dendriticas, onde pode participar da sintese local de proteinas e da plasticidade
sinaptica (AOKI et al., 2012). Também ¢é possivel que a FUS extranuclear
neuronal tenha alguma func&o no desenvolvimento das espinhas dendriticas,
visto que camundongos com knockout de FUS apresentam espinhas dendriticas
anormais (FUJII; TAKUMI, 2005).

1.3. Mecanismos Propostos de Patogénese

Em virtude das diferencas no fenétipo da doenca entre fALS do tipo 6 e
outros tipos, como tipos 1 e 10, existe a hipétese que o desenvolvimento da fALS
tipo 6 ocorra de maneira distinta dos demais tipos (SHANG; HUANG, 2016). Em
contrapartida, alguns estudos também mostram possiveis paralelos entre efeitos
de mutagdes na FUS com efeitos de mutagdes na SOD1, por exemplo (FARG et
al., 2012).
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Uma das hipdteses sobre a patogénese da fALS tipo 6 envolve os
agregados citosolicos presentes em neurdnios ou células da glia afetados, um
sinal tipico da ALS. Estudos mostram que o dominio prion-like de baixa
complexidade da FUS e suas regides RGG tendem a interagir com regides irmas
em outra moléculas de FUS, ou mesmo de moléculas com regides similarmente
desordenadas, como a TDP-43 (YOSHIZAWA et al., 2018). Dessa forma,
mutagdes no sitio de localizagao nuclear da proteina parecem nao ter papel na
associacao entre moléculas de FUS (JU et al, 2011). Isso sugere que a
concentragado citoplasmatica de FUS tem maior influéncia na agregacéo de
moléculas de FUS (DORMANN; HAASS, 2011). De fato, a ligagdo da FUS de
alta afinidade com a KapB2 diminui sua interatividade com outras moléculas de
FUS (YOSHIZAWA et al., 2018), dessa forma o bom funcionamento das duas
proteinas consegue manter a FUS em niveis que impegam que a proteina se
agregue em niveis anormais. Mutagdes que causem efeitos prejudiciais a
afinidade da FUS com a KapB2 podem, consequentemente, perturbar este
equilibrio (YOSHIZAWA et al., 2018).

A questdo seguinte, entdo, passa a ser se a doenga € causada pela
auséncia da proteina no nucleo para exercer sua funcado nuclear ou se ha um
ganho de fungédo toxico da proteina nos agregados citosolicos, ou mesmo se o
que ocorre € um conjunto dos dois cenarios. Alguns estudos em modelos nao-
humanos sugerem que o que ocorre € um ganho de fungéo téxico (BATEMAN et
al., 2015; HO; LING, 2019; JU et al., 2011; SUN et al., 2011). Estes estudos
sugerem que os niveis elevados de FUS citosélicos causam um desbalango em
grande escala da proteostase e problemas no processamento normal do RNA
em decorréncia de inibicdo da autofagia, que causa estresse proteotédxico (HO;
LING, 2019). De fato, a FUS esta envolvida no metabolismo de inumeros mRNAs
(JI et al., 2017), de modo que problemas no processamento do RNA podem
desencadear graves consequéncias para a célula, especialmente ao se tratar da
afeccgao de proteinas essenciais para a fungao e integridade neuronal (HO; LING,
2019). Alguns exemplos de alvos da FUS que sdo de grande importancia sdo os
mRNAs das proteinas TAU e ND1-L, proteinas essenciais para neurdnios
motores, que sao altamente dependentes dos processos de transporte celular
(DORMANN; HAASS, 2013). Outros autores, entretanto, apresentam isso como
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uma perda da fungdo normal da proteina, destacando as centenas de genes que
tem seu splicing afetado pela disfungdo na proteina, muitas que podem estar

envolvidas na patogénese da ALS (JIl et al., 2017).

Existem dados que apontam alguns dos alvos dessa cascata de
disfungbes. A localizacdo errbnea da FUS para o citoplasma faz com que
moléculas da proteina entrem ou interajam com o reticulo endoplasmatico,
possivelmente ativando a resposta a proteinas mal enoveladas da organela,
podendo até elevar os niveis de fatores de transcricdo pro-apoptéticos como o
CHOP (FARG et al., 2012). Esta proteina esta associada a morte celular de
neurdnios motores por estresse no reticulo endoplasmatico (SAXENA; CABUY;
CARONI, 2009). Estes estudos também sugerem que o estresse no reticulo
endoplasmatico pode se iniciar antes mesmo da acumulagdo de FUS
disfuncional em agregados, visto que niveis elevados de CHOP foram
encontrados em células neuronais com FUS mutante, mas ainda sem a formacao
de agregados citosélicos (FARG et al., 2012). E possivel também que o estresse
no reticulo endoplasmatico se inicie também por outros fatores, como a
perturbagdo na homeostase celular previamente mencionada como
consequéncia de mutag¢des na FUS (SALMINEN et al., 2010).

Outra organela que também pode ser afetada por muta¢des na FUS é a
mitocdndria. Estudos mostram que a proteina, exdgena a mitocdndria, se
acumula dentro da organela, onde a proteina afeta diretamente sua
funcionalidade, diminuindo a producao de ATP e ativando a resposta a proteinas
mal enoveladas da mitocdndria, de modo similar ao que é observado no reticulo
endoplasmatico (DENG, et al., 2018). Em modelo n&do-humano, algumas
mutagdes da FUS, como R521C, R521H, e P525L, entre outras, sdo capazes
até mesmo de encurtamento e fragmentagdo de mitocdndrias (NAKAYA;
MARAGKAKIS, 2018). Estas sao algumas pistas sobre a patogénese da fALS
que, com as ferramentas certas, podem ajudar a desvendar as bases molecular

da doencga.

1.4. Bioinformatica
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Desde a primeira aplicagdo da informatica no estudo de proteinas ha mais
de trés décadas atras, o campo da bioinformatica evoluiu juntamente com a
tecnologia de computadores e revolucionou a pesquisa bioldgica, auxiliando no
estudo de protedmica, gendmica, transcriptémica, entre outros (CHEN; HUANG,;
WU, 2017). O crescente poder de processamento das maquinas permite que
abordemos problemas cada vez mais complexos, e o desenvolvimento de
tecnologias mais avangadas e baratas permite uma crescente acessibilidade do
campo para pesquisadores. Com isso, o conhecimento cientifico também cresce
cada vez mais, por exemplo: em conjungdo com técnicas avangadas de
sequenciamento genético, o numero de sequéncias depositadas em bancos de
dados cresce exponencialmente (CHEN; HUANG; WU, 2017).

Com a crescente complexidade dos sistemas biologicos, a biologia
computacional teve que avangar além do processamento serial das unidades de
processamento central (CPU) (SHI et al., 2015). Como alternativa, a biologia
computacional passou a fazer uso do imenso poder de processamento das
unidades de processamento grafico (GPU) e do paralelismo que sua estrutura
oferece. Entre as vantagens do uso de GPUs estao o custo relativamente baixo
e a alta eficiéncia, que, dependendo da tarefa, pode ser competitiva com
infraestruturas de alta-performance com dezenas de CPUs (NOBILE et al.,
2017). Em contrapartida, a arquitetura diferenciada que da esse paralelismo as
GPUs as torna relativamente mais dificeis de se usar do que CPUs, requerendo
o uso de softwares que sejam especificamente programados para fazer uso da
arquitetura das GPUs (DEMATTE; PRANDI, 2010).

Em termos de custo-beneficio, o uso de métodos computacionais também
traz inumeras vantagens. Talvez o exemplo mais claro disso seja no
desenvolvimento de novos farmacos, um processo que leva treze anos e pode
custar US$1,8 bilhdo segundo estimativas (PAUL et al., 2010). Grande parte
desse tempo e do dinheiro sdo gastos em tentativas que acabam por nunca
chegar ao mercado. Neste caso, técnicas computacionais podem ser
empregadas na triagem e validac&o dos genes e proteinas alvo e na otimizagéo
de potenciais farmacos, poupando muito tempo e dinheiro (BANEGAS-LUNA et
al., 2019). Assim, a bioinformatica cimenta-se como uma ferramenta rapida,

confiavel e até mais barata, visto que varias técnicas podem ser realizadas sem
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uma grande infraestrutura, ou até mesmo por computagdo voluntaria
(GUERRERO et al., 2014). Se aplicada em conjungéao as técnicas experimentais,
a bioinformatica pode e vem revolucionando o desenho racional de farmacos
(WOOLLER et al., 2017).

Com a riqueza de informacao sendo depositada diariamente em bancos
de dados, a bioinformatica também nos permite fazer uma analise integrativa de
dados complexos, a fim de gerar informacgdes de utilidade clinica (BECKMANN;
LEW, 2016). Dessa forma, a bioinformatica € uma das bases da medicina de
precisdo, permitindo a constru¢do de melhores diagnosticos e progndsticos
(KONIG et al., 2017). Mas também nos permite um insight em muitos processos
biolégicos que envolvem sistemas altamente dinamicos e interativos, como por
exemplo a patogénese de doengas (AGRAWAL,; ZITNIK; LESKOVEC, 2018).
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Verificar, por meio de técnicas computacionais, alteragdes estruturais e
funcionais ocasionadas por mutagdes genéticas nao sindnimas na proteina FUS
e analisar o comprometimento de estabilidade, flexibilidade, e atividade da
proteina. Bem como relacionar as alteragdes observadas ao desenvolvimento da

esclerose lateral amiotrofica.

2.2. Objetivos Especificos

l. Avaliar a predigao funcional dos efeitos das mutagcdes sobre a proteina
FUS humana;

Il. Analisar e comparar os niveis de frustragao proteica da proteina FUS e

as mutagoes estudadas;
I, Analisar a conservagao estrutural da proteina FUS;

V. Realizar dinadmicas moleculares da proteina FUS, wild-type e mutag¢des

estudadas, e analisar seus comportamentos em ambiente celular simulado.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Sequéncia e Estrutura Proteica

A sequéncia selvagem da proteina FUS humana foi obtida em formato
FASTA do banco de dados UNIPROT (BATEMAN et al., 2015), ID:P35637. Foi
realizado um levantamento das mutagdes da FUS ja descritas na literatura
cientifica. Este levantamento foi feito com informag¢des dos bancos de dados
UNIPROT, Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) (AMBERGER et al.,
2015) e Amyotrophic Lateral Sclerosis Online Genetics Database (ALSoD)
(ABEL et al., 2012). As mutagbes encontradas neste levantamento foram
filtradas, usando informacdes do banco de dados UNIPROT, por associagao com
ALS de acordo com a literatura cientifica. A selecéo final das mutagdes a serem
estudadas foi feita pela avaliacao de fatores como, por exemplo, frequéncia das

mutacdes, e agressividade do fenétipo de doenga associado a cada mutagao.

O modelo tridimensional da FUS wild-type foi obtido do banco de dados
Protein Data Bank (PDB) (BURLEY et al., 2017). Ndo sendo encontrado um
modelo completo da estrutura tridimensional da proteina, foi selecionado para
analise computacional um fragmento contendo o sitio de localizagdo nuclear da
proteina (YOSHIZAWA et al., 2018), PDB ID:4FDD.

3.2. Predicao Funcional de SNVs

Dez algoritmos foram utilizados a fim de predizer se as mutagdes
estudadas causariam alteracdes deletérias ao funcionamento da proteina. Os
algoritmos utilizados foram: MAPP (STONE; SIDOW, 2005), PhD-SNP
(CAPRIOTTI; CALABRESE; CASADIO, 2006), Polyphen-1 (RAMENSKY;
BORK; SUNYAEV, 2002), Polyphen-2 (ADZHUBEI et al., 2010), SIFT (NG;
HENIKOFF, 2001), SNAP (BROMBERG; YACHDAV; ROST, 2008), SNPs&GO
(CALABRESE et al., 2009), PMut (LOPEZ-FERRANDO et al., 2017), PROVEAN
(CHOI; CHAN, 2015) e PredictSNP (BENDL et al., 2014) .

Os algoritmos supracitados classificam as mutagdes como deletérias ou
neutras através de calculos utilizando parametros respectivos a cada algoritmo.
Em termos gerais, algoritmos como PhD-SNP, Polyphen-2, SNAP, SNPs&GO e
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PMut fazem uso de aprendizado de maquina ou redes neurais (ADZHUBEI et
al., 2010; BROMBERG; YACHDAV; ROST, 2008; CALABRESE et al., 2009;
CAPRIOTTI; CALABRESE; CASADIO, 2006; LOPEZ-FERRANDO et al., 2017).
Outros utilizam abordagens diferentes, como Polyphen-1, SIFT e PROVEAN que
analisam informagbdes evolutivas, por meio de alinhamento multiplo de
sequéncias (AMS) (CHOI; CHAN, 2015; NG; HENIKOFF, 2001; RAMENSKY;
BORK; SUNYAEV, 2002). O algoritmo MAPP também utiliza informagdes
evolutivas em conjunto com as propriedades fisico-quimicas da proteina
(STONE; SIDOW, 2005). Outros ainda fazem uso de outros algoritmos, como é
o caso do PredictSNP (BENDL et al., 2014). Este é um classificador consenso,
utilizando os resultados de oito algoritmos a fim de gerar um score e, a partir

desse score, classificar se uma mutacao é deletéria ou nao.

Fatores adicionais decorrentes das mutacbes foram analisados na
plataforma SNPEffect (DE BAETS et al., 2012). Este € composto por cinco
algoritmos: TANGO, que avalia a tendéncia de agregacao; WALTZ, que avalia a
propenséo amiloide; LIMBO, que avalia a tendéncia de ligagdo a chaperonas; e
FoldX, que avalia a estabilidade da proteina. Apesar de nao classificar as
mutacdes diretamente como deletérias ou neutras, estes fatores ajudam a
identificar se elas podem ter alteragdes potencialmente deletérias ou ndo (DE
BAETS et al., 2012).

3.3. Analise de Frustracido da Proteina

A analise de frustracdo de proteina foi realizada no servidor Protein
Frustratometer 2 (PARRA et al., 2016). Para essa analise, foi selecionado o
método de calculo mutacional, sem aplicagcdao de eletrostatica. Os demais

parametros utilizados foram os padrdes.

A estrutura selvagem e as variantes foram analisadas individualmente.
Enquanto a estrutura selvagem foi obtida do PDB, foi necessario criar a estrutura
tridimensional das variantes. Para tal, a estrutura selvagem foi importada para o
software Visual Molecular Dynamics (VMD) (HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN,
1996), versao 1.9.3. As estruturas variantes foram entdo geradas utilizando o
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Mutator Plugin 1.3 (GAJULA et al., 2014), uma extensdo de mutagénese in silico

do software.

3.4. Analise de Conservacao Estrutural

Para a analise de conservacéao estrutural, foi utilizado o servidor ConSurf
(ASHKENAZY et al, 2016). O ConSurf &€ uma ferramenta que realiza
alinhamento de sequéncias da sequéncia input no banco de dado selecionado
pelo usuario e realiza o alinhamento multiplo das sequéncias obtidas a partir dos
resultados da busca no banco de dados. A ferramenta cria, entdo, uma arvore
filogenética e calcula scores de conservacao para cada residuo de aminoacido

da sequéncia input.

O UNIPROT foi selecionado como banco de dados para a busca de
homdlogos, sendo selecionado o HMMER como algoritmo de busca com 1
iteracao e valor E de corte de 0.0001. Os valores maximo e minimo de identidade
para homologos foram definidos em 95% e 35%, respectivamente. O método de
alinhamento escolhido para a constru¢ao do AMS foi MAFFT-L-INS-i, enquanto
o método de calculo selecionado foi o método Bayesiano. O modelo de

substituicdo evolutivo selecionado foi o padrao, “melhor modelo”.

3.5. Dinamica Molecular

O Mutator Plugin 1.3 (GAJULA et al., 2014), disponivel no software VMD
1.9.1 (HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN, 1996) foi usado para induzir as
substituicbes R521C, R521H e P525L na estrutura da FUS wild-type nativa, que
foi obtida no banco de dados PDB (ID: 4FDD). As estruturas selvagem e
variantes foram submetidas a dindmica molecular utilizando o pacote
GROMACS (VAN DER SPOEL et al., 2005), versédo 5.0.7.

Utilizando o campo de forca Amber99SB-ILDN (LINDORFF-LARSEN et
al., 2010), foi criada uma caixa triclinica com dimensées 56A, 34A e 31A, onde a
estrutura proteica foi solvatada em moléculas de agua TIP3P (HARRACH,;
DROSSEL, 2014). O sistema foi neutralizado pela adigéo de ions Na* e CI e em
seguida foi feita a minimizagao de energia pelo método steepest descent. Apos
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a minimizacado foram realizadas duas etapas de equilibracdo, a primeira com
numero, volume e temperatura constantes (NVT), e a segunda com numero,
pressdo e temperatura constantes (NPT). Ambas as etapas de equilibragédo
foram realizadas por 100ps com temperatura de 300K. O algoritmo Linear
Constraint Solver (LINCS) (HESS et al., 1997) foi utilizado na contengado das
ligacbes covalentes, enquanto as interagdes eletrostaticas foram computadas
através do método Particle-Mesh Ewald (PME) (DARDEN; YORK; PEDERSEN,

1993). As dinédmicas de producgéo foram executadas a 300K e 1atm por 300ns.

Trés experimentos independentes foram realizados para a proteina
selvagem e cada uma das variantes estudadas. As trajetérias resultantes foram
analisadas usando os seguintes programas do pacote GROMACS: gmx rms,
gmx rmsf, gmx gyrate e gmx sasa. Estes geraram correspondendo ao desvio
médio quadratico (RMSD), flutuagdo média quadratica (RMSF), raio de giro (Rg)
e area de superficie acessivel ao solvente (SASA). O pacote ggplot2 do software
R foi utilizado para gerar os calcular os valores médios de cada triplicata e para

gerar os respectivos graficos.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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Abstract

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is the most frequent adult-onset motor neuron
disorder. The disease is characterized by degeneration of upper and lower motor
neurons, leading to death usually within five years after the onset of symptoms.
While most cases are sporadic, 5%-10% of cases can be associated to familial
inheritance, including ALS type 6, which is associated with mutations in the Fused
in Sarcoma (FUS) gene. This work aimed to evaluate how the most frequent ALS-
related mutations in FUS, R521C, R521H, and P525L affect the protein structure
and function. We used prediction algorithms to analyze the effects of the non-
synonymous single nucleotide polymorphisms and performed evolutionary
conservation analysis, protein frustration analysis, and molecular dynamics
simulations. Most of the prediction algorithms classified the three mutations as
deleterious. All three mutations were predicted to reduce protein stability,
especially the mutation R521C, which was also predicted to increase chaperone
binding tendency. The protein frustration analysis showed an increase in
frustration in the interactions involving the mutated residue 521C. Evolutionary
conservation analysis showed that residues 521 and 525 of human FUS are
highly conserved sites. The molecular dynamics results indicate that protein
stability could be compromised in all three mutations. They also affected the
exposed surface area and protein compactness. The analyzed mutations also
displayed high flexibility in most residues in all variants, most notably in the

interaction site with the nuclear import protein of FUS.

Introduction

Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS) is a neurodegenerative disease
characterized by damage to upper and lower motor neurons, resulting in
progressive muscle atrophy, paralysis, and usually death due to respiratory
failure within 1 to 5 years after the onset of symptoms (BENNION CALLISTER,;
PICKERING-BROWN, 2014). With an annual incidence of 2 per 100000 people
worldwide, ALS is the most common adult-onset motor neuron disorder
(REDLER; DOKHOLYAN, 2012). Despite the vast literature on the disease, its
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physiological basis is still poorly understood, being considered a multifactorial
condition in about 90-95% of cases (AL-CHALABI; HARDIMAN, 2013). The
remaining 5-10% can be associated with familial inheritance, termed familial ALS
(fALS), with several known genes relating to ALS either causatively or as
susceptibility factors (CORCIA et al., 2017).

Among these genes, the Fused in Sarcoma (FUS) is associated with
approximately 5% of fALS cases (KWIATKOWSKI et al., 2009). FUS is a DNA-
and RNA-binding protein associated with splicing regulation, stress granule
formation, mRNA transport, and DNA repair (NAUMANN et al., 2019). FUS is a
nuclear protein composed of 526 amino acid residues and seven domains
(YOSHIZAWA et al., 2018). Notably, most of the FUS mutations associated with
ALS development occur in the protein’s C-terminal region (PARAKH; ATKIN,
2016), specifically in its nuclear localization signal (NLS) domain. Among these
non-synonymous single nucleotide polymorphisms (nsSNP), variant R521C is
the most frequent mutation in ALS type-6 patients (KWIATKOWSKI et al., 2009;
VANCE et al., 2009; YAMASHITA et al., 2012). Variants R521H and P525L follow
closely as second and third most common (NAUMANN et al., 2019) mutations in
ALS type 6 cases. Additionally, P525L has been associated with a more
aggressive disease phenotype (NAUMANN et al., 2019).

There are very few treatment options for ALS patients, with merely two approved
drugs, both of which increase patient lifetime by 3-5 months (BREINER; ZINMAN;
BOURQUE, 2020). The lack of knowledge regarding the pathogenesis of the
disease contributes to this absence of effective treatments (PETROV et al.,
2017). Nevertheless, advances in computational technologies and applied
bioinformatics have allowed scientists a new perspective on the molecular basis
of diseases, which is an essential piece in rational drug design and precision
medicine. Here, we performed molecular dynamics to better understand how
ALS-related mutations in FUS behave inside a simulated cellular environment
and how this behavior can be associated with fALS development. Furthermore,
we used several computational algorithms to predict the effects of mutations
R521C, R521H, and P525L and analyze the evolutionary conservation of amino
acids in the human FUS protein.
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Materials and Methods

We used the methodology previously described by our group (DA SILVA et al.,
2019; PEREIRA et al., 2020; PEREIRA; VIEIRA; DE MESQUITA, 2021), to
analyze the effects that mutations R521C, R521H, and P525L have over the

human FUS protein.

Ethics Statement

This research does not involve human participants or human tissues. All data
used as a starting point for our study were obtained from freely available
databases, such as Protein Data Bank and UniProt. No participant consent or

ethics committee approval is needed in this case.

Sequence and Structure Retrieval

The wild-type sequence of the human FUS protein, as well as a list of its naturally
occurring variants, were obtained from the UNIPROT (UNIPROT CONSORTIUM,
2021) database [ID:P35637]. The structural model for the human FUS protein
was obtained from the Protein Data Bank (ROSE et al., 2017). As there is no
model for the complete protein structure, a fragment [ID=4FDD] containing the
nuclear localization signal (YOSHIZAWA et al., 2018) was selected for
computational analysis after meticulous research showed that molecular
dynamics simulations (MD) involving protein fragments were viable (SUGIHARA,;
SUWA; BONDAR, 2014; SWETHA; RAMAIAH; ANBARASU, 2017). This
fragment ranged from position 507 to 526 of the human FUS protein.

nsSNP Analysis

Ten algorithms were used to predict whether the variants could cause deleterious
functional alterations on the protein: PredictSNP (BENDL et al., 2014), MAPP
(STONE; SIDOW, 2005), PhD-SNP (CAPRIOTTI; CALABRESE; CASADIO,
2006), Polyphen-1 (RAMENSKY; BORK; SUNYAEV, 2002), Polyphen-2
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(ADZHUBEI; JORDAN; SUNYAEYV, 2013), SIFT (NG; HENIKOFF, 2001), SNAP
(BROMBERG; YACHDAYV; ROST, 2008), SNPs&GO (CALABRESE et al., 2009),
PMut (LOPEZ-FERRANDO et al., 2017) and PROVEAN (CHOI; CHAN, 2015).
Additional factors, such as aggregation tendency (TANGO), amyloid propensity
(WALTZ), chaperone binding tendency (LIMBO), and protein stability were
analyzed using the SNPeffect (DE BAETS et al., 2012) and FoldX
(SCHYMKOWITZ et al., 2005) algorithms.

Protein Frustration Analysis

To investigate if the studied mutations caused changes in protein frustration
levels, the wild-type structure and the variant structures were analyzed in the
Protein Frustratometer 2 server (PARRA et al., 2016). The variant structures
(R521C, R521H, and P525L) were generated using the model obtained from the
PDB and the in silico mutagenesis extension of the Visual Molecular Dynamics
software (HUMPHREY et al., 1996), version 1.9.3.

Evolutionary Conservation Analysis

The CONSURF algorithm was used to evaluate the evolutionary conservation of
amino acid residues in the FUS protein (ASHKENAZY et al., 2016). UNIPROT
was selected as the database, and the homolog search algorithm used was
HMMER, in 1 iteration and an E-value cutoff of 0.0001. Maximum and minimum
identities for homologs were set as 95% and 35%, respectively. The alignment
method used to build the Multiple Sequence Alignment was MAFFT-L-INS-i. The
calculation method used was the Bayesian method, and the evolutionary

substitution model was set to default.

Molecular Dynamics

The wild-type and variant models of the FUS protein were submitted to molecular
dynamics using the Linux GROMACS (VAN DER SPOEL et al., 2005) package,
version 5.0.7. Using the Amber99SB-ILDN (LINDORFF-LARSEN et al., 2010)
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force field, the protein fragment was solvated in TIP3P (HARRACH; DROSSEL,
2014) water molecules inside a triclinic box with dimensions of 56A, 34A, and
31A. The dynamics were neutralized by the addition of Na+ and CI- ions. The
systems underwent energy minimization using the steepest descent method.
After minimization, NVT (constant number of particles, volume, and temperature)
and NPT (constant number of particles, pressure, and temperature) ensembles
were performed, both at a pressure of 1atm and temperature of 300K for 100ps.
The Linear Constraint Solver (LINCS) algorithm (HESS et al., 1997) was utilized
to contain covalent bonds, while the electrostatic interactions were computed
using the Particle Mesh Ewald (PME) method (DARDEN; YORK; PEDERSEN,
1993). Production simulations were performed at 300K and 1atm for 300ns for

the wild-type FUS and variants.

Three independent experiments were performed for the wild-type protein and its
variants. The resulting trajectories were analyzed using the following GROMACS
distribution programs: gmx rms, gmx rmsf, gmx gyrate and gmx sasa, which
generated parameter values for Root-mean-Square Deviation (RMSD), Root-
mean-Square Fluctuation (RMSF), radius of gyration (Rg), and solvent-
accessible surface area (SASA). The ggplot2 package from the R software was
used to generate the MD simulation graphs and calculate the mean values for

the wild-type FUS and variants among the triplicates.

Results and Discussion

nsSNP Analysis

Most of the algorithms accurately predicted the mutations R521C, R521H, and
P525L to be deleterious, as shown in Table 2. PredictSNP, MAPP, Polyphen-1,
Polyphen-2, SIFT, SNAP, and Pmut were the most accurate predictors,
classifying all three mutations as deleterious, while PHD-SNP and SNPs&GO
classified all three as neutral. Interestingly, PROVEAN classified variants R521C
and P525L as deleterious but R521H as neutral.
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Table 2. Functional effect prediction of FUS mutations by ten nsSNP prediction algorithms.

Protein Variants

Prediction R521C R521H P525L
algorithms

PredictSNP Deleterious Deleterious Deleterious
MAPP Deleterious Deleterious Deleterious

PHD-SNP Neutral Neutral Neutral
Polyphen-1 Deleterious Deleterious Deleterious
Polyphen-2 Deleterious Deleterious Deleterious
SIFT Deleterious Deleterious Deleterious
SNAP Deleterious Deleterious Deleterious

SNPs&GO Neutral Neutral Neutral
PMut Deleterious Deleterious Deleterious
PROVEAN Deleterious Neutral Deleterious

Despite affecting the same amino acid position, the R521C mutation exchanges
a positively charged and basic amino acid for a non-charged and polar amino
acid. On the other hand, variant R521H swaps a positively charged and basic
amino acid for another positively charged and basic amino acid, which would
possibly have less impact on protein structure and function. Particularly regarding
that alteration in the protein net charge can affect its ability to interact with other
molecules (MOLINIER-FRENKEL; MESTIVIER; CASTELLANO, 2016).

Moreover, two algorithms classified as neutral three mutations that are known to
be disease-related, reinforcing the importance of using several prediction
algorithms. Since these algorithms use different parameters to make predictions,
using several algorithms can yield more reliable results, as previously shown by
our group (DE CARVALHO; DE MESQUITA, 2013).

Table 3 shows that none of the mutations were predicted to affect the aggregation
tendency (TANGO) or amyloid propensity (WALTZ) of FUS. The human FUS
protein is composed of seven domains (Fig 3), a prion-like region in its N-terminus
that is rich in low-complexity (LC) amino acids, three regions with Arg-Gly-Gly
motifs separating an RNA recognition motif, and a RanBP2-type zinc-finger
domain (NGUYEN et al., 2011), and a Pro-Tyr nuclear localization signal (PY-
NLS) in its C-terminus (YOSHIZAWA et al., 2018). Studies have shown that both
the prion-like LC region (MATSUMOTO et al., 2018) and the RGG motif regions

(PATEL et al., 2015) contribute to the self-association tendencies of the protein.
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These SNPeffect results corroborate this idea; since these mutations occur in the
NLS, they would likely have no direct effect on aggregation tendency, according
to the algorithm. Similarly, amyloid fibrils have been observed only in the LC
region (MURRAY et al., 2017) and thusly are also unlikely to be directly affected

by the studied mutations.

Table 3. SNPeffect and FoldX effect predictions of FUS mutations.

Protein Variants

Predictive R521C R521H P525L
algorithms
TANGO No effect No effect No effect
WALTZ No effect No effect No effect
LIMBO Increases No effect No effect
FoldX Greatly reduces Reduces Reduces

TANGO evaluates aggregation tendency. WALTZ evaluates amyloid propensity. LIMBO

evaluates chaperone binding tendency. FoldX evaluates protein stability.

FUS Protein Domains

LC RGG1 RRM RGG2 | ZnF | RGG3

1 163 285 371 421 453 501 526

Fig 3. FUS protein domains. LC represents the low complexity, prion-like domain; RGG1
represents the first R-G-G pattern-rich domain; RRM represents the RNA-recognition motif;
RGG2 represents the second R-G-G pattern-rich domain; ZnF represents the zinc-finger domain;
RGG3 represents the third R-G-G pattern-rich domain, and NLS represents the nuclear

localization signal.

A hallmark of ALS is the formation of cytosolic aggregates. The composition of
these aggregates depends mainly on the genetic mutation that is observed in the
patient (CIRYAM et al., 2017). Aside from the mutated protein, other components
can be found in these inclusions. For instance, misfolded wild-type TDP-43 is
present in 97% of ALS cases (MAEKAWA et al., 2009). Chaperones, specifically
protein disulfide-isomerase (PDI), have also been observed as components in

some FUS-positive inclusions (FARG et al., 2012), although the role of
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chaperones in ALS is still poorly understood. SNPeffect predicted an increase in
chaperone binding tendency in mutation R521C, while R521H and P525L were

unaffected.

Protein Frustration Analysis

The results obtained from SNPeffect led us to investigate protein frustration in
FUS since chaperones can mitigate protein frustration in the energy landscape
of protein folding (BUCCI, 2017). Protein frustration was best conceptualized by
Ferreiro (2014), where the author gives the example of a network of magnets that
attract and repel each other according to their individual spins and the resulting
energy state between pairs of magnets is termed frustration. Similarly, the amino
acid residues that compose a protein have electrostatic charges and, in some

cases, polarity, so the same concept can be applied.

As shown in Fig 4, there is little difference in mutational frustration in the variants
compared to the wild-type protein, except for variant R521C. In this case, there
is a noticeable increase in frustration in interactions involving the mutated
residue. This indicates that other amino acids would be more favorable in that
position than the mutated cysteine (C). This change in frustration could also
corroborate the SNPeffect results, as the elevated level of protein frustration

could increase the need for chaperones to mitigate the frustration (BUCCI, 2017).
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Fig 4. Mutational frustration analysis. Levels of mutational frustration by each residue-residue
interaction. The colored scale represents the levels of frustration, ranging from highly frustrated
(red), to neutral (gray) to minimally frustrated (green). A) Wild-type FUS. B) R521C variant. C)
R521H variant. D) P525L variant.

Interestingly, these results show that residue 521 interacts with residue 517, but
also with residues 518, 519, and 523, which are binding residues for Karyopherin-
B2 (KapB2), the importin that transports FUS, and other proteins, into the nucleus
(SWETHA et al., 2017). While it is unlikely that such electrostatic interactions
would, by themselves, dramatically alter the structural stability of a protein
(PACE; LAURENTS; THOMSON, 1990), the significance of the affected residues
could make them delicate to change. Especially since hydrophobicity is a
hallmark of PY-NLSs (SONIAT; CHOOK, 2016) like the one present in FUS, and

the amino acid cysteine is more hydropathic.
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Evolutionary Conservation Analysis

CONSUREF server analyses the evolutionary dynamics of amino acid residues
between homologous sequences and gives each residue a score ranging from 1,
more variable, to 9, more conserved (ASHKENAZY et al., 2016). Results showed
that the amino acid residues in the NLS of the protein tend to be more conserved
than variable, as shown in Fig 5. This is expected due to the relevance of the
domain, since areas that have an important role in protein function or structure
tend to be more conserved (ASHKENAZY et al., 2016). Indeed, seven out of the
ten residues in the NLS that interact with Kapp2 were given conservations scores
of seven or higher. Mutations in the NLS of FUS have been shown to weaken the
affinity between FUS protein and the importin, and this loss of affinity causes the
mislocalization of the protein to the cytosol, an effect that has been linked to ALS
(TYZACK et al., 2019).

234506 7180

521 8 Variable Average Conserved

Fig 5. Evolutionary conservation analysis. Amino acid conservation analysis of wild-type FUS
protein fragment (residue 507 to 526) represented in a space-filling model and colored according
to conservation scores. Conservation scores of the residues where R521C, R521H, and P525L
mutations occur are highlighted in the table. CONSURF color scheme representing conservation
levels. Cyan represents more variable positions, while bordeaux represents more conserved

positions.
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The amino acid residues where the studied mutations occur were also scored
with high conservation levels by the algorithm. Residue 521 received a score of
8, while residue 525 received a score of 9. This corroborates that mutations
occurring in more conserved sites tend to be more deleterious (SUBRAMANIAN,
2011), seeing that variant P525L is frequently associated with a more aggressive
disease phenotype (NAUMANN et al., 2019). Bulbar onset is more frequent in
P525L than in other FUS mutations (NAUMANN et al., 2019), which has been
shown to have a smaller time frame between disease onset and death than spinal
onset (CHIO et al., 2002). Additionally, the youngest case ever registered of ALS
type 6 reported a carrier of the P525L FUS mutation with disease onset at merely
11 years of age (CONTE et al., 2012), 28 years sooner than the median onset
age for the condition (NAUMANN et al., 2019).

Molecular Dynamics

During MD simulations, the trajectories of atoms and molecules are obtained by
computational calculation of Newtonian equations of motion and application of
different force fields (LIU et al., 2018). Thusly, MDs can provide relevant
information that would not be so easily discovered via experimental approaches
(KARPLUS; MCCAMMON, 2002), which tend to be much more costly. This type
of information is also fundamental to improve efficiency and reduce the blindness
of drug discovery (LIU et al., 2018).

RMSD is the average root-mean-square displacement of atoms between a
reference structure and a dynamic structure, calculated at every frame of the
simulation (VAN DER SPOEL et al., 2005). The reference structure is usually the
first frame of the structure in the simulation, which was the case in this study.
RMSD, thus, is a good measure of structural similarity throughout the simulation
(MARTINEZ, 2015). When a molecular system approaches equilibrium, the
protein structure generally floats around an average stable conformation, and
consequently, the RMSD values tend to form a plateau (DE OLIVEIRA et al.,
2019).
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Wild-type FUS protein seemed to reach an equilibrium at around 125ns into the
simulation when the RMSD value started fluctuating around 1nm, as shown in Fig
6. Variant P525L was the only mutation to come close to an equilibrated state,
which can be observed from the onwards of 160ns. R521C and R521H stand out
by generally having lower and higher RMSD values, respectively, and seemingly

did not achieve equilibrium during the simulations.
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Figure 6. Root mean square deviation (RMSD) of the backbone atoms of the protein as a
function of time. The wild-type FUS protein is represented in black, variant R521C is represented

in blue, variant R521H is represented in green, and variant P525L is represented in red.

Root mean square fluctuation (RMSF) is similar to RMSD in that it measures the
average displacement of atoms, but it does so relatively to individual residues
throughout the simulation. Simply put, RMSF analyses flexibility differences for
the amino acid residues (KUMAR, C. V. et al., 2014).

Overall, variant P525L was shown to have residues slightly more flexible than the

other variants (Fig 7). Residue 507 was shown to be the most different between
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the variants and wild-type. While in the simulations of the P525L and R521C
variants, residue 507 was approximately 33% and 60% more flexible than the
wild-type, respectively, this residue was nearly three times as flexible as the wild-
type in the R521H simulation. Conversely, residue 513 showed the least variation
of flexibility among all proteins, with all four receiving an RMSF value of
approximately 0.5nm. Curiously, residue 507 is one of the sites that interact with
Kapp2 (SWETHA; RAMAIAH; ANBARASU, 2017).

N
L

RMSF (nm)

510 515 520 525
Residues

Figure 7. Root mean square fluctuation (RMSF) of the backbone atoms of the protein as a
function of each amino acid residue. The wild-type FUS protein is represented in black, variant
R521C is represented in blue, variant 521H is represented in green and variant P525L is

represented in red.

Aside from residue 507, none of the other amino acid residues that interact with
KapB2 showed any distinct behavior other than that flexibility was generally
higher in the variants than in the wild-type. Notably, alterations in flexibility can

be very disruptive to proteins, putting at risk protein binding affinity and specificity
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(FORREY; DOUGLAS; GILSON, 2012), stability (KUMAR, S.; WOLFSON;
NUSSINOV, 2001), and even misfolding (TEILUM; OLSEN; KRAGELUND,
2009), which is, by itself, linked to many diseases.

Radius of gyration (RG) is the mass-weighted root-mean-square distance of the
atoms in a structure to their center of mass (SWETHA; RAMAIAH; ANBARASU,
2017). Thus, the radius of gyration can indicate the overall dimensions of a
protein throughout an MD (KUMAR, C. V. et al., 2014).

Wild-type FUS shows steady RG values, especially after 50ns, where the RG
values fluctuate around 0.6nm until the end of the trajectory (Fig 8). Variant
R521C presented steady RG values around 150ns, with values similar to those
of the wild-type. Interestingly, variants R521H and P525L have seemingly
opposite behavior between 160ns and 290ns, but they do not present a steady
behavior throughout the simulation. In general, R521H and P525L presented less
compactness than the wild-type fragment over time. Variant R521C showed
similarities to the wild-type at certain points but was generally less compact, as

well.
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Figure 8. Radius of gyration (RG) of the backbone atoms of the protein as a function of
time. The wild-type FUS protein is represented in black, variant R521C is represented in blue,

variant 521H is represented in green, and variant P525L is represented in red.

Solvent-accessible surface area (SASA) is the area of the protein that is exposed
to solvent (PEREIRA et al., 2019). Thus, SASA can provide information about the
ability of the protein to interact (KUMAR, C. V. et al., 2014). Interestingly, FUS
tends to interact with other FUS proteins and self-assemble, forming the cytosolic
inclusions that are believed to contribute to neurodegeneration in ALS
(MATSUMOTO et al., 2018).

Overall, all variant fragments were shown to have higher surface areas, which
corroborates the RG analysis results that showed that the mutant fragments were
generally less compact than the wild-type protein fragment, as seen in Fig 9.
Moreover, similarly to the observed in the RMSD, and RG analyses, the SASA
values for the wild-type were considerably steadier than those of the analyzed
variants, which could further suggest that the variants R521C, R521H, and P525L
could reduce protein stability (PEREIRA et al., 2020). This could also corroborate
the results obtained from SNPeffect, which showed that all three mutations

decrease protein stability.



48

351

it

1 ' v

|
} l 5]

i W l“i i W"l’ "

Area (nm)

W

J"'
1”1“" l’“ﬂhh] \ _hlt WF' r

25

20

0 100 200 300
Time (ns)

Figure 9. Solvent-accessible surface area (SASA) of the protein as a function of time. The
wild-type FUS protein is represented in black, variant R521C is represented in blue, variant 521H

is represented in green, and variant P525L is represented in red.

The results obtained in this study showed that mutations R521C, R521H, and
P525L could alter stability and flexibility for the FUS protein, which are factors
essential to the function of a protein (KUMAR, S.; WOLFSON; NUSSINOV,
2001). Flexibility, as previously mentioned, is an important factor in binding affinity
and specificity (FORREY; DOUGLAS; GILSON, 2012). Interestingly, the increase
in flexibility observed in the studied mutations occur on several residues that
interact with KapB2, the protein that carries transports FUS into the nucleus.
Thusly, this increase in flexibility provides a possible link to the decrease in
binding affinity between mutated FUS proteins and Kapp2 (SWETHA; RAMAIAH;
ANBARASU, 2017). By lowering the binding affinity between these two proteins,
mutated FUS would be more likely to remain in the cytoplasm, as is observed in
type 6 ALS patients (CIRYAM et al., 2017).
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Conclusions

Through computational techniques, we were able to investigate how mutations
R521C, R521H, and P525L affect the nuclear localization signal of FUS. Most of
the functional prediction algorithms were capable of accurately predicting the
three mutations as deleterious to the human organism. They also showed that
the mutations decrease protein stability and, in the case of R521C, increase
chaperone binding tendency. Relatedly, the protein frustration analysis showed
an increase in frustration between the mutated R521C residue and the ones it
interacts with. The evolutionary conservation analysis showed that the three
mutations occur in highly conserved and probable important protein sites. The
molecular dynamics results indicate that protein stability could be compromised
in all three mutations. They also indicated that flexibility is elevated in most
residues in all variants, most notably in the interaction site with the nuclear import
protein of FUS. The analyzed mutations also affect the exposed surface area and
protein compactness. These alterations in protein stability and flexibility could
negatively impact the affinity between mutated FUS proteins and Kapf2, leading
to the formation of the FUS-positive cytoplasmic aggregates associated with type
6 ALS.
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5. CONCLUSAO

A maior parte dos algoritmos de predi¢ao funcional foi capaz de classificar
as trés mutacbes estudadas, conhecidamente associadas a ALS, como
deletérias. Os resultados do SNPEffect mostraram que todas as trés mutacdes
diminuem a estabilidade da proteina, sendo que a mutacdo R521C apresentou
uma maior diminui¢ao da estabilidade da proteina e um aumento na tendéncia a
ligacdo de chaperonas, diferente das demais mutagdes. A mutacdo R521C
também mostrou alteracbes na analise da frustragdo proteica, onde foram
observados niveis maiores de frustragdo entre o residuo mutado (521) e os
residuos com que este interage. A analise da conservagao estrutural mostrou
que o sitio de localizagao nuclear é uma regido conservada da proteina FUS, e
que as trés mutagcbes ocorrem em sitios altamente conservados. Os dados
obtidos através das dindmicas moleculares indicaram que as mutagdes podem
afetar a estabilidade, compactacao e area de superficie da proteina, bem como

sua flexibilidade.

Os dados obtidos através de técnicas computacionais demonstraram que
as mutacdes podem causar alteragdes em varios aspectos da proteina, como
estabilidade, compactagao e flexibilidade. Isso, em conjunto com o elevado nivel
de conservacado estrutural dos sitios onde ocorrem as mutacdes estudadas,
corrobora com a hipotese de que estas mutagbes estdo associadas ao
desenvolvimento de ALS, visto que estas alteracbes podem impactar
negativamente a interagcdo entre a FUS mutada e KapB2, possivelmente levando a

formagao dos agregados citosolicos que sao relacionados a ALS.
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