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RESUMO

Danos no DNA, podem ocorrer tanto por agentes genotoxicos endogenos quanto agentes exogenos,
que podem promover a instabilidade do genoma e levar diretamente a doencas, como por exemplo, o
cancer, alteragdes neuroldgicas, imunodeficiéncias e envelhecimento prematuro. Auxiliando na
manutengdo da estabilidade, as células apresentam uma série de vias de reparo de DNA, as quais
realizam o processo em multiplas etapas para resolver lesdes especificas no DNA e manter a
integridade do genoma. A importacdo nuclear ¢ um pré-requisito para as fungdes das proteinas de
reparo do DNA e dentre os mecanismos responsaveis pela regulacdo da importagdo nuclear, a via
classica constituida pelo heterodimero Importina-o/f é um dos principais mecanismos de
deslocamento. A Importina-f (ImpP) atua como o transportador enquanto a Importina-o (Impa) atua
como adaptador, reconhecendo as sequéncias de localizagdo nuclear (NLS) presentes nas proteinas
que possuem funcdo no nucleo. Esse trabalho trata especificamente dos estudos estruturais de
complexos da Impa com peptideos NLSs de proteinas relacionadas ao reparo de DNA utilizando
técnicas de cristalografia e ensaios de afinidade pela técnica de calorimetria de titulagdo isotérmica
(ITC). A expressdo e purificagdo da Impa de Mus musculus truncada em sua por¢do N-terminal foi
realizada, bem como a co-cristalizagdo da Impa. com peptideos NLSs de proteinas relacionadas ao
reparo de DNA, correspondentes as sequéncias MLHI1, PMS2, XPG1 e XPG2. Peptideos mutados em
regides importantes de reconhecimento nuclear para os peptideos MLH1 ¢ PMS2 também foram
selecionados para o desenvolvimento deste projeto. Dados de difragcdo de raios-X foram coletados dos
cristais obtidos e processados no intervalo de 2,0-2,8 A de resolugdo. Com esses resultados, as
estruturas contendo cNLSs MLHI1, PMS2, XPGl e XPG2 foram elucidadas. As proteinas do
complexo MutLao, a MLHI1 e a PMS2, atuam no reparo de mal-pareamento de bases (MMR), ligaram-
se & Impa de maneira similar ao NLS do antigeno T da SV40, no sitio de ligagdo principal.
Experimentos de ITC corroboram os resultados cristalograficos, que sugerem que ambos NLSs sejam
sequéncias monopartidas classicas, podendo ser transportadas de maneira independente para o nucleo
celular pelo adaptador Impa. No entanto, os peptideos mutantes MLH1 K471N, MLH1 R472N, PMS2
K577N e PMS2 R578N ndo apresentaram afinidade pela Impa. Essa informagdo foi confirmada tanto
por cristalografia quanto por ITC, o que enfatiza a importancia de residuos basicos ocupando posi¢des
P2 e P3 do sitio de ligagao principal da Impa.

Quanto aos possiveis NLSs da proteina XPG, que atua no reparo de DNA por excisdo de nucleotideos
(NER), XPG1 e XPQG2, foi observado nas estruturas elucidadas que ambos peptideos ligaram-se como
sequéncias monopartidas no sitio de ligacdo principal da Impa. Experimentos de ITC também
confirmam a existéncia de afinidade entre os peptideos e a Impa. A comparagdo entre as estruturas
elucidadas confirmou como essenciais interagoes especificas nos sitios, ressaltando a importancia das
interagdes intermoleculares nesses sitios. Adicionalmente, a analise das interagdes dos peptideos com
a Impo na regido de ligagdo secundaria (S;) nas diferentes estruturas deste trabalho possibilitou
destacar a ligacdo de residuo basico (K/R) na regido P3' de varias estruturas. Isso sugere que essa
posicdo possa apresentar um papel muito importante no reconhecimento de peptideos neste sitio
secundario (S,) de liga¢do da Impa.

Palavras-chave: Importina-a, importagdo nuclear, sequéncia de localizagdo nuclear (NLS),
cristalografia de raios X, proteinas de reparo de DNA.



ABSTRACT

DNA damage can occur by endogenous and exogenous genotoxic agents, which may promote
instability of the genome and directly lead to diseases such as cancer, neurological disorders,
immunodeficiencies and even premature aging. Helping in the maintenance of the stability, the cells
display a number of DNA repair pathways, which carry out the process in multiple steps to resolve
specific DNA damage, and maintain the integrity of the genome. The nuclear import is a pre-requisite
for the functions of DNA repair proteins and, among the mechanisms responsible for regulation of
nuclear import, the classical pathway constituted by the heterodimer importin-o. / B is a major shift
mechanisms. Importin-f (Impp) acts as the carrier while the importin o-(Impa) acts as an adapter
recognizing the nuclear localization sequence (NLS) present in proteins that have function into the
nucleus.This work concerns specifically the structural studies of complexes with Impa and NLSs
peptides from proteins related to DNA repair using crystallographic techniques and binding assays by
isotermal titration calorimetry technique (ITC). The expression and purification of Mus musculus
Impa truncated at its N-terminal portion was performed, as well as co-crystallization with Impo. NLSs
peptides of proteins related to DNA repair, the corresponding sequences MLHI, PMS2, XPGI1 and
XPG2. Peptides mutated in key regions of nuclear recognition for MLHI and PMS?2 peptides were
also selected for this project. X-ray diffraction data collected from crystals were obtained and
processed in the range of 2.0-2.8 A resolution. With these results, the structures containing cNLSs
MLHI, PMS2, XPG1 and XPG2 were elucidated. The MutLa complex proteins, MLHI and PMS?2,
related to the mismatch repair (MMR), bound to the Impa similarly to the T antigen NLS of SV40 in
the major binding site. ITC experiments corroborate the crystallographic results, which suggest that
both NLSs are classic monopartite sequences and can be transported independently to the cell nucleus
by Impo. adapter. However, the mutant peptides MLHI K47IN, R472N MLHI, PMS2 K577N and
R578N PMS?2 showed no affinity for Impa. This information was confirmed by both crystallography
and by ITC, which emphasizes the importance of basic residues occupying positions P2 and P3 of the
major binding site of Impo. About the potential NLSs of XPG protein, that acts in DNA repair by
nucleotide excision (NER), XPG1 and XPG2, it was observed in the elucidated structures that both
peptides bind as monopartite sequences in the major binding site of Impo. ITC experiments also
confirm the existence of affinity between these peptides and Impo. The comparison between elucidated
structures confirmed as essential specific interactions on the sites, highlighting the importance of
intermolecular interactions in these sites. Additionally, analysis of interactions of the peptides with
Impa in the minor binding site in the different structures of this study highlight the binding of basic
residues (K / R) in the region P3' of various structures. This suggests that this position can play a very
important role in the recognition of peptides of this Impao. binding site.

Keywords: Importin-o, nuclear import, nuclear localization sequences (NLS), X-ray crystallography,
DNA repair proteins.
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1. INTRODUCAO

1.1. TRANSPORTE DE MACROMOLECULAS PARA O NUCLEO CELULAR

A caracteristica biologica principal de todas as células eucariontes ¢ a presenca de
um nucleo, uma organela ligada a dupla membrana que encapsula o material genético e separa
fisicamente o processo de transcri¢ao, que ocorre no nucleo, da maquinaria de tradugdo, que
ocorre no citoplasma (TRAN, et al., 2014). Essa separagdo possibilita uma regulacdo precisa
dos processos celulares, tais como a expressdo gé€nica, sinalizacao celular e ciclo celular pela
regulacdo seletiva do transporte bidirecional entre o nticleo e o citoplasma (LANGE, ef al.,
2007). Diante dessa compartimentalizagdo, o transporte de macromoléculas entre o
citoplasma e o nucleo ¢ essencial para o funcionamento das células (TRAN, et al., 2014) ¢ a
intercomunicacao ocorre através do complexo poro nuclear (NPC - Nuclear pore complex),
um conjunto de macromoléculas que fornece um portal seletivo para o movimento de
moléculas através da membrana nuclear (SOROKIN, et al., 2007; TRAN, et al., 2014). Com
exce¢do de moléculas pequenas, metabdlitos e proteinas com massa molecular inferior
~40kDa/50kDa, o transporte no NPC ¢ dependente de receptor e energia. Dessa maneira ¢
necessario um mecanismo molecular seletivo de transporte que reconhega especificamente a
proteina a ser transportada de um compartimento para o outro e requer, na maioria das vezes,
receptores de transporte especificos (CINGOLANI, et al., 2000; LANGE, et al., 2007;
STEWART, 2007).

Os receptores de transporte nuclear, denominados de Carioferinas ou Importinas (o e
B)/Exportinas atuam no transporte bidirecional nos frequentes eventos de transporte
nucleocitoplasmaticos em virtude de sua capacidade de interagir com trés proteinas distintas:
1. a proteina a ser transportada; ii. as nucleoporinas FG, presentes no NPC; iii. a GTPase Ran
(TRAN, et al., 2014). Fatores regulatorios atuam na montagem e desmontagem dos
complexos transportadores (MOR, et al., 2014). A Importina-f (Impf) é o mais versatil
receptor de transporte conhecido em eucariontes superiores, transporta uma grande variedades
de substratos para o ntcleo, sozinho ou via adaptadores. Os adaptadores caracterizados até o
momento sdo: i. Importina-a (Impa), que reconhece as sequéncias de localizagdo nuclear
NLS, presentes nas proteinas que possuem func¢do no nucleo (CINGOLAN], et al., 2000;
MOR, et al., 2014); ii. Snuportina 1; iii. RanBP7; iv. XRIPa (CINGOLAN]I, et al., 2000).

O transporte melhor caracterizado e descrito € o realizado pelo reconhecimento das

sequéncias de localizagdo nuclear (NLS) e dos sinais de exportacdo nuclear (NES). Proteinas
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que contém a NLS sdo reconhecidas pelo adaptador Impa e transportadas para o nicleo pela
da formacgao do heterodimero, ligando-se com o receptor de transporte Impp (TRAN, et al.,
2014). Esse transporte ¢ conhecido como via classica de importagdo nuclear ou importagao

nuclear dependente de Importinas, o qual constitui o foco dessa tese.

1.2. VIA CLASSICA DE IMPORTACAO NUCLEAR

Essa via de importacdo nuclear ¢ a melhor caracterizadas dentre os ciclos de
transporte nuclear, com todos seus componentes identificados: i. GTPase Ran (MELCHIOR,
et al., 1993; MOORE, et al., 1993; QUIMBY, et al., 2003); ii. a Importina-a (Impa)
(GORLICH, et al., 1994; IMAMOTO, et al., 1995; WEIS, et al., 1995); iii. a Importina-§
(ImpPB) (ADAM, et al, 1994; CHI, et al., 1995; GORLICH; KOSTKA, et al., 1995;
GORLICH; LASKEY, 1995; GORLICH; VOGEL, et al., 1995; IMAMOTO, et al., 1995;
RADU, et al., 1995); iv. o NTF2 (MOORE, 1995; PASCHAL, et al., 1995), que esta
envolvido na importagdo e exportagdo da Ran (DE BARROS, 2011).

Essa via funciona basicamente com a Impp de transportador ¢ a Impo como adaptador,
reconhecendo as proteinas que serdo importadas para o nucleo pelas sequéncias de localizagao
nuclear (NLS). A Impf liga-se a Impo, que por sua vez, reconhece uma proteina a ser
transportada formando um complexo trimérico Impf/Impa/cargaNLS no citoplasma. A partir
da formacdo do trimero, a Impp interage com proteinas presentes no NPC e atravessa esse
complexo para o nucleo celular. No nucleo, o complexo ¢ desfeito e as Impa e Impf retornam
para o citoplasma para novos ciclos. Portanto, para o melhor entendimento, esse ciclo foi
dividido em quatro etapas de agdes: 1. Montagem do complexo de importacdo carga
proteica/transportador no citoplasma; ii. Translocagdo através de NPC; iii. Desligamento do

complexo de importacdo no nucleo; iv. Reciclagem das proteinas transportadoras (Figura 1).
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Figura 1 - Visdo simplificada da importacdo nuclear de proteinas. i. Montagem do complexo de
importagdo carga proteica/transportador no citoplasma; ii. Translocacdo através de complexo poro
nuclear; iii. Desligamento do complexo de importacdo no nucleo e iv. Reciclagem das proteinas
transportadoras. As cores indicam: em vermelho, a Importina-f; em amarelo, a Importina-a; em azul, a
proteina a ser importada; em roxo, a GTPase Ran e em verde, a exportina. (CONTI, et al., 2006).

A montagem do complexo transportador, no citoplasma, inicia com a Impf ligando-se
a Impa, deslocando o dominio auto-inibitorio ou IBB (Importin beta binding) (KOBE, 1999)
do sitio de ligacdo da Impa. Apds a formacdo do heterodimero (Importina-o/), € possivel a
ligacdo da proteina a ser importada, via reconhecimento do NLS (GORLICH; LASKEY,
1995; IMAMOTO, et al., 1995) (Figura 2). Em seguida, a Impp ancora o complexo
trimérico (ImpP/Impo/cargaNLS) aos filamentos citoplasmaticos do NPC, as nucleoporinas, e
ocorre o transporte através do poro, em virtude dessas interagdes (MOORE, et al., 1993;
GORLICH, et al., 1996; TRAN, et al., 2014).

No nucleo, o complexo trimérico se desacopla com a ligacdo da proteina Ran ligada a
GTP (GTPase Ran) a Impp, alterando sua conformacdo e liberando o IBB da Impa. Esse
dominio entdo passa a competir com a NLS da proteina importada, promovendo uma
diminuicdo de afinidade da carga, facilitando a liberagdo da mesma em virtude do mecanismo
auto-inibitorio (KOBE, 1999). Uma otimizacao do processo de desacoplamento da proteina
transportada e reciclagem da Impa ocorre com auxilio da nucleoporina (Nup2 em levedura,

Nup50 ou Npap60 em vertebrados) (LANGE, ef al., 2007), que liga-se a uma das regides de



21

ligacdo do NLS e uma por¢do C-terminal da Impo, em virtude de maior afinidade com a
mesma. A nucleoporina liga-se a superficie estendida do dominio de repeticido Arm da Impa,
incluindo o sitio de ligagdo secundario de NLS, liberando a proteina transportada e o sitio de
ligagdo (MATSUURA, et al., 2005; DE BARROS, 2011).

Ap0s a proteina importada ser liberada pelo deslocamento do NLS pela nucleoporina,
a mesma ¢ deslocada pela ligacdo com a exportina (Csel/GTPaseRan em leveduras ou CAS/
GTPaseRan em vertebrados) na regido C-terminal da Impa. Dessa forma, ocorre a ligagao do
dominio IBB com os sitios NLS da Impa, fato crucial para a formagdo do complexo de
exportagdo exportina/GTPaseRan/Impa. E essa a ligagio sequencial das Nucleoporinas,
seguida por Exportinas que fornece uma regulacdo molecular poderosa para assegurar que a
Impo serd reciclada para o citoplasma, apds a liberagdo da proteina transportada
(CINGOLANTI, et al., 2002; LEE, et al.,2003; LANGE, et al., 2007). Enquanto a reciclagem
da Impa é dependente de exportina, a Imp ¢é reciclada para o citoplasma, por meio da
formag¢do do complexo ImpP/GTPaseRan. Em ambos os casos a Ran-GAP (Proteina de
ativacdo GTPase Ran) citoplasmatica dissocia esses dois complexos, liberando as importinas

para um novo ciclo (STEWART, 2006; DE BARROS, 2011) (Figura 2).
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Figura 2 - Visdo geral da importagdo nuclear de proteinas. A montagem do complexo transportador,
no citoplasma, inicia com a ImpP (B) ligando-se a Impa (o). Apds a formagdo do heterodimero, ¢
possivel a ligacdo da proteina a ser importada, via reconhecimento de sua sequéncia de localizagdo
nuclear (NLS). Em seguida, a Impf} ancora o complexo trimérico aos filamentos citoplasmaticos do
complexo poro nuclear e ocorre o transporte. No nticleo, o complexo trimérico se desacopla com a
ligagdo da proteina GTPaseRan a Impp, alterando sua conformagéo e liberando o IBB da Impa. Esse
dominio entdo passa a competir com a NLS da proteina importada, promovendo uma diminuigdo de
afinidade da carga, facilitando a liberacdo da mesma em virtude do mecanismo auto-inibitorio. Uma
otimizagdo do processo de desacoplamento da proteina transportada ocorre com auxilio da
nucleoporina (Nup50) que se liga a Impa, liberando a proteina transportada. Enquanto a reciclagem da
Impa ¢ dependente de exportina (CAS), a Impp ¢ reciclada para o citoplasma, por meio da formagao
do complexo ImpP:GTPaseRan. Em ambos os casos a Ran-GAP citoplasmatica dissocia esses dois
complexos, liberando as importinas para um novo ciclo (STEWART, 2007).
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1.2.1. Complexo poro nuclear (NPC)

Em células eucariontes, o envelope nuclear ¢ composto por uma membrana interna e
outra externa, separados pelo espago perinuclear ou luminal. Distribuidos por esse envelope
nuclear, os NPCs estdo embutidos pelos pontos de fusdo da membrana interna e externa da
membrana nuclear, facilitando assim o intercambio bidirecional de macromoléculas entre o
citoplasma e o nicleo (STEWART, 2007; TRAN, et al., 2014). Os NPCs sdo compostos por
componentes proteicos (~30), denominados nucleoporinas ou Nups, que formam 8 unidades
simétricas, quando visto pela superficie da membrana externa, ¢ um eixo duplo de simetria
formado por varios componentes quando visto perpendicularmente, pelo plano do envelope
nuclear (Figura 3).

Nupl20
Filamentos Citoplasmaticos Nup85
Raio Tubo central / Sehl
~— Secl3
b3 Nupl45c
< Nup84

Nup133

Complexo
Nup84
Nucleoporinas FG

Envelope Nuclear

Anel
Transmembrana

Nucleoporinas Anel Interno  Anel externo
Linker Bl R
Nicleo de Armacio
Nucleoporinas

Cesta Nuclear

Figura 3 - Diagrama da estrutura do complexo poro nuclear (CPN) e seus principais componentes, as
nucleoporinas, ilustrando a natureza sofisticada desta estrutura macromolecular. Figura adaptada
(TRAN, et al., 2014).

O NPC ¢ composto por um nucleo central que media o transito através do envelope
nuclear e possui como componentes periféricos, os filamentos citoplasmaticos e a cesta
nuclear. As proteinas que formam os NPCs, as Nups, sdo responsaveis por ancorar o NPC no
envelope nuclear e prover dominios de interacdo nos eventos de transportes. Esse complexo ¢
formado entdo por: i. anel transmembranico que esta presente ao lado externo do poro, com a
funcdo de estabilizagdo; ii. por proteinas de armacdo no interior do nucleo do NPC, que
formam o anel interno e externo desse canal; iii. pelos filamentos citoplasmaticos e cesta
nuclear que servem como locais de ancoragem para eventos de transporte nuclear; iv. pelos
dominios FG, das nucleoporinas FG, que ficam salientes no canal aquoso do NPC e servem

como sitios de ligacdo para os receptores de transporte, permitindo assim passagem através do
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poro; e v. Pelo complexo Nup84, que ¢ uma subestrutura localizada no exterior da face
citoplasmatica do NPC e ¢ necessaria para adequar a distribui¢do individual dos NPC no
envelope nuclear (TRAN, et al., 2014).

Esses complexos sdo estruturas bem conservadas em diversos organismos
(DEGRASSE, et al., 2009). As estruturas de mamiferos possuem ~125 MDa, seu nucleo
central possui 120 nm de didmetro e o canal central pode chegar a 40 nm de diametro. Sao
estruturas plasticas que parecem deformar-se para possibilitar a passagem de particulas
grandes, construidos a partir de multiplas copias (ROUT; AITCHISON, et al., 2000), em
regra, 8, 16 ou 32 copias de nucleoporinas (ROUT; AITCHISON, 2000; SOROKIN, et al.,
2007; STEWART, 2007) e seu nimero total pode variar de 500-1000 por NPC (ROUT;
AITCHISON, 2000; SOROKIN, et al., 2007). As formagdes denominadas filamentos
citoplasmaticos foram sugeridas como as primeiras implementadas para o reconhecimento de
complexos de transporte pelas Importinas/Exportinas (ROUT; AITCHISON, 2000;
SOROKIN, et al., 2007).

As nucleoporinas podem ser divididas em familias: i. Nucleoporinas transmembranas
(TM), fixam os NPCs na membrana nuclear; ii. Nucleoporinas FG, (DEVOS, et al., 2004)
apresentam distintas sequéncias de Fenilalanina-Glicina (FG) localizadas difusamente no
poro. As repeticdes de nucleoporinas FG possuem curtos nucleos hidrofobicos contendo
residuos fenilalanina e glicina com sequéncias como FXFG (em que X ¢ um residuo pequeno
como glicina, alanina ou serina) ou GLFG. Estes nucleos sdo separados por residuos
hidrofilicos de sequéncia e comprimento varidvel e compdem metade da massa do NPC; iii.
Nucleoporinas FN com repeti¢des fenilalania-asparagina (FN); e iv. Nucleoporinas WD, que
contém motivos de repeticdes de triptofano-acido aspartico, propulsor WD (DEVOS, et al.,

2004; SOROKIN, et al.,2007; STEWART, 2007, DE BARROS, 2011).

1.2.2. Importina-f3

A Importina- (Impp) possui ~97 kDa, ¢ o transportador responsavel pelo transporte
do complexo trimérico (Impp/Impa/CargaNLS) através do NPC, pela sua interagdo com as
Nucleoporinas. A Impp ¢ constituida por 19 repetigdes de motivos HEAT, os quais sdo
compostos por cerca de 40 residuos, divididos entre duas hélices (A e B) antiparalelas entre si
unidas por um loop (CHOOK, et al., 2001; CONT], et al., 2006). Por espalhamento de raios-
X a baixo angulo de seu estado nativo, ¢ mostrado que sua super-hélice ¢ bastante aberta, com

dois arcos que assumem uma conformacao em forma de “S”, subdivididas em dois arcos em
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forma de “C” (FUKUHARA, et al., 2004; STEWART, 2006), um arco N-terminal (HEATs
1-8) e um arco de C-terminal (HEAT 9-19) (CONTI, et al., 2006; COOK, et al., 2007)
(Figura 4).

Figura 4 - Conformagdo em "S" da Impf nativa. Envelope molecular obtido por experimentos de
espalhamento de raios-X a baixo angulo, realizados por Fukuhara e colaboradores em 2004
(FUKUHARA, et al., 2004). Figura adaptada (CONT]I, et al., 2006).

Figura 5 - Estrutura da Impf complexada ao dominio de ligagdo da Impf (IBB), presente na Impa. A
proteina Impp esta representada em fitas e colorida progressivamente, de vermelho a amarelo, de sua
regido C- ao N- terminal. O dominio IBB esta representando em verde. Os dominios HEATS, estdo
numerados de 1 a 19 (CINGOLAN], ef al., 1999).

Devido ao motivos HEAT, sua estrutura possui um alto grau de flexibilidade que
permite que ela mude de conformacao, dependendo se esta na sua forma livre ou complexada
(Conti et al., 2006). Como exemplos, (Figura 6) quando ligada ao dominio IBB da Impa, a
ImpP apresenta uma conformacdo enrolada, em que as extremidades N e C-terminal da

proteina encontram-se proximas uma da outra (CINGOLAN], et al., 1999; CONTI, et al.,
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2006). Nessa estrutura foi possivel observar a interagdo do dominio IBB com residuos dos
motivos HEAT localizados na porc¢ao concava, no arco C-terminal da Impf (CINGOLAN], ef
al., 1999; STEWART, 2006; COOK, et al., 2007). Uma pequena parte do dominio IBB fica
numa conformacdo estendida e se liga o HEAT 8, que contém varios residuos acidos
conservados, conhecido como o loop acido (CINGOLANI, et al., 1999; STEWART, 2006;
COOK, et al, 2007). J& na estrutura do complexo ImpPp/GTPaseRan ¢ visivel o
distanciamento entre as extremidades N- e C- terminal da Impp. A interagdo com a proteina
Ran ocorre na superficie concava da ImpP, porém no arco N-terminal (HEATS 1-6)
(CHOOK, et al., 1999). Esta mudanga conformacional de enrolada para estendida pode estar
relacionada com o desacoplamento do complexo trimérico (Impp/Impa/CargaNLS) no ntcleo

celular.

Importina-p:GTPaseRan

Importina-B:IBB

Figura 6 - Representagdo em diagrama de fitas de estruturas cristalograficas de complexos com a
ImpP. Os HEATS estdo coloridos progressivamente do verde claro ao azul escuro. A. Complexo com o
dominio IBB (cinza). B. Complexo com a GTPaseRan (cinza) (CONT], et al., 2006).

A estrutura cristalografica do complexo Imp com as repeticdes FXFG (ImpB/FXFG),
presentes no NPC, mostra a ligacdo entre essa sequéncia FXFG e a superficie convexa da
Impp nos HEATS 5-6. Essa interacdo hidrofobica com o anel aromadtico da fenilalanina nessa
regido (mesma que a RanGTP) pode promover a alteracdo de conformagdo da ImpfB que
possibilite a liberagdo do complexo Impp/RanGTP no citoplasma, (BAYLISS, et al., 2000)
(Figura 7).
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Importina-p:FG
Figura 7 - Representacdo em diagrama de fitas do complexo da Impf (vermelho) com o dominios
FXFG, nucleoporinas FG (roxo), ligada a superficie convexa da Impp nos HEATS 5-6 (CHOOK, et
al.,2001).

1.2.3. Importina-o

A Impo possui ~60 kDa e atua como adaptador na via de importacdo nuclear
dependente de importinas, portanto, ela € a responsavel pelo reconhecimento da proteina a ser
importada para o nucleo.

Com a elucidagdo da estrutura cristalografica da Impa de levedura em 1998 (CONT],
et al., 1998) e posteriormente a de camundongo em 1999 (KOBE, 1999), pode ser
demonstrado que a Impa realiza sua fun¢do no transporte nuclear como adaptador de maneira
individual, com o auxilio dos seus dois dominios funcionais. Um pequeno dominio N-
terminal denominado de ligagdo a ImpfB (IBB- Impf binding domain) ou dominio auto
inibitorio e o dominio de ligacdo das sequencias de localizagdo nuclear (NLSs) (Figura 8)

(MOORE, et al., 1993; GORLICH, et al., 1994; GORLICH, et al., 1996).
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ARM6  ARMS5 ARM4

Figura 8 - Representacdo em diagramas de fitas da Impa de Mus musculus, destacando os dez motivos
ARMs e o dominio IBB. Cada motivo ARM esta identificado e representado por uma cor, de azul para
vermelho, do N-terminal para o C-terminal da proteina (PDB-11AL) (KOBE, 1999).

Nessa mesma estrutura, proposta por Kobe, foi demonstrado que o dominio N-
terminal de ligagcdo a Impf contém um conjunto de residuos bésicos em sua sequéncia (KRR),
que se assemelha a uma sequéncia de localizagdo nuclear (NLS), possuindo assim duas
funcdes: a de ligacdo com o transportador Impp e o papel autoinibitorio do sitio de ligacao da
Impa. Portanto, quando essa regido de IBB ndo esté ligada a Impp, ela compete com o sitio de
ligagdo das NLSs, presente na Impo (KOBE, 1999; MATSUURA, et al., 2004; LANGE, et
al., 2007), tornando-se um mecanismo de regulacdo desse processo de transporte e uma
contribuicao também, para a liberagdo da carga no nucleo celular, ap6s o transporte.

O dominio de ligagcdo da Impa, compreende a maior parte da proteina e € composto
por 10 motivos Arm (armadillo) (GORLICH, et al., 1994), identificados na Figura 8, que
contém os sitios de ligacdo da sequéncia de localizacdo nuclear (NLS). Cada motivo Arm
possui aproximadamente 40 residuos distribuidos em 3 hélices-o (H1, H2 e H3) (KOBE,
1999; ANDRADE, et al., 2001) apresentando ~30° de rotacdo entre si, resultando numa
molécula alongada e torcida da Figura 8. As hélices H3 formam a superficie interna concava
da Impo, na qual, os sitios de ligacdes NLSs sdo formados pelos residuos conservados de
triptofanos e asparaginas, cercados por alguns residuos 4cidos (4cido aspartico e glutdmico),
conferindo aos sitios caracteristicas hidrofobicas e eletrostaticas. Na Impa estdo presentes
dois sitios importantes de interacdo NLS, um sitio denominado principal (S;) entre os Arm 2-
4 (P1-P6) e um segundo, denominado secunddrio (S,) entre os Arm 6-8 (P1'-P4") (Figura 9)
(FONTES, et al., 2000).
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Figura 9 - Posicoes de ligacdo na Impa nos s1t10s secundarlo (Arm 6- 8\) e principal (Arm2-4). Os
sitios de ligacdo sdo formados pelos residuos de acido aspartico (D) e o acido glutamico (E),
identificados em vermelho; pelos residuos de asparagina (N) e a tirosina (Y), identificados em roxo;
pelos residuos de triptofanos (W), identificados em verde e pelo residuo de arginina (R), identificado
em azul. A cadeia principal de um NLS ¢ indicada em preto e as laterais em azul, sinalizando as
posicdes ocupadas por residuos basicos, importantes em uma NLS (FONTES, et al., 2000).
A Impoa apresenta um elevado grau de conservagdo na sua estrutura (CONTIL, ef al.,
2000; FONTES, et al., 2000) e mecanismo de reconhecimento. Em leveduras foi encontrada
apenas uma isoforma de Impa, enquanto em humanos 7 isoformas ja foram descritas. Com
base na similaridade de suas sequéncias, essas proteinas foram agrupadas em trés grandes
familias: Familias Kap-al, Kap-a2, e Kap-a3 (KOHLER, et al, 1999; PUMROY, et al.,
2015). Os membros dessas familias diferentes t€ém cerca de 50% de identidade sequencial
(KOHLER, et al., 1999; TALCOTT, et al., 2000) e dentro de uma familia, a identidade ¢, no
minimo, 80% (KOHLER, et al., 1999). Goldfarb e colaboradores discutem a possibilidade das
familias Kap-a2 e Kap-a3 surgirem no decorrer da origem e diferenciacdo de células e
tecidos. Visto que, genes relacionados a Impa da familia Kap-al sdo encontradas em todos os
organismos eucariotos, como animais, plantas e fungos, enquanto que os genes da Impa das
familias Kap-a2 e Kap-a3 estdo presentes apenas em animais metazoarios (GOLDFARB, et
al., 2004).
As isoformas sdo capazes de mediar a importacdo de uma ou mais proteinas contendo
NLSs (TALCOTT, et al., 2000) e também podem apresentar preferéncias por diferentes
NLSs, bem como diferentes padrdes de expressdo. Os niveis relativos de expressao de uma

determinada isoforma da Impa podem variar entre diferentes tecidos, indicando uma demanda

especial de diferentes tipos proteinas especificas para importagdo em cada tecido (KOHLER,
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et al., 1999), o que indica a importancia da regulacdo do mecanismo de importacdo por essa
proteina. Apesar de algumas proteinas se associarem especificamente apenas a uma isoforma
da Impo, outras sdo capazes de se ligar a diferentes isoformas (JANS, et al, 2000;

KNUDSEN, et al., 2009).

1.2.2.1. Sequéncia de localizagao nuclear (NLS)

Para ocorrer o transporte nuclear pela via cléssica de importagdo, proteinas presentes
no citoplasma que possuem fung¢do no nucleo, sdo transportadas para o nucleo via
transportadores especificos € possuem uma sinalizagao especifica denominada sequéncia de
localizag¢ao nuclear (NLS - Nuclear Localization Signal). A partir dessa sinalizag¢do, a Impa
consegue discriminar a proteina que deve ser importada para o nucleo, apés a formagdo do
heterodimero ImpB/Impa.

Conforme mencionado anteriormente, a Impa possui um sitio de ligagdo com
caracteristicas hidrofobicas e eletrostaticas, formada pela presenca de residuos de triptofanos
e asparaginas conservados, cercados por residuos acidos, na regido concava da Impa (hélice
H3) (CONTIL, et al., 2000). Sua ocupacao devera ser efetuada por residuos com caracteristicas
especificas, acomodando em determinadas posi¢des, denominadas de P1 a P6 nos Arm 2-4,
no sitio principal (S;) e P1’ a P5’ nos Arm 6-8 no sitio secundario (S,) (FONTES, et al.,
2000) Tabela 1. A ocupagdao de um Unico sitio ou de ambos, bem como a sequéncia de
aminodacidos que constituem o NLS, definem a nomenclatura utilizada para identifica¢do dos

mesSmos.

1.2.2.1.1. Sinais classicos (cNLS)

As sequéncias de localizagdo nuclear classicas (cNLSs) sdo as mais estudadas e
caracterizadas até o momento (TRAN, et al., 2014). As cNLSs apresentam um ou dois grupos
de aminoacidos bésicos em sua sequéncia, essencialmente lisina (K) e arginina (R) divididas
em duas classes: 1) As cNLSs monopartidas, que apresentam uma regido de aminoacidos
basicos e possuem a sequéncia como sendo consenso, até o momento, de KR/KXR/K, ligando
somente em um sitio de ligacdo da Impa, no sitio principal (S;); e i1) As cNLSs bipartidas,
que apresentam duas regides de residuos basicos separadas por um /inker que pode variar de
10-12 aminoacidos, apresentando a sequéncia como sendo consenso, até o momento, de

KRX10-12KRXK, essa sequéncia liga-se aos dois sitios de intera¢do presente na Impa, sitio
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principal (S;) e secundario (S;) (CHELSKY, et al., 1989; CHRISTOPHE, et al., 2000;
LANGE, et al., 2007).

As ligagdes entre os peptideos monopartidos realizadas com o sitio principal de
ligagdo (S)) s@o consideradas de alta afinidade (CHANG, ef al., 2012) e requerem uma lisina
na posi¢do P2, seguida de residuos basicos nas posi¢des P3 e P5 e ¢ exemplificada pela ctNLS
do antigeno T do Virus Simio 40 (SV40), possuindo a sequencia “*PKKKRKV'*?
(LANFORD, et al., 1984; LANFORD, et al., 1986; FONTES, 2000; FONTES, et al.,
2003b). A cNLS bipartida ¢ exemplificada pela cNLS presente na proteina Nucleoplasmina,
SKRPAATKKAGQAKKKK'™ (DINGWALL, et al, 1982; FANARA, et al., 2000;
FONTES, et al., 2000; FONTES, et al., 2003). As duas cNLSs, a SV40 e a Nucleoplasmina,
que exemplificam o consenso de ligacdo, foram as primeiras a serem elucidadas e desde entdo
sdo utilizadas como referéncia para os estudos envolvendo a Impa (CONTIL, et al., 1998;
KOBE, 1999; FONTES, et al., 2000; FONTES, et al., 2003).

A regido conservada dos sitios de ligagdo criam arcabougos para as cadeias laterais
basicas dos cNLSs, que fazem uma série de interacdes especificas (interagdes hidrofobicas ,
ligagdes de hidrogénio e pontes salinas) com residuos conservados presentes na porgao
concava da Impa (Figura 9) (CONTIL ef al., 1998; CONTI, et al., 2000; FONTES, ef al.,
2000; STEWART, 2006;2007).

Tabela 1 - Peptideos NLS e sitios de ligagdo da Impa, sitio principal (S;) P1-P5 e sitio secundario (S,)
P1'-P4'. Siglas correspondem aos peptideos NLS presentes em estruturas da Impo elucidadas por
cristalografia.

Proteinas S, S

P1'P2' P3' P4' Linker P1 P2 P3 P4 P5
SV40 A A PPKIKI KR RIKVE
Nucleopl A VKR P A A TKKAGQAZKIK KKK
Consenso l}(/ 1}/( X012 K l}/( X 1}(/

SV40, Antigeno T do virus simio 40 (FONTES, et al., 2000); Nucleop1, nucleoplasmina (FONTES, ef al., 2000). O consenso ¢ de (CHELSKY, et al., 1989).

1.2.2.1.1. Sinais ndo-classicos

Além dos sinais classicos, foram descritas ne literatura proteinas que apresentam NLSs
que nao seguem o padrdo classico de reconhecimento, sendo entdo, denominados como nao-
classicos. Podem apresentar residuos positivos e maior hidrofobicidade do que as ¢cNLSs e
mesmo assim interagem com a Impa, algumas vezes em regides diferentes das cNLS (CHEN,

et al., 2005).
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Estudo realizado por Kosugi e colaboradores sugeriu uma nova nomenclatura para os
diferentes tipos de NLSs (Classes 1-6) e identificaram 3 novas classes de NLSs (Classes 3, 4 ¢
5). As classes 1 e 2 correspondem aos ¢cNLSs monopartidos, as classes 3 e 4 correspondem a
NLSs ndo-candnicos, isto ¢, sequéncias que ndo estdo de acordo com o convencional,
realizando sua interagdo preferencialmente com o sitio secundério (S,) da Impa, a classe 5
corresponde a NLSs especificos de plantas e os bipartidos (classe 6) correspondem as cNLSs

bipartidas (KOSUG]I, et al., 2009) (Tabela 2).

Tabela 2 - Sequéncias propostas para seis classes de NLSs dependentes de Impa (KOSUGI, et al.,
2009).

Classe NLS Sequéncia Consenso
Classe 1 KR(K/R)R, K(K/R)RK
Classe 2 (P/R)XXKR("DE)(K/R)
Classe 3 KRX(W/F/Y)XXAF
Classe 4 (R/P)XXKR(K/R)("DE)
Classe 5 LGKR(K/R)(W/F/Y)

Bipartido  KRX10-12K(KR)(KR) ou KRX10-12K(KR)X(KR)

("DE) = Qualquer residuo, exceto acido aspartico (Asp) e acido glutamico (Glu).

Com base nos estudos realizados pelo grupo de Kosugi (KOSUGI, et al., 2009),
Chang e colaboradores (CHANG, et al., 2012) realizaram testes cristalograficos utilizando
uma Impa de Oryza sativa (arroz) e 2 peptideos denominados NLS classe 5, especificos para
plantas (A89 - VHKTVLGKRKYW e A54 - SVLGKRKRHPKYV (KOSUG]I, et al., 2009)).
Os resultados foram promissores e demonstraram que esses peptideos possuem alta afinidade
com a Impa de arroz e se ligaram somente no sitio secundario (S2) de ligagdo (CHANG, et
al.,2012).

Posteriormente, Chang e seus colaboradores realizaram (CHANG, et al., 2013)
experimentos com as NLS nao-classicas. Dessa vez utilizaram 4 NLSs classe 3 (A28 -
IGRKRGYSVAF, A58 - WAGRKRTWRDAF, B6 - SSHRKRKFSDAF e Bl141 -
RVQRKRKWSEAF (KOSUGI, ef al., 2009)) e Impa de Mus Musculus. Os experimentos
resultaram em estruturas que confirmaram a ligacdo desses peptideos nos sitio secundario de
ligacdo da Impa com os residuos KR ligando as posicdes P1' e P2', respectivamente. Esses
resultados indicam que o sitio secundario de ligacdo da Impa ndo funciona somente para
ancorar os residuos basicos presente nas cNLS bipartidas, mas que também podem funcionar

como um sitio de ligagdo principal para algumas proteinas.
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1.3. TRANSPORTE DE PROTEINAS RELACIONADAS AO REPARO DE DNA

Danos no DNA, podem ocorrer tanto por agentes genotdxicos enddgenos quanto
agentes exdgenos, ¢ que pode promover a instabilidade do genoma e levar diretamente a
varias doencas humanas, como por exemplo, o cancer, alteragdes neurologicas,
imunodeficiéncias e até ao envelhecimento prematuro. Para evitar tais consequéncias graves,
as células desenvolveram uma série de vias de reparo de DNA, as quais realizam o processo
em multiplas etapas para resolver lesdes especificas no DNA e manter a integridade do
genoma (IYAMA, et al., 2013). Aproximadamente 130 genes que estdo diretamente ligados
com o processo de reparo de DNA ja foram identificados (CHRISTMANN, et al., 2003).

Os mecanismos de reparo de DNA desenvolvidos pelos organismos capazes de
corrigir modificac¢des efetuadas no DNA sdo: i. reparo por excisdo de bases (BER); ii. excisdo
de nucleotideos (NER); iii. mal-pareamento de bases (MMR) (KNUDSEN, et al., 2009); ¢ iv.
reparo por reversao dos danos diretos ou quebra das dupla fitas de DNA (DSB), separado em
duas vias principais, recombina¢do homoéloga (HR) e por jungdo de terminais ndo homologos
(NHEJ) (CHRISTMANN, et al., 2003). Para que os mecanismos de reparo funcionem de
maneira adequada, fica clara a importancia da interagcdo entre proteinas responsaveis pela
funcdo de reparo. A importacdo nuclear ¢ entdo, um pré-requisito para as fun¢des das
proteinas de reparo do DNA e também essencial para a localizagdo correta das proteinas
responsaveis pelos mecanismos mencionados.

A via classica de importacao nuclear, constituida pelo heterodimero Importina-o/f, €
um dos principais mecanismos de deslocamento de proteinas do citoplasma para o nucleo.
Estudos revelam que algumas proteinas de reparo parecem interagir somente com isoformas
especificas da Impa, indicando uma regulacao adicional do processo de reparo (KNUDSEN,
et al., 2009), porém, pouco se sabe a respeito do reconhecimento das sequéncias de
localizag@o nuclear (NLSs) dessas macromoléculas. Proteinas envolvidas em reparo e que ndo
apresentam NLSs podem formar complexos no citoplasma e depois serem transportados
através do NPC na forma de heterodimero, um mecanismo conhecido como co-importagao
nuclear. Esse mecanismo de importagdo, possivelmente reflete um sistema onde proteinas
podem aumentar a sua localiza¢do nuclear ap6s a formacdo do complexo, ao invés de serem
individualmente concorrentes para a interagdo com receptores de importagdo nuclear (LIU, et
al., 2000; KNUDSEN, et al., 2009). A formacdao de complexos entre as proteinas no

citoplasma parece ter um grande efeito sobre sua localizacdo nuclear, no entanto, ndo esta
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claro se esse ¢ um mecanismo de emergéncia ou se ¢ essencial para a regulacdo de importacao

ou fung¢ao dessas proteinas no niacleo (BRIEGER, et al., 2005).

1.3.1. Sequéncias de localizagao nuclear de proteinas de reparo de DNA

1.3.1.1. Proteinas MLH1 e PMS2

Durante o processo de replicagdo do DNA, alguns erros podem escapar da
verificagdo feita pela DNA polimerase. Erros de pareamento, podem ser corrigidos, mesmo
que a DNA polimerase ndo os tenha detectado. Em humanos o complexo MutLa, um
heterodimero formado pela interagdo das proteinas MLH1 e PMS2, atua coordenando o
processo de reparo de mal-pareamento de bases (MMR) gerado por erros de replicacdo, sendo
essencial para a manutencdo da fidelidade de replicacdo do DNA (BRIEGER, et al., 2005;
LEONG, et al., 2009). Embora os participantes diferentes do reparo de DNA por MMR em
humanos tenham sido identificados, a regulacdo dos passos essenciais do reparo por MMR
ndo ¢ totalmente compreendida. A importacdo nuclear dessas proteinas pode ser um
mecanismo de regulacao para esse tipo de reparo de DNA (WU, et al., 2003; BRIEGER, et
al.,2005; DE BARROS, 2011).

Assim como outras proteinas envolvidas em reparo, as estruturas da PMS2 e MLHI
foram parcialmente elucidadas (GUARNE, et al., 2001). Foi sugerido que ambas as proteinas
apresentam ¢cNLS monopartidos essenciais para seu deslocamento para o nucleo (Tabela 3),
presentes no C-terminal ndo elucidado destas proteinas. Mutacdes em seus cNLS indicam
alteracdes tanto na transloca¢do das subunidades quanto na dimerizacdo. Apesar de
dimerizacdo ndo ser necessaria para a formagao da interacdos da cNLS com a Impa, estudos
comprovam que o heterodimero MutLa ¢ importado de forma mais eficiente do que os
mondmeros MLHI1 e PMS2 (LEONG, et al., 2009). Ha indicios de que o transporte na forma
de complexo otimiza o processo de importagdo (BRIEGER, et al., 2005). Outros estudos
ainda apresentam a idéia de que a dimerizagdo do MLH1 e PMS2 regula a importacdo do
complexo MutLa, o que pode assim representar um novo mecanismo pelo qual as células
ativem suas fungdes no reparo de erros durante a replicacdo do DNA (WU, et al., 2003; DE
BARROS, 2011).

Brieger e colaboradores (BRIEGER, et al., 2005), com auxilio do PSORT (NAKAI,

et al., 1999), um programa para a predi¢ao de sitios de localizacdo cNLSs, identificaram nas
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proteinas MLH1 e PMS2 possiveis sequéncias de localizacdo nuclear classicas. Para a
proteina  MLHI1, duas possiveis cNLSs monopartidas foram encontradas (cNLS I
YOPRKRH'? ¢ ¢NLS II 496PRRR499), enquanto para proteina PMS2, somente uma possivel
cNLS monopartida foi identificada (cNLS III 574PNTKRFK580). Experimentos envolvendo
mutagdes nos residuos basicos dessas sequéncias (substituicdo de residuos basicos por
residuos neutros, asparaginas ou glicinas) e microscopia de imunofluoréscencia concluiram
que a proteina MLH1 possui somente uma cNLS monopartida, sendo a sequéncia cNLS I
Y9PRKRH*"* a responsavel pela interagio com a Impa e para a proteina PMS2 a sequéncia
¢NLS III *PNTKRFK*, se confirmou como responsavel pela interagio com a Impa.
Entretanto, os resultados também mostraram que mesmo com as mutacdes nas cNLSs, elas
ndo aboliram completamente a presenca dessas duas proteinas no nucleo celular, fato esse,
que inspirou a utilizagcdo ndo somente dos peptideos cNLS convencionais da MLH1 ¢ PMS2,
como também, alguns peptideos mutados em regides estratégicas de reconhecimento pela
Impa (MLH1 - K471 e R472 e PMS2 - K477 e R478), para o desenvolvimento desse projeto
(Tabela 3).

1.3.1.2. Proteina XPG

A XPG ¢ uma endonuclease que atua no reparo de DNA por excisdo de nucleotideos
(NER) (KNUDSEN, et al., 2009). Esse sistema de reparo detecta uma grande diversidade de
lesdes no DNA e ¢ a principal defesa contra danos ao DNA induzidos por radiagao UV
(COSTA, et al., 2003). Mutagdes nos genes que expressam essa endonuclease resultam na
sindrome xeroderma pigmentoso (tipo G), que causa extrema sensibilidade a luz solar,
resultando em queimaduras solares, mudangas de pigmentagdo na pele e uma incidéncia muito
elevada de cancer de pele (LEHMANN, et al., 2011).

A proteina XPG tem uma massa molecular deduzida de ~134 kDa, por isso a
necessidade de uma regido NLS para seu transporte nuclear. Estudos relatam duas possiveis
regides de localizacdao nuclear classica para esta proteina: 1) Uma na regido C-terminal (XPG2
- "KKRRKLRRARGRKRK''®), regiio evolutivamente conservada entre leveduras e
humanos e ii) outra possivel sequéncia (XPGI - '’ KRGITNTLEESSSLKRKR'’"*). Essas
sequéncias podem também estar relacionada com um sinal de reteng¢do nuclear, pois parte
dessa proteina fica retida na regido perinuclear e apds a radiagdo UV, essa proteina retida
migra totalmente para o nucleo, fato visto como uma "possivel" regulacao do processo reparo

de DNA. Estas duas sequéncias mostram potencial para cNLS bipartidas (Tabela 3)
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(KNAUF, et al., 1996). A dimerizagdo dessa proteina para a importagdo nuclear também ¢
relatada como uma possivel via, no entanto, faltam informagdes e estudos recentes a esse

respeito.

Tabela 3 - Sequéncias NLSs selecionadas para o desenvolvimento do projeto. Residuos em vermelho
indicam os residuos mutados.

Proteina Vias de reparo NLS
de DNA*
MLH1 MMR *°SSNPRKRHRED"®
MLHI K471N - *SSNPRNRHRED*"
MLHI R472N - *SSNPRKNHRED
PMS2 MMR "LATPNTKRFKKEE*
PMS2 K577N ) STILATPNTNRFKKEE®
PMS2 R578N ; "LATPNTKNFKKEE™™
XPGl NER 104K TQKRGITNTLEESSSLKRKRLSD'"°
XPG2 NER 160y FGKKRRKLRRARGRKRKT!''®

*(CHRISTMANN, et al., 2003; KNUDSEN, et al., 2007)
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2. OBJETIVO

O objetivo ¢ estudar as interagdes que ocorrem entre a proteina importina-o. de mamiferos
com peptideos NLSs de proteinas relacionadas ao reparo de DNA e algumas possiveis
mutacoes nestas sequéncias, dentre as quais: MLH1, MLH1 K471N, MLHI1 R472N, PMS2,
PMS2 K577N, PMS2 R578N, XPG 1 e XPG2.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. EXPRESSAO E PURIFICACAO DA IMPORTINA-o. TRUNCADA (70-529)

Para a expressdo em larga escala da Impo truncada (70-529), vetores pET-30a
(Novagen) contendo a sequéncia que codifica Impa de Mus musculus, isoforma 2, foram
cedidos por nosso colaborador, Prof. Kobe, da Universidade de Queensland, Australia. A
forma truncada ¢ importante para evitar competi¢des entre os peptideos NLS e o dominio
auto-inibitorio da proteina. Bactérias Escherichia coli, linhagem BL21(DE3), foram
transformadas com o vetor e os clones selecionados. A metodologia empregada tem como
base o protocolo descrito por Teh e colaboradores (TEH, ef al., 1999).

O pré inoculo foi preparado com bactérias inoculadas em 40 mL meio LB (Luria
Bertani) liquido, contendo o agente de selecdo canamicina (1,0png/mL), e em seguida
incubadas com agitacdo constante por 15 horas a temperatura de 37 °C. Posteriormente, cerca
de 20 mL desse pré-indculo foi transferido para 2,0 L de LB contendo 1,0 pg/mL de
canamicina e as bactérias cresceram com agitacdo constante a temperatura de 37 °C por
aproximadamente 3 horas e/ou até atingir Abs 600 nm (Densidade Otica) de 0,6.

Em seguida, uma aliquota de 1,5 mL desse meio de cultura foi retirada para controle
da indugdo e ao restante foi adicionado IPTG, 1 mM (Isopropyl-B-D-Galactoside), levando a
indugdo da proteina de interesse, com agitacdo constante a 28 °C. Apos 4 horas de indugdo, as
bactérias foram separadas do meio por centrifugagdo a 4788 xg por 10 minutos a temperatura
de 4 °C e em seguida, ressuspensas em 100 mL de tampao (20 mM Hepes pH 7,0 e 500 mM
NaCl) para lavagem e centrifugado novamente. A indugdo foi verificada por eletroforese em
gel de poliacrilamida com uma concentracdo de 12 %, na presenga de dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE).

Para a lise das bactérias, essas foram ressuspensas em 100 mL de tampao (20 mM
Hepes pH 7,0, 500 mM NaCl, 1 mM MgCl, e 5 mM Imidazol) contendo inibidores de
proteases (1 pg/mL Aprotinina, 1 pg/mL Leupeptina, 1 pg/mL Pepstatina, 1 mM PMSF e 0,1
mM TCEP), lisozima (1 mg/mL) além de DNAse e RNAse. Com auxilio do vortex, a amostra
foi homogeneizada a cada 10 minutos e mantida no gelo por uma hora. Apds essa etapa, a
amostra foi centrifugada a 4788 xg por 30 minutos a temperatura de 4 °C. A parte soluvel foi
coletada, esperando-se que parte da proteina recombinante induzida estivesse soluvel. A
solubilidade da proteina foi observada por eletroforese em gel de poliacrilamida com uma

concentragdo de 12% (SDS-PAGE).
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Para a purificacdo da proteina recombinante foi realizada a cromatografia liquida por
afinidade a Niquel. O extrato soluvel de E. coli contendo a proteina recombinante (Impa) foi
purificado utilizando a coluna de afinidade HisTrap “FF (GE Healthcare), contendo 5,0 mL
de resina de Niquel-agarose, a qual foi acoplada a um cromatografo (AKTA Purifier — GE
Healthcare) e submetida a fluxo continuo de 1,0 mL/min de solugdo tampao A (20 mM hepes
pH 7,0; 1,0 M NaCl e 15 mM imidazol). Posteriormente a amostra foi aplicada com fluxo 0,5
ml/min e pressdo controlada, nao ultrapassando 0,3 MPa. A coluna foi lavada com tampao A
para remover o material que tenha se ligado inespecificamente a coluna. Posteriormente foi
realizada a eluicao da amostra por meio de gradiente de 15 mM até 150 mM de imidazol pelo
tampao B (20 mM hepes pH 7,0; 1,0 M NaCl e 150 mM imidazol). A purificagdo foi
observada por eletroforese (SDS-PAGE) com uma concentracao de 12%.

A amostra purificada foi submetida a didlise utilizando a membrana dialysis tubing
(Sigma) para proteinas de massa molecular superior a 12 kDa, para a troca de tampao B para
o tampao C (20 mM Tris HCI pH 8,0, 100mM NaCl), a temperatura de -4 °C. Posteriormente
a amostra foi concentrada utilizando o concentrador vivaspin 20, 30 kDa (GE Healthcare) e a
centrifuga com rotagdo de 4000 xg em ciclos de 15 minutos, mantendo a temperatura de -4

°C. A amostra a 18 mg/ml, foi armazenada a temperatura de -20 °C.

3.2. CRISTALIZACAO

Os experimentos de cristalizagdo foram feitos na busca de melhores condigdes de
cristalizacdo, empregando-se a difusdo de vapor por gota suspensa (hanging drop)
(MCPHERSON, 1982) tendo como ponto de partida as condi¢des de cristalizacdo da Impa
nativa (KOBE, et al.,, 2009). Constatada a viabilidade da amostra, experimentos de co-
cristalizagdo com peptideos NLS foram realizadas com base na variacdo de parametros de
cristalizacdo os quais resultaram em estruturas com presenga de peptideos NLS (FONTES, et

al., 2000; FONTES, et al., 2003; FONTES, et al., 2003a).
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Figura 10 - Método para cristalizacdo: hanging drop (gota suspensa). Imagem obtida do catidlogo da
empresa Hampton Research.

Para a obtencdo de cristais de Impa com os peptideos, a gota foi constituida por 1,0
ul da solucdo da proteina recombinante (18 mg/ml de concentragdo), 0,5 ul da solucdo do
peptideo (na qual a concentragdo de cada peptideo foi calculada para que a propor¢ao de 8
moléculas de ligante para 1 de proteina recombinante) e mais 0,5 pl da solucdo do
reservatorio contendo citrato de sédio como agente precipitante com variacdes de 0,5 M, a
0,75 M; 0,1 mM de citrato de soédio pH 6,0 como tampao ¢ 10 mM de DTT (DL-
Dithiothreitol) como aditivo. Os experimentos foram armazenados a temperatura de 18 °C.
Com base em experimentos preliminares e para a otimizacdo dos cristais de Impa com o
peptideo XPG1, a propor¢do utilizada foi de 4 moléculas de ligante para 1 de proteina

recombinante.

3.3. COLETA DE DADOS E PROCESSAMENTO

Conjuntos de dados de difragdo de raios-X dos complexos Impa com os peptideos
PMS2, MLHI1 e XPG2 foram coletados no Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS),
em Campinas - SP, Brasil com A=1,46 A, montados em loops de nylon e mantidos em fluxo
de nitrogénio gasoso & -173 °C (Oxford Cryosystems®). Em todos os experimentos houve a
necessidade de adicao de glicerol, a 25 % (v/v), como crioprotetor adicionado as condi¢des da
solucdo-mae, para evitar perda do cristal por causa do congelamento. Imagens foram
coletadas pelo detector MarCCD (MarResearch).

O conjunto de dados de difragcdo de raios-X do complexo Impa com o peptideo XPG1

foi coletado no National Synchrotron Light Source (NSLS), no Laboratorio Nacional de
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Brookhaven (BNL), em Upton - NY, EUA com A=1,10 A. O cristal foi montado em loop de
nylon, com presenga de glicerol, a 25 % (v/v) como crioprotetor adicionado as condi¢des da
solucao-mae e mantido em fluxo de nitrogénio gasoso a -173 °C. As imagens foram coletadas
pelo detector Pilatus 6M. Os programas DENZO e SCALEPACK do pacote HKL2000
(OTWINOWSKI Z, et al., 1997) foram utilizados para o processamento dos dados coletados.

3.4. ELUCIDACAO E REFINAMENTO DAS ESTRUTURAS

Para o presente trabalho, como os cristais obtidos eram isomorfos em relacdo as
estruturas dos complexos de Impo previamente elucidadas, as estruturas puderam ser
resolvida por Sintese de Fourier (MCREE,1993).

Inicialmente os complexos Impa-PMS2, MLH1, XPG1 e XPG2 foram submetidos a
um refinamento de corpo rigido, utilizando-se a coordenada da estrutura de Impa truncada em
sua por¢ao N-terminal co-cristalizada com o peptideo NLS monopartido SV40CN (antigeno T
do virus simio 40, versdo estendida - PDB ID: 1QI1S) (FONTES, et al., 2003a). A seguir,
foram efetuados refinamentos de atomos e fatores de temperatura. Ao gerar mapas de
densidade eletronica, os modelos proteicos foram visualizados e confirmados com o programa
grafico "Coot” (EMSLEY, et al., 2004), onde foi realizada a modelagem. Na etapa de
modelagem, foi efetuado o ajuste manual dos residuos em relagdo ao mapa densidade
eletronica (calculado a partir das informagdes de intensidades e fases das reflexdes de difragao
de raios-X). Essas informagdes (experimentais) e outras informagdes estruturais como,
distancias de ligagdes, angulos, interacdes com os dtomos da vizinhanga sdao utilizados em
programas que minimizam todas estas energias, tais como o "CCP4" (The CCP4 suite:
programs for protein crystallography, 1994) e "Phenix" (ADAMS, et al., 2002). Os modelos
foram novamente avaliados, modelados € novamente submetidos a ciclos de minimizagao.
Esse processo ocorre de maneira alternada, com adi¢do dos peptideos, moléculas de agua e
também outros ligantes, até que se chegue a estrutura final, com maxima concordancia dos
dados experimentais e a estereoquimica. Além do programa "Phenix"”, que ja nos fornece
dados sobre a qualidade estereoquimica do complexo com o "Phenix Validation", o modelo
final ainda ¢ submetido a uma validagao pelo PROCHECK (LASKOWSKI, ef al., 1993) e
SFCHECK (VAGUINE, et al., 1999) presentes no pacote de programas do CCP4 (The CCP4
suite: programs for protein crystallography, 1994).
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3.5. SINTESE DE PEPTIDEOS NLS

A sintese dos peptideos, correspondentes aos NLSs: MLH1, MLH1 K471N, MLHI
R472N, PMS2, PMS2 K577N, PMS2 R578N, XPG1 e XPG2 (Tabela 3), foram realizadas
por empresas especializadas com grau de pureza de 95% a 99%. As empresas foram a
Proteimax ¢ a GenOne. Para a sintese dos peptideos, foram adicionados residuos as
extremidades dos NLSs, para garantir melhor interacdo com a Impa, conforme trabalhos de

co-cristalizagdo anteriormente realizados por nosso grupo.

3.6. EXPERIMENTOS DE CALORIMETRIA DE TITULACAO ISOTERMICA

Os experimentos de calorimetria de titulagdo isotérmica sao realizados por titulacdo, a
temperatura constante, de 2 ou mais compostos, objetivando-se medir a variagdo de calor
relacionada a interagdo entre as biomoléculas. Em nosso caso, as biomoléculas eram a Impa e
diferentes peptideos.

O microcalorimetro utilizado é composto basicamente de 2 células, uma de reagao e
outra de referéncia, sensor ¢ controlador de temperatura e uma micropipeta automatizada,
responsavel pela titulacdo do ligante na biomolécula. O equipamento utiliza o principio da
compensa¢do dindmica da poténcia, no qual mede a quantidade de poténcia (pcal/s)
necessaria para manter as duas células em temperatura constante e iguais. A cada inje¢do da
solucdo da micropipeta (em nosso caso, os peptideos), inicia-se a reacdo de ligagdo e,
dependendo da afinidade de ligacdo e da concentracdo dos reagentes, uma determinada
quantidade do complexo macromoléculatligante ¢ formada. A formac¢do do complexo ¢
acompanhada pela liberacdo ou absor¢do de calor (reagdo exotérmica ou endotérmica,
respectivamente), que causa uma diferenca de temperatura entre as duas células, a qual ¢
prontamente compensada pela poténcia térmica aplicada, mantendo ambas praticamente a
mesma temperatura. Apds cada inje¢do, o sistema entra novamente em equilibrio, € o sinal
registrado ¢ de um padrdo de deflexdo na forma de um pico. Pelo calculo da 4area de cada
pico, € obtido o calor associado com a inje¢do e conforme a macromolécula fica saturada, a
quantidade de calor diminui até que apenas o calor de diluigdo do ligante seja registrado. Pela
taxa de variacdo da troca de calor entre c€lula e o ambiente, ¢ determinada a taxa de
ocorréncia da reagdo e a variagdo de entalpia da reacdo (VELAZQUEZ-CAMPOY, et al.,
2004; FREYER, et al., 2008).
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Anteriormente as titulagdes, a proteina e os peptideos foram dialisados a fim de
garantir que ambos estavam diluidos com o mesmo tampao (20 mM Tris HCI pH 8,0 e 100
mM NaCl). Nos experimentos foi utilizado um microcalorimetro iTCyo9 (MicroCal — GE
Healthcare Life Sciences) com as seguintes configuragdes: temperatura de 20°C, agitacao de
800 rpm, tempo entre inje¢des de 240 segundos, primeira injecdo com 0,4 pL e as demais 19
injecoes de 2 pL (duragdo das injecdes de 0,8 e 4 segundos, respectivamente). A concentragao
da Impa foi de 30 uM (determinada espectrofotometricamente) € a concentragao dos
peptideos variaram de 240-450 uM e esta descrita nos termogramas de cada titulacdo.

Para realizar os ajustes dos dados adequadamente, utilizando um modelo de interacao
que indica dois sitios de ocupagdo diferentes (1 proteina: 2peptideos), foi utilizada a
metodologia de polinomio de ligagdo, com o auxilio do pesquisador Adrian Velazquez-
Campoy (Universidade de Zaragoza, Espanha) e do doutorando Thiago Revers Dreyer, do
nosso grupo de pesquisa. A andlise de dados foi realizada em trés etapas: i) ajuste da
concentragdo da proteina para garantir que a estequiometria (n) das ligagdes correspondessem
a valores inteiros (n=1 ou n=2); ii) célculo do calor gerado ou absorvido em cada e
normalizacdo deste pela razdo molar dos peptideos pela Impa; iii) o ajuste dos dados
(constante de dissociacdo (ky) e entalpia (AH)) foi feito pela metodologia de polindmios de
ligagdo (FREIRE, et al., 2009; VEGA, et al., 2015) utilizando-se algoritmos implementados
em ambiente MatLab com a fun¢do de Levemberg-Marquardt para minizacdo dos erros. Os
parametros de energia livre de Gibbs (AG) e variacdao de entropia (AS) foram determinados
matematicamente através da constante de dissociagdo e da entalpia. Os graficos dos calores de
titulagdo e os termogramas foram confeccionados no programa Origin.

Com esta técnica, foram realizados ensaios de afinidade, entre a proteina Impa e os
peptideos NLSs. O peptideo SV40 NLS foi utilizado para a padronizacao dos experimentos de
interacao da Impa com os peptideos NLSs, ja que apresenta dados disponiveis na literatura de
outro calorimetro (MicroCal VP-ITC), tornando assim um bom padrio em termos
comparativos, visto que, a SV40 ¢ uma NLS monopartida (CUTRESS, et al, 2008;
FALCES, et al., 2010). Essa padronizagdo ¢ necessaria, pois garante confiabilidade na
comparacgao de dados de diferentes amostras, os equipamentos possuem diferencas quanto a

sensibilidade e tempo de resposta, além de limitagdes do volume de amostra de trabalho.
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4. RESULTADOS

4.1. EXPRESSAO E PURIFICACAO DA IMPORTINA-a TRUNCADA (70-529)

A partir dos clones armazenados a -80 °C, experimentos de inducao em larga escala
foram efetuados para obtencdo de amostras em quantidade e qualidade suficientes para
procedimentos seguintes. Conforme esperado, constatou-se a inducdo da proteina
recombinante (Figura 11). Além disso, ap6s lise celular, verificou-se a Impa presente tanto
na fragdo solavel (sobrenadante) quanto insoluvel (pellet) (Figura 11), confirmando a
presenca de Impa em quantidade suficiente para purificacdo. Apenas a fracdo solivel do
extrato total foi utilizada na purificacdo, para garantir que a Impa presente na amostra
apresentasse integridade estrutural, fator essencial para sucesso na obtengdo de dados

cristalograficos.

Marcador Nio Induzido Nio Solivel
induzido soluvel
250 kDa

130kDa
100 kDa

70kDa

55 kDa

35KkDa

25KkDa

15 kDa

10kDa

Figura 11 - Verificagdo da inducdo da Impa em gel de poliacrilamida a 12% (SDS-PAGE). A proteina
recombinante apresenta ~55 kDa. Sdo mostradas as fra¢des ndo induzido e induzido da proteina alvo
recombinante e as fragcdes nao soluvel e a soluvel dessa proteina apo6s a lise celular, respectivamente.
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A purificacdo em coluna de afinidade separou a Impa de outras proteinas presentes na
fragao soluvel do extrato total de E. coli. Nesta purificacdo, durante a realizacdao da eluicao
por gradiente de concentragdo de imidazol, a concentragao de imidazol foi mantida constante
enquanto a leitura da radiagdo UV a 280 nm indicava desprendimento de material da coluna
com o intuito de remover impurezas que pudessem interferir nos experimentos de co-
cristalizacdo. A amostra de Impa foi eluida da coluna de cromatografia com 100% de tampao

B, Figura 12.
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Figura 12 - Cromatograma de purificacdo da proteina Impa por afinidade, onde o nimero 1

corresponde a adsor¢do de amostra e eluicdo do material ndo aderido a coluna, o numero 2
correspondem ao pico de lavagem da coluna, apds a adsor¢do de amostra € o nimero 3 corresponde a
aliquota de proteina purificada eluida durante todo o processo. Em azul ¢ mostrado a absorbancia de
eluicdo de proteina a 280 nm; Em verde o gradiente de elui¢do, indicando a porcentagem do tampao de
elui¢do no sistema.

Apos a purificagdo por afinidade em coluna de niquel, a amostra de Impa passou por
uma dialise em tampao Tris HCI pH 8.0, 100 mM NaCl, 2 mM DTT (DL-Dithiothreitol), para
viabilizar a condi¢do da amostras para futuros experimentos. Fra¢des da purificagdo foram
analisadas em SDS-PAGE a 12% para verificar a pureza das mesmas conforme nos mostra a

Figura 13. De acordo com o gel (Figura 13) e o cromatograma (Figura 12), ¢ possivel
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observar que as proteinas referentes ao metabolismo da E. coli, que ndo possuem afinidade
com a coluna de purificagdo, ndo aderem a mesma, como observado na regido de pico 1 do
cromatograma e aliquota "Pico 1" do gel. As proteinas que possuem um minimo de afinidade
pela coluna sdo eluidas na lavagem da coluna pelo tampao A, pico 2 do cromatograma e
aliquota "Pico 2" do gel. A proteina recombinante ¢ eluida com 100% de tampao B, pico 3 do

cromatograma e aliquotas "Pico 3" do gel.

Marcador Niao Induzido Nio Solavel PURIFICACAQO AFINIDADE
induzido solavel Picol Pico2 Pico 3 Pico 3
250 kDa
130 kDa
100 kDa

70 kDa

b | .S

35kDa

25kDa

15 kDa

-

Figura 13 - Verifica¢do da purificagdo por afinidade da Impa em gel de poliacrilamida a 12% (SDS-
PAGE). A proteina recombinante apresenta massa molecular de ~55 kDa. S@o mostradas as fracdes
ndo induzida e induzida da proteina alvo recombinante e as fracdes nao soluvel e a soluvel apods a lise
celular. O Pico 1 corresponde ao pico de adsor¢do de amostra ¢ eluigdo do material ndo aderido a
coluna, o Pico 2 corresponde ao pico de lavagem da coluna antes da elui¢do e o Pico 3 corresponde a
aliquotas retiradas durante a elui¢do do pico de proteina recombinante com 100% do tampao de
eluicdo.

10 kDa

A purificacdo por afinidade nos permitiu a obtengdo de amostras vidveis para a etapa
de cristalizagdo de proteinas. O rendimento de proteina recombinante para um litro de indugao

foi de aproximadamente 300 ul de proteina com concentragdo de 18 mg/ml.
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4.2. CRISTALIZACAO

A amostra concentrada a 18 mg/ml, foi utilizada nos experimentos de cristalografia.
Inicialmente, foram obtidos cristais nativos, visando a confirmag¢ao da viabilidade da amostra
obtida (Figura 14). Para os experimentos de co-cristalizacdo da Impa e os peptideos NLSs,
foram feitas buscas pelas melhores condi¢des de cristalizagdo com base nas condigdes
descritas por Kobe (KOBE, 1999). Peptideos NLS foram adicionados as gotas nas propor¢des
de 8 moléculas de ligante para 1 molécula da Impa para os peptideos PMS2, MLH1 e XPG2 e
de 4 moléculas de ligante para 1 molécula da Impa para o peptideos XPG1. Essa propor¢ao
foi utilizada para este peptideo devido a alta concentragdo de precipitado e baixa formacdo de

cristais observada em experimentos anteriores.

Figura 14 - Cristal da Impa nativa obtido na condicdo: citrato de sddio 0,6 M/L, tampao citrato de
sodio pH6,0 ¢ DTT 10 mM/L.

Os complexos Impa e os peptideos PMS2, MLH1, XPG1 e XPG2 resultaram em
cristais convenientes para experimento de difracdo de raios-X. Os cristais de todos os
complexos foram obtidos em condic¢des similares as da Impa nativa, com varia¢des de: 0,55-
0,7 M/L de citrato de sodio, tampao citrato de s6dio 0,1 mM/L pH 5,8-6,2 ¢ 10 mM/L de DTT
(DL-Dithiothreitol) (Tabela 4). O tempo médio para crescimento dos cristais foi de ~15-30
dias. Na Figura 15 sdo mostrados cristais dos complexos Impa/peptideos NLSs: PMS2,

MLH1, XPGI1 e XPG2, respectivamente.



Tabela 4 - Condicoes de cristalizagdo dos cristais utilizados em experimentos de difra¢do de raios-X.

Impo/Peptideo Concentragiao - agente precipitante Tampao DTT
(Citrato de sodio) (Citrato de sodio)

MLH1 0,625 M/L H 6,0 10 mM/L

XPG2 0,700 M/L pH 6,0 10 mM/L

Figura 15 - A. Cristais do complexo PMS2 NLS:Impa; condicao citrato de soédio 0,6 M/L, tampao
citrato de sédio pH6,0 ¢ DTT 10 mM/L. B. Cristais do complexo MLH1 NLS:Impa; condigdo citrato
de sodio 0,625 M/L, tampao citrato de sodio pH 6,0 e DTT 10 mM/L. C. Cristais do complexo XPG1
NLS:Impa; condigdo citrato de sodio 0,6 M/L, tampao citrato de sédio pH 6,0 e DTT 10 mM/L. D.
Cristais do complexo XPG2 NLS:Impa; condigdo citrato de sodio 0,7 M/L, tampao citrato de sédio pH
6,0 e DTT 10 mM/L.

Os complexos Impa com os peptideos mutados MLH1 K471N, MLH1 R472N, PMS2
K577N e PMS2 R578N ndo resultaram em cristais. Variagdes na proporcdo de
Impa/peptideos NLS, concentragdo de agente precipitante, pH e temperatura resultaram na
formag¢dao de precipitados nos experimentos € nao houve progresso na alteracdo dos

parametros.
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4.3. COLETA E PROCESSAMENTO DE DADOS DE DIFRACAO DE RAIOS-X

Os cristais dos complexos com os peptideos PMS2, MLHI1, XPG1 ¢ XPG2:Impa
foram coletados com fluxo de nitrogénio gasoso a -173 °C e na presenga de crioprotetor (25%
de glicerol).

O processamento foi efetuado com o pacote de programas do "HKL2000"
(OTWINOWSK], et al., 1997). Os cristais obtidos eram isomorfos (grupo espacial P2,2,2,)
em relacdo aos outros complexos peptideos NLSs:Impa (FONTES, et al., 2003). Dados
obtidos dos complexos com os peptideos PMS2, MLH1, XPG1 ¢ XPG2 resultaram em
conjuntos de dados processados a 2,1; 2,17; 2,0 e 2,8 A de resolugio respectivamente (Tabela

5).

Tabela 5 - Estatisticas da coleta de dados de difragdo de raios-X. Os cristais dos complexos
Impa/PMS2NLS, Impo/MLHINLS e Impo/XPG2NLS foram coletados no Laboratdério Nacional de
Luz Sincrotron (LNLS - Campinas, SP) e o cristal do complexo Impa/XPGINLS foi coletado no
National Synchrotron Light Source (NSLS - Upton, NY).

Impo/PMS2NLS Impo/MLHINLS Impow/XPGINLS Impo/XPG2NLS

a=77,1 a=77,2 a= 78,6 a=78.5
Cela unitaria (&) b=89.5 b=89,1 b= 89,5 5=90,8

¢=97,0 c=99,1 =998 ¢=100,9
Grupo espacial P2,2,2,

: 40,0-2,1 40,0-2,1 40,0-2,0 40,0-2,8
Resolucio (4) (2,18-2,10)°" (2,25-2,17)" (2,07-2,00)" (2,88-2,80)"
Reflexoes tinicas 39970 36854 50196 33617
?;0‘;” completos 99,7 (98,9)* 99,5 (97,9)" 99,4 (99,1)" 99,3 (100)"
Ruerge” (%) 6,1 (46,8)" 7,4 (61,8)" 12,9 (64,1)* 13,8 (94,9)*
Vo (I) 18,6 (2,2)° 24,1 2,4)° 10,3 (2,1)" 6,9 (1,5)°
Redundéncia 2,9 (2,6)° 6,4 (5,4)" 43 (4,0)° 4.4 (4,3)"

# Numeros em parénteses correspondem aos dados de mais alta resolugao.
® Rmerge= Ehkl(Zi(|Thkl,i-<Thki>|))/Ehkl,i<Thkl> onde T hkl,i é a intensidadede cada medida individual da reflexdo com indices de Miller h, k
and e < Ihkl > ¢ a intensidade média daquela reflexdo. Calculado para 1> -3% (I) (OTWINOWSKI Z, et al., 1997).

4.4. ELUCIDACAO, MODELAGEM E REFINAMENTO DAS ESTRUTURAS

As estruturas foram resolvidas por Sintese de Fourier (MCREE,1993) devido ao
1somorfismo dos cristais obtidos nesta tese em relagdo aos complexos de Impa de M.
musculus obtidos anteriormente (FONTES, et al.,, 2000; TAKEDA, et al, 2011; DE
BARROS, et al., 2012). Inicialmente os complexos Impa-PMS2, MLH1, XPG1 e XPG2

foram submetidos a um refinamento de corpo rigido, utilizando-se a coordenada de uma das
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estruturas de Impa truncada em sua por¢do N-terminal co-cristalizada com o peptideo NLS
monopartido SV40CN (PDB ID: 1Q1S) (FONTES, ef al., 2003a). A seguir, foram efetuados
refinamentos de atomos e fatores de temperatura. Ao gerar mapas de densidade eletronica, os
modelos proteicos foram visualizados e confirmados no programa grafico "Coot” (EMSLEY,
et al., 2004), onde foi realizada a modelagem.

Apo6s o refinamento de corpo rigido, pode-se verificar claramente a presenca de
densidades eletronicas correspondentes aos peptideos. Para os complexos com os peptideos
NLSs MLHI1, XPG1 e XPG2 houve o reconhecimento de densidade eletronica correspondente
aos peptideos NLSs nos sitios principal (S;) e secundério (S;) de ligacdo da Impa, enquanto
para o peptideo NLS PMS2 houve o reconhecimento de uma densidade eletronica somente no
sitio de ligagdo principal (S;). Dessa maneira os peptideos foram adicionados aos modelos,
modelados e refinados levando se em consideracdo as densidades eletronicas. As
conformacgdes dos peptideos MLH1, PMS2, XPG1 e XPG2 NLSs puderam ser modeladas
sem ambiguidade.

Os modelos dos complexos dos peptideosNLS/Impa tiveram seus refinamentos com
fatores R iniciais de 24,8%, 24,7%, 23,0%, 21,6% ¢ R 26,7%, 28,2%, 24,4%, 25,5% para a
MLHI1, PMS2, XPGI1 e XPG2, respectivamente. Apds adicdo e modelagem dos peptideos nas
respectivas densidades eletronicas presente nos sitios de ligacdo da Impa, ciclos de
refinamento de posi¢do e fator de temperatura foram efetuados. Ao término do processo, a
qualidade estereoquimica dos modelos foram confirmadas pelos programas PROCHECK
(LASKOWSK], et al., 1993), SFCHECK (VAGUINE, et al., 1999) presentes no pacote de
programas do CCP4 (The CCP4 suite: programs for protein crystallography, 1994) e também
realizadas com o préoprio programa Phenix Validation (ADAMS, et al., 2002). As estatisticas

finais de refinamento encontram-se na Tabela 6.
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Tabela 6 - Estatisticas de refinamento dos complexos Impa com peptideos NLS.

Impo/PMS2NLS Impo/MLHINLS Impo/XPGINLS Impw/XPG2NLS

Resolucio (&) 40,0-2,10 40,0-2,17 40,0-2,00 40,0-2,80
(2,18-2,10)* (2,25-2,17)* (2,07-2,00)* (2,88-2,80)"

Numero de 39655 36598 49816 17937
reflexdes. F>(0
Dados completos a a a a
%) 99,7 (98.,9) 99,5 (97,9) 99,4 (99,1) 99,3 (100)
Reryst” (%) 17,9 17,4 16,2 18,7
Riree (%) 22,5 21,5 19,7 22,8
Numero de atomos (nfo hidrogénios):
Proteina 3179 3250 3113 3163
Peptideo 87 164 139 107
H,O0 328 289 185 0
Fator de
temperatura médio 404 48.5 52,4 77,0
(A%
Grafico de
Ramachandran®
Residuos nas
;:f(‘)‘;i:::‘s 98,8 99,1 97,4 95,3
(ndo permitidas) 0.2) ©0.2) ©0.2) (14)
(%)

# Numeros em parénteses correspondem aos dados de mais alta resolugao.

® Reryst = )hki(|[Fobshkl|-|Fcalchkl||)/|Fobshkl|, onde |[Fobshki| e |[Fcalchkl| sio as amplitudes dos fatores de estrutura observados e calculados.*
Rfree ¢ equivalente a0 Reryst, mas calculado com base em 5% do total de reflexdes obtidas.? Calculado com o programa PROCHECK
(LASKOWSKI, et al., 1993).

4.5. ESTRUTURA DA Impa NOS DIFERENTES COMPLEXOS NLSs

Em todos os modelos obtidos da Impa truncada (70-529), foi encontrada densidade
eletronica dos residuos 72 ao 496. Os modelos da Impa nos complexos sdo essencialmente
1dénticos em relagdo a estrutura nativa (Figuras 16) (KOBE, 1999). O desvio r.m.s. dos Ca
dos residuos 72-496 da Impa nativa (PDB ID 1IAL) comparado com das estruturas com os
ligantes sdo 0,33; 0,35, 0,24A e 0,30 A para os modelos contendo peptideos PMS2, MLHI,
XPG1 e XPG2, respectivamente. Quando comparado com a estrutura de Impa depositada com
maior resolu¢do (PDB ID 3UL1) (MARFOR], et al, 2012) o desvio r.m.s. dos Coa dos
residuos 72-496 sdo 0,31; 0,29, 0,19 e 0,39 A. Isso indica que a presenca dos peptideos NLS

ndo promovem alteracdes conformacionais significativas nas estruturas de Impa.
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Figura 16 - Representacdo da Impo obtida nos diferentes complexos, sobrepostos, em diagramas de
fitas. Em destaque, em cinza, os motivos Arm. Em azul, Impa obtida do complexo com o peptideo
PMS2, em rosa, Impa obtida do complexo com o peptideo MLH1, roxo Impa obtida do complexo
com o peptideo XPG1 e em laranja, Impa obtida do complexo com o peptideo XPG2.

4.7. ESTRUTURA DOS DIFERENTES PEPTIDEOS NLSs
4.7.1. Impa/PMS2NLS

Pela estrutura do complexo com o peptideo PMS2 (*’'LATPNTKRFKKEE®), foi
possivel constatar a presenca de densidade eletronica na regido do sitio de ligagao principal
(S1), em que residuos de 574-583 foram modelados com cadeia principal posicionada em
configuracdo antiparalela em relacdo a Impa, (Figuras 17 e 18). Nao foi encontrada uma
densidade eletronica no qual fosse possivel modelar atomos no sitio S; da Impa. A area de

superficie de contato entre a proteina e o peptideo é de 742,6 A* (KRISSINEL, et al., 2007).
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Figura 17 - Representagdo do complexo Impa/PMS2NLS, em diagrama de fitas (branco) e o peptideo
NLS da PMS2 em ball and sticks (azul). Em azul mapa de densidade eletronica 2|F g|-|Fcar|, gerado

com desvio padrdo de o=1,2.
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Figura 18 - Mapa de densidade eletronica 2[F,ps|-|Feaie/, gerado com desvio padrio de o=1,2,
correspondendo ao peptideo NLS da PMS2 ligado ao sitio principal (S;). A regido do peptideo que se
liga no S; da Impa, regido de P1-P5, estd indicado em azul.

O fator de temperatura ao longo da cadeia peptidica reflete as diferencas das interagdes
dos residuos do peptideo com a proteina (Tabela 7). A média do fator de temperatura do

peptideo NLS PMS2 no sitio de ligagdo principal da Impa (44,9 A%) ¢ maior que a média do
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fator de temperatura da Impo (36,9 A?), entretanto, a média do fator de temperatura dos
residuos 576-580 do peptideo, posicionados no sitio principal de ligacao da Impa (posicdes
P-Ps), ¢ de 30,7 A%, Os residuos K°77 ¢ K** (posices P e Ps) possuem os menores fatores de

temperatura (25,5 € 27,9 Az, respectivamente).

Tabela 7 - Tabela indicando o fator de temperatura dos residuos presentes na sequéncia do peptideo

NLS PMS?2.

Sequéncia Fator de temperatura

(A

7 68,2

p" 65,0

N°7 75,5

Sitio  P1 T 38,0

Principal | P2 K" 25,5

Sy P3 R’” 30,3

P4 7 31,6

P5 K% 27,9

K> 39,0

E>% 65,1

g 59,0

Fator de temperatura calculado com o programa CCP4 (BAILEY, 1994; WINN, et al., 2011).

Pela estrutura cristalina do complexo Impa/PMS2NLS foi possivel identificar que o
peptideo ligou-se no sitio principal de ligagdo da Impa com os residuos de lisina, arginina e
lisina nas posi¢oes P2, P3 e P5 (KRXK) respectivamente, de acordo com o consenso NLS
monopartido: KR/KXR/K (CHELSKY, et al., 1989) para esse sitio. Foram verificadas
interagdes do tipo hidrofobicas e ligacdes de hidrogénio entre a proteina e os peptideos, que
sdo ilustrados na forma de diagrama, na Figura 19 e nas Tabelas 16 e 17, tendo como
referéncia o diagrama gerado pelo programa Ligplot (WALLACE, et al., 1995). Todos os
residuos do peptideo PMS2 realizaram algum tipo de interacdo com os residuos da Impa. As
cadeias laterais basicas de P3 e P4 foram acomodadas nos sulcos formados pelos triptofanos
142, 184 e 231, as cargas positivas das cadeias laterais em P2, P3 e P5 realizam interacdes

hidrofobicas e contatos polares com os residuos conservados da Impa, nessa regido.
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Figura 19 - Diagrama das interacdes realizadas entre o residuos do peptideo NLS PMS2 com a Impa
no sitio principal de ligacdo (S;). O peptideo PMS2 esta indicado com a cadeia principal e as cadeias
laterais, mostradas perpendiculares, em azul claro. Tracejado indica contatos polares entre o peptideo e
a Impa e ligacdes hidrofobicas sdo indicadas com a coloragdo amarela. Figura construida com base no
Ligplot (WALLACE, ef al., 1995).

4.7.2. Impa/MLHINLS

Pela estrutura do complexo com o peptideo MLH1 (**SSNPRKRHRED""), foi
possivel constatar a presenga de densidade eletronica na regido do sitio de ligagdo principal,
em que residuos de 468-475 foram modelados com cadeia principal posicionada em
configuracdo antiparalela em rela¢do a Impa, (Figura 20 e 21). Foi encontrada uma densidade
eletronica significativa no sitio S; da Impa, em que residuos de 469-474 foram modelados
(Figura 22). A érea se superficie de contato entre a proteina e o peptideo no sitio S; foi de

814,1 A% e no sitio S, foi 645,1 A* (KRISSINEL, et al., 2007).
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Figura 20 - Representacdo do complexo Impoa/MLHINLS, em diagrama de fitas (branco) e o peptideo
NLS da MLH1 em ball and sticks (rosa). Em azul o mapa de densidade eletronica 2|F yg|-|Fcar|, gerado
com desvio padrdo de o= 1,2.

Para o sitio principal de ligacdo S;, a média do fator de temperatura do peptideo NLS
MLHI1 (43,3 A?%) ¢ aproximadamente igual a média do fator de temperatura da Impa (43,9
A?), entretanto, a média do fator de temperatura dos residuos 470-474 do peptideo,
posicionados nas posi¢des P1-P5 do sitio S; da Impa é 35,4 A% Os residuos R471 e K472
(posicdes P2 e P3) possuem os menores fatores de temperatura (29,7 ¢ 30,5 A2

respectivamente) (Tabela 8).
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Figura 21 - Mapa de densidade eletronica 2|Fq|-|Fca|, gerado com desvio padrio de o=1,2. A.
Peptideo NLS da MLHI1 ligado ao sitio principal (S,). A regido do peptideo que se liga no S; da Impa,
regido de P1-P5, esta indicado em rosa.
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Tabela 8 - Tabela indicando o fator de temperatura dos residuos presentes na sequéncia do peptideo
NLS MLHI1. Em preto sdo mostrados os valores referentes ao sitio S, ¢ em azul valores referentes ao

sitio S;.

Sequéncia Fator de temperatura

g7 2%27)

N4 74:9

p® 73,2

RY 58,0

Sitio PI’ K 42.6

Secundario P2’ RY? 42,6
(S P3’ H*" 63,8

P4’ RY* 50,4

E*” 69,8

S 53,7

N#68 57,7

p*® 36,2

Sitio Pl RY° 47,9

Principal P2 K 29.7
() P3 R*" 30,5

P4 H*" 34,8

P5 RY* 34,0

E*? 58,6

D* 71,5

Fator de temperatura calculado com o programa CCP4 (BAILEY, 1994; WINN, et al., 2011).

Para o sitio secundério (S,), a média do fator de temperatura do peptideo NLS MLH1

(59,2 A%) é maior que a média do fator de temperatura da Impo. (43,3 A%). A média do fator de

temperatura dos residuos 471-474 do peptideo posicionados no sitio S, da Impa (49,9 A?,

posi¢des P1'-P4"), ¢ também maior que a média da proteina. Os residuos K471 e R472

(posicdes P1' ¢ P2') apresentam os menores fatores de temperatura (42,6 e 42,6 A%

respectivamente).
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Figura 22 - Mapa de densidade eletronica 2|Fy|-|Fcacl, gerado com desvio padrio de o=1,2. A.
Peptideo NLS da MLH1 ligado ao sitio secundario (S,). A regido do peptideo que se liga no S, da
Impoa, regido de P1'-P4", esta indicado em rosa.

Pela estrutura cristalina do complexo Impa/MLHINLS foi possivel identificar a
ligacdao do peptideo no sitio principal de ligagcdo da Impa com os residuos de lisina, arginina e
arginina nas posicdes P2, P3 e P5 (KRXR) respectivamente, de acordo com o consenso NLS
monopartido KR/KXR/K para esse sitio. No sitio secundario de ligacdo da Impa, o peptideo
se ligou com os residuos de lisina e arginina nas posi¢des P1' e P2' (KR) respectivamente,
também de acordo com o consenso NLS K/RK/R de ligacao para esse sitio. As interagdes do
tipo hidrofobicas e ligagdes de hidrogénio entre a proteina e os peptideos foram verificadas e
sdo ilustradas na forma de diagrama, na Figura 23 e nas Tabelas 16 e 17, tendo como
referéncia o diagrama gerado pelo programa Ligplot (WALLACE, ef al., 1995). Similarmente
ao peptideos PMS2, todos os residuos que foram modelados na densidade eletronica para o
peptideo MLH1 realizaram algum tipo de interacdo com os residuos da Impa. Para o sitio
principal, as cadeias laterais basicas de P3 e P5 foram acomodadas nos sulcos formados pelos
triptofanos conservados 142, 184 e 231, as cargas positivas das cadeias laterais longas em P1,
P2, P3, P4 e PS5 realizam interacdes hidrofobicas e contatos polares com os residuos
conservados da Impa nesta regido. Para o sitio secundario, a cadeia lateral basica de arginina
(R) em P2' foi acomodada no sulco formado pelos triptofanos conservados 357 e 399, as

cargas positivas das cadeias laterias longas em PO, P1', P2' e P4' realizam interagdes
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hidrofébicas e contatos polares com cadeias laterais polares dos residuos conservados da

Impa, nesta regiao.

Sitio Secundario (S2) Sitio Principal (S1)
R106
> V321 T32 D192 Eif4
\ A148 /\
08 D325 E i E107
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P1° P2' P3" P4 c 5 P1 P2 P3 P4 P5
NS N P R K R H R T s N P R K R H R, E D G
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Figura 23 - Diagrama das interagdes realizadas entre os residuos do peptideos NLS MLH1 com a

Impa nos dois sitios de ligacdo, sitio principal de ligagdo (S;) e sitio secundario de ligagdo (S,). O
peptideo MLHI1 esta indicado com a cadeia principal e as cadeias laterais, mostradas perpendiculares,
em rosa claro. Tracejado indica contatos polares entre o peptideo ¢ a Impa e ligagdes hidrofobicas sdo
indicadas com a coloragdo amarela. Figura construida com base no Ligplot (WALLACE, et al., 1995).

4.7.3. Impa/XPGINLS

No complexo com o peptideo XPG1 ('*KTQKRGITNTLEESSSLKRKRLSD'"’%)
foi constatado a presenca de densidade eletronica na regido do sitio de ligagao principal (S)),
em que residuos de 1070-1075 foram modelados com cadeia principal posicionada em
configuragdo antiparalela em relacdo a Impa (Figura 24 e 25). Foi encontrada também uma
densidade eletronica significativa no sitio secundario (S;) da Impa, em que residuos de 1071-
1074 foram modelados (Figura 26). A area de superficie de contato entre a proteina e o
peptideo no sitio (S;) de ligagdo é de 775,0 A% e no sitio (S,) de ligacdo é de 570,3 A’
(KRISSINEL, et al., 2007).
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Figura 24 - Representagdo do complexo Impo/XPGINLS, em diagrama de fitas (branco) e o peptideo
NLS da XPG1 em ball and sticks (roxo). Em azul o mapa de densidade eletronica 2|F ypg|-|Fcar|, gerado
com desvio padrdo de o= 1,2.

Uma avaliagdo preliminar das intera¢des dos residuos dos peptideos com a Impa foi
efetuada a partir da analise do fator de temperatura e encontra-se na Tabela 9. Para o sitio S,
a média do fator de temperatura do peptideo NLS XPG1 em relagdo a Impa (52,4 A?) é um
pouco maior que a média do fator de temperatura da Impa (53,8 A?), entretanto, a média do
fator de temperatura dos residuos 1070-1074 do peptideo, posicionados no sitio S; de ligacao
da Impa (posicdes P1-P5) é 49,6 A% Os residuos K1071 e R1074 (posi¢des P2 ¢ P5) possuem

os menores fatores de temperatura (41,6 e 46,5 A?, respectivamente).

Tabela 9 - Tabela indicando o fator de temperatura dos residuos presentes na sequéncia do peptideo
NLS XPG1. Valores em preto referem-se ao sitio secundario de ligagdo S, e em azul referem-se ao
sitio principal de ligacdo S;.

Sequéncia Fator de temperatura

2

SIO69 2(;;&’1)

1070 67,3

Sitio PI’ K" 54,5
Secundario P2’ R'7? 58,5
(S P3’ K'" 57,3
P4’ R'™ 62,3

qToe 70,1

Sitio Pl L 59,9
Principal | P2 K'! 41,6
Sy) P3 R 47,1
P4 K' 52,8

P5 R0 46,5

L7 58,5

Fator de temperatura calculado com o programa CCP4 (BAILEY, 1994; WINN, et al., 2011).



61

o ‘\/‘\(
; e e o ¢
ey, TN iV, A
g < ""Q,"'v\:;',:‘ N .
NS S
IR

R 1072 R 1074
(P3) (P5)
Figura 25 - Mapa de densidade eletronica 2|Fps|-|Fcaie|, gerado com desvio padrdo de o=1,2. Peptideo
NLS da XPG1 ligado ao sitio principal (S;). A regido do peptideo que se liga no S; da Impa, regido de
P1-P5, esta indicado em roxo.

Para o sitio S,, a média do fator de temperatura do peptideo NLS XPG1 em relagdo a
Impa (52,4 A%) é maior que a média do fator de temperatura da Impa (61,8 A%), e também a
média do fator de temperatura dos residuos 1071-1074, posicionados no sitio S, de ligagdo da

Impa (posi¢des P1'-P4'), ¢ maior, com 58,2 A2
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(P2')
Figura 26 - Mapa de densidade eletronica 2|F ps|-|Fcar|, gerado com desvio padrao de 6=1,2. Peptideo
NLS da XPGI ligado ao sitio secundario (S,). A regido do peptideo que se liga no S, da Impa, regido
de P1'-P4', estd indicado em roxo.

Pela estrutura cristalina do complexo Impo/XPGINLS foi possivel identificar a
ligacao do peptideo no sitio principal de ligacdo da Impa com os residuos de lisina, arginina e
arginina nas posi¢oes P2, P3 e P5 (KRXR) respectivamente, de acordo com o consenso NLS
monopartido KR/KXR/K para esse sitio. No sitio secundario de ligacdo da Impa, o peptideo
se ligou com os residuos de lisina e arginina nas posicdes P1' e P2' (KR) respectivamente,
também de acordo com o consenso NLS K/RK/R de ligagdo. As interagdes do tipo
hidrofobicas e ligagdes de hidrogénio entre a proteina e os peptideos foram verificadas e sdo
ilustradas na forma de diagrama, na Figura 27 e nas Tabelas 16 e 17, tendo como referéncia
o diagrama gerado pelo programa Ligplot (WALLACE, et al., 1995). Igualmente as estruturas
anteriores, todos os residuos do peptideo XPG1 modelados nas densidades eletronicas
localizadas nos sitios de reconhecimento de NLS, realizaram algum tipo de interagdo com os
residuos da Impo. Para o sitio principal, as cadeias laterais basicas de P3 e PS5 foram
acomodadas nos sulcos formados pelos triptofanos conservados 142, 184 e 231, as cargas
positivas das cadeias laterais longas em P2, P3, P4 e P5 realizam interacdes hidrofobicas e
contatos polares com os residuos conservados da Impa, nesta regido. Para o sitio secundario, a

cadeia lateral basica de arginina (R) em P2' foi acomodada no sulco formado pelos triptofanos
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conservados 357 e 399, as cargas positivas das cadeias laterais longas em P1', P2', P3' ¢ P4
realizam interagdes hidrofobicas e contatos polares com cadeias laterais polares dos residuos

conservados da Impa, nesta regido.

Sitio Secundario (S2) Sitio Principal (S1)

A364
N403 Y
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W399 w357 i w231 N228 W184 W142
G YR315 '
E354

Figura 27 - Diagrama das interagdes realizadas entre os residuos do peptideos NLS XPG1 com a Impa
nos dois sitios de ligacdo, sitio principal de ligagdo (S)) e sitio secundario de ligagdo (S,). O peptideo
XPG1 esta indicado com a cadeia principal e as cadeias laterais, mostradas perpendiculares, em roxo.
Tracejado indica contatos polares entre o peptideo ¢ a Impa. e ligagdes hidrofobicas sdo indicadas com
a coloragdo amarela. Figura construida com base no Ligplot (WALLACE, ef al., 1995).

4.7.4. Impa/XPG2NLS

Na estrutura com o peptideo XPG2 ('“VFGKKRRKLRRARGRKRKT''™) foi
constatado a presenca de duas densidades eletronicas distintas, uma na regido do sitio de
ligacao principal (S;) e outra no sitio secundario (S;) (Figura 28). Com base na densidade
eletronica obtida, na regido do sitio principal da proteina, a modelagem do peptideo mostra os
residuos de 1168-1176 (GKKRRKLRR), ligados a proteina em configuracdo antiparalela em
relagdo a Impa (Figura 29). No sitio secundario (S;) da Impa, os residuos de 1162-1166
foram modelados com cadeia principal posicionada em configuragdo antiparalela em relagdo a
Impa (Figura 30). A area se superficie de contato entre a proteina e o peptideo no sitio (S;)

de ligagdo ¢ de 666,7 A? e no sitio (S,) de ligagdo é de 530,4 A* (KRISSINEL, et al., 2007).
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Figura 28 - Representagdo do complexo Impo/XPG2NLS, em diagrama de fitas (branco) e o peptideo
NLS da XPG2 em ball and sticks (laranja). Em azul o mapa de densidade eletronica 2|F gg)-|Fcaic|s
gerado com desvio padrdo de o= 1,2.

(P3)
Figura 29 - Mapa de densidade eletronica 2|F pg|-|Fcar|, gerado com desvio padrao de =1,2. Peptideo
NLS da XPQG2 ligado ao sitio principal (S,). A regido do peptideo que se liga no S, da Impa, regido de
P1-P5, esta indicado em laranja.

Uma avaliagdo das intera¢des dos residuos dos peptideos com a Impa foi efetuada a
partir da andlise do fator de temperatura e encontra-se na Tabela 10. Para o sitio S;, a média
do fator de temperatura do peptideo XPG2 NLS (84,0 A?) é um pouco maior do que a média
dos fatores de temperatura da Impa (74,4 A?), entretanto, a média do fator de temperatura dos
residuos 1169-1173 do peptideo, posicionados no sitio S; de ligagdo da Impa (posicdes P1-
P5), ¢ de 69,9 A% Os residuos K1174 e K1171 (posi¢des P2 e P5) possuem os menores

fatores de temperatura (64,9 e 67,8 A?, respectivamente).
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Tabela 10 - Tabela indicando o fator de temperatura dos residuos presentes na sequéncia do peptideo
NLS XPG2. Em preto sdo mostrados os valores referente ao sitio secundario de ligacdo S, e em azul
os valores referentes ao sitio principal de ligacao S;.

Sequéncia Fator de temperatura

AZ

oY

Sitio PI’ K 71,1
Secundario @ P2’ R84 76,4
(S,) P3’ K1 79,2
P4’ 86 94.4

Sitio P1 K1 77,0
Principal P2 K'7 64,9
(S)) P3 R 68,4
P4 R'" 71,7

P5 K7 67,8

R1175 899

RII76 95:7

Fator de temperatura calculado com o programa CCP4 (BAILEY, 1994; WINN, et al., 2011).

Para o sitio S,, a média do fator de temperatura do peptideo XPG2NLS (80,3 A%) em
relagdo a média do fator de temperatura da Impa (77,3 A?) é maior, também a média do fator

de temperatura dos residuos 1183-1186, posicionados no sitio S, de ligagcdo da Impa (posigdes

P1'-P4"), é maior, com 80,3 A”.

= 4,1"!7\ '_.' : 5 \
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Figura 30 - Mapa de densidade eletronica 2|Fps|-|Fcar|, gerado com desvio padrao de =1,2. Peptideo
NLS da XPG2 ligado ao sitio secundario (S,). A regido do peptideo que se liga no S, da Impa, regido
de P1'-P4', esta indicado em laranja.

Pela estrutura cristalina do complexo Impoa/XPG2NLS foi possivel identificar a

ligagdo do peptideo no sitio principal de ligacdo da Impa com configuragdo antiparalela em
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relacdo a Impa, com os residuos de lisina, arginina e lisina nas posi¢des P2, P3 e P5 (KRXK)
respectivamente, de acordo com o consenso NLS monopartido KR/KXR/K para esse sitio. No
sitio secundario de ligagao da Impa, o peptideo se ligou com os residuos de lisina e arginina
nas posi¢des P1' e P2' (KR) respectivamente, também de acordo com o consenso NLS
K/RK/R de ligagdo. As interagdes hidrofobicas e ligagdes de hidrogénio entre a proteina e os
peptideos foram verificadas e sdo ilustradas na forma de diagrama na Figura 31 e nas
Tabelas 16 e 17, tendo como referéncia o diagrama gerado pelo programa Ligplot
(WALLACE, et al., 1995). Assim como em estruturas anteriores, todos os residuos do
peptideo XPG2 modelados nas densidades eletronicas realizaram algum tipo de interagdo com
os residuos da Impa. Para o sitio principal, as cadeias laterais basicas de P3 ¢ P5 foram
acomodadas nos sulcos formados pelos triptofanos conservados 142, 184 e 231, as cargas
positivas das cadeias laterais longas em P2, P3, P4 ¢ P5 realizam interagdes hidrofobicas e
contatos polares com os residuos conservados da Impa, nesta regido. Para o sitio secundario, a
cadeia lateral bésica de arginina (R) em P2' foi acomodada no sulco formado pelos triptofanos
conservados 357 e 399, as cargas positivas das cadeias laterias longas em P0', P1', P2' ¢ P3'
realizam interagdes hidrofobicas e contatos polares com cadeias laterais polares dos residuos

conservados da Impa, nesta regido.

Sitio Secundario (S2) Sitio Principal (S1)
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P1' P2 P3' P4 ‘P14 P2 P3 P4 P5

N- -C N- -C

W399 Y W357 w231 N228 W184 W142
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Figura 31 - Diagrama das interacdes realizadas entre os residuos do peptideos NLS XPG2 com a
Impa nos dois sitios de ligacdo, sitio principal de ligagdo (S;) e sitio secundario de ligagdo (S,). O
peptideo XPG2 esta indicado com a cadeia principal e as cadeias laterais, mostradas perpendiculares,
em laranja claro. Tracejado indica contatos polares entre o peptideo e a Impa e ligagdes hidrofobicas
sdo indicadas com a coloragdo amarela. Figura construida com base no Ligplot (WALLACE, et al.,
1995).

/-\364
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4.8. COMPARACAO DOS PEPTIDEOS

A NLS da proteina SV40 foi a primeira a ser elucidada e desde entdo ¢
utilizada como referéncia para os estudos envolvendo NLSs e a Impa (FONTES, et al., 2000;
FONTES, et al., 2003a) e as NLSs das proteinas Ku70 e Ku80, sdo NLSs elucidadas de
proteinas que também atuam no reparo de DNA (TAKEDA, et al., 2011), dessa maneira,
selecionadas para esta andlise comparativa. Quando comparamos os valores de desvio r.m.s.
obtidos da sobreposi¢cao dos atomos de C, equivalentes, referentes as regides do sitio principal
S; (P1-P5) e secundario S, (P1'-P4") dos peptideos monopartidos resolvidos nesse trabalho,
sobrepostos com as estruturas de peptideos classicos monopartidos das proteinas SV40, Ku70
e Ku80 elucidados previamente (Tabela 11), os resultados indicam pequenos valores de
desvio r.m.s. para os peptideos, tanto para o sitio principal como para o secundario.

Tabela 11 - Comparagdo apos superposicao dos atomos Ca dos peptideos PMS2, MLH1, XPGl1 e
XPG2 com outros peptideos monopartidos elucidados anteriormente.
Desvio r.m.s. (A)
"SV40 'Ku70  'Ku80
S S S S S S

PMS2 - 023 - 036 - 022

, MLHI . 038 0,18 - 029 - 021
Peptideos XPG1 Monopartido 012 011 - 024 - 014
XPG2 0,53 0,09 - 0,10 - 0,11

*SV40T, codigo PDB 1Q1T; "Ku70, codigo PDB 3RZX; "Ku80, codigo PDB 3RZ9.
Esse resultado indica que a posicao da cadeia principal desses peptideos dentro dos
sitios de ligacdo sdo semelhantes e confirmam a similaridade de ligacdo que ocorre entre os

peptideos cNLSs e o sitio de interagdo principal (S;) e secundario (S;) da Impa (Figura 32).

Sitio secundario (S2)

Sitio principal (S1)

Figura 32 - Comparacdo dos peptideos NLSs. A. Sobreposicdo do NLS SV40 (codigo PDB 1QI1T),
elucidado préviamente, com os elucidados neste trabalho MLH1, XPG1 ¢ XPG2, no sitio secundario
(S,). B. Sobreposi¢ao dos NLSs SV40, Ku70 (cédigo PDB 3RZX) e Ku80 Ku80 (c6édigo PDB 3RZ9),
elucidados préviamente, com os elucidados neste trabalho PMS2, MLH1, XPG1 e XPG2, no sitio
principal (S;). Os peptideos estdo destacados nas cores verde (SV40), laranja (Ku70), amarelo (Ku80),
azul (PMS2), rosa (MLH1), roxo (XPG1) e laranja claro (XPG2) e foram sobrepostos usando a
sobreposicdo dos atomos de Ca dos peptideos da regido de P1-P5 e de P1'-P4'. Posi¢des de ligagdo no
sitio principal (P2-P5) e secundarios (P1°-P2’) sdo indicados ao longo da cadeia.



68

4.9. EXPERIMENTOS DE AFINIDADE: CALORIMETRIA DE TITULACAO
ISOTERMICA (ITC)

4.8.1. SV40NLS

Os ensaios de afinidade entre a proteina Impa e o peptideo SV40ONLS, foram
realizados em triplicata, com uma razao molar de 1:8 entre proteina (30 uM) e o peptideo
(240 uM). A interagdo entre a Impo e o peptideo SV4ONLS, conforme demonstrado
cristalograficamente por Fontes e colaboradores (FONTES, et al., 2000), ocorreu em ambos
sitos, principal (S;) e secundario (S,). Por isso, os dados dos experimentos de calorimetria de
titulagdo isotérmica foram ajustados para a estequiometria 1:2 (Impa/SV40ONLS). Os

termogramas obtidos e os dados ajustados estdo apresentados respectivamente na Tabela 12 ¢

na Figura 33.

Tabela 12 - Dados termodinadmicos obtidos por calorimetria de titulagdo isotérmica (ITC) da titulagdo

de SV40NLS (240 uM) em Impa (30 uM) a 20 °C. As constantes foram determinadas considerando-se
os dois sitios de interagdo.

Sitio Principal (S;)  Sitio secundario (S,)

Kq 0,73+ 0,13 uM 11,98 +221 uM
AH -3,98 + 0,08 kcal/mol  -4,80 = 0,42 kcal/mol
AS 14,5cal/mol/deg 6,16 cal/mol/deg
Time (min)
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Figura 33 - Termograma de titulacdo isotérmica do complexo Impo/SV40NLS. O painel superior
apresenta o termograma referente a titulacdo da Impa (30 uM) com o peptideo SV40NLS (240 uM) a
20°C. O painel inferior apresenta a isoterma de ligagdo, representada pela integracdo dos calores
obtidos normalizados pela molaridade de SV40NLS (quadrados pretos) e a isoterma de ajuste dos
dados (linha continua). A figura foi gerada com o programa Origin (MicroCal).
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Os resultados obtidos indicam uma alta afinidade do peptideo SV40NLS pelo sitio
principal da Impa (0,73 + 0,13 uM), enquanto a afinidade pelo segundo sitio foi moderada
(11,98 £ 2,21 uM). O processo de formag¢ao do complexo Impa/SV40NLS ¢ favoravel
entalpicamente e entropicamente, pois foram observadas variagdes de entalpias (AH)
negativas em ambos os sitios (-3,98 + 0,08 e -4,80 + 0,42 kcal/mol, S| e S, respectivamente),
indicativo de reagdo exotérmica (liberagao de calor) quando da formagdao do complexo, como
também houve variacdo de entropia (AS) positiva (14,5 e 6,16 cal/mol/deg, S; e S,
respectivamente). Esse comportamento ¢ caracteristico de formacdo de complexos por
ligagdes de hidrogénio, van der Walls e/ou interagdes eletrostaticas (AH<0), bem como por

interagdes hidrofobicas (AS>0).

4.8.2. PMS2NLS

Os experimentos de calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC) entre a Impa e o
PMS2NLS foram realizados em triplicata, com uma razdo molar de 1:8 (Impa
(30uM):PMS2NLS (240uM)). O perfil calorimétrico das titulagdes mostrou que a formagao
do complexo Impa:PMS2NLS é um processo favoravel entalpicamente (entalpia negativa,
processo exotérmico), caracterizado por uma estequiometria de 1:1 (Figura 34).

A Impa apresenta dois sitios de ligagdo (principal e secundario), porém neste caso, o
peptideo PMS2NLS, de acordo com a estrutura cristalografica obtida, ligou-se a somente um
sitio de interagdo, o principal (S;). Sendo assim, os dados foram processados considerando um
modelo de interagdo que indica um sitio de ocupacdo (1:1). O ajuste dos dados a isoterma
gerou as constantes cinéticas e termodindmicas descritas na Tabela 13, indicando afinidade
moderada-alta (1,95 + 0,20 uM) e variagdes de entalpia negativa (AH=-5,33 + 0,15 kcal/mol)
e entropia positiva (AS= 7,94 cal/mol/deg), indicativo de ocorréncia de reagdes de ligacdo de

hidrogénio e interagdes hidrofobicas, tal como na SV40.

Tabela 13 - Dados termodinamicos obtidos por calorimetria de titulagdo isotérmica da titulacdo de
PMS2NLS (240 uM) em Impa (30 uM) a 20°C.

Constantes termodinimicas Analise 1"
Ky 1,95+ 0,20 uM
AH -5,33 £ 0,15 kcal/mol

AS 7,94 cal/mol/deg
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Figura 34 - Termograma de titulacdo isotérmica do complexo Impoa/PMS2NLS. O painel superior
apresenta o termograma referente a titulagdo da proteina Impa (30 pM) com o peptideo PMS2NLS
(240 pM) a 20°C. O painel inferior apresenta a isoterma de ligacdo, representada pelos dados
integrados (quadrados pretos) e a isoterma de ajuste dos dados (linha continua). Imagem gerada com o
programa Origin (MicroCal).

4.8.3. Mutantes PMS2 K577N e PMS2 R578N NLSs

Foram realizados com os peptideos mutantes PMS2 K577N e PMS2 R578N ensaios
de afinidade entre a proteina Impa, nas razdes molar de 1:8, 1:15, 1:25, 1:50 (Impa:PMS2
K577N) e 1:8, 1:15 (Impa:PMS2 R578N). Com base nos termogramas obtidos, ndo foi
verificada interacdo entre a proteina e os peptideos, sendo que os calores observados nos

termogramas sao relativos ao calor de dilui¢ao dos peptideos (Figura 35).
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Figura 35 - Termogramas de calorimetria de titulacdo isotérmica da titulagdo da Impa com os
peptideos PMS2 K577N NLS e PMS2 R578N NLS, realizados a 20°C. Os painéis superiores
representam os termogramas relativos as titulagdes da Impo com os peptideos mencionados, enquanto
os painéis inferiores representam as isotermas de ligacdo (calor absorvido em cada injegdo
normalizado pela razdo molar das espécies envolvidas). A. Termograma referente a titulacdo da
proteina Impa (30 pM) com o peptideo PMS2 K577N NLS (1500 uM). B. Termograma referente a
titulagdo da proteina Impa (30 uM) com o peptideo PMS2 R578N NLS (450 uM). Imagem gerada
com o programa Origin (MicroCal).

4.8.4. MLH1

Os ensaios de afinidade entre a proteina Impa e o peptideo MLHINLS foram
realizados em uma razdo molar de 1:15 entre proteina (30 uM) e o peptideo (450 uM). Os
dados cristalograficos mostraram que a MLHINLS apresenta caracteristicas de uma NLS
monopartida que se liga em ambos sitios, principal (S;) e secundario (S;). Entretanto, apesar
de os dados de calorimetria isotérmica apresentarem um termograma caracteristico de um
sistema com 2 sitios com diferentes afinidades e entalpias de ligagao (FREYER, et al., 2008),
nao foi possivel fazer, até o presente, o ajuste dos dados adequadamente com a metodologia
dos polindmios de ligagdo, tampouco com os programas disponiveis (Origin, Sedphat e
Chasm) (HOUTMAN, et al., 2007; LE, et al., 2013).

Por isso, foi feito apenas um ajuste preliminar que considera apenas um sitio de
ligacdo, sendo as constantes cinéticas e termodinadmicas descritas abaixo (Tabela 14 e Figura

36).
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Tabela 14 - Dados termodinamicos obtidos por calorimetria de titulagdo isotérmica da titulacdo de
MLHINLS (30 uM) em Impa (300 pM) a 20°C, considerando apenas 1 sitio de ligacdo.
Constantes termodinamicas  Sitio Principal (S;)

n 1,42 £0.12
Kq 5.10+2.23 uyM
AH -6,76 £ 0.81 kcal/mol
AS 1.16 cal/mol/deg
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Figura 36 - Termograma de titulagdo isotérmica do complexo Impo/MLHINLS. O painel superior ¢
referente a titulagdo da proteina Impa (30 uM) com o peptideco MLHINLS (450 uM) a 20 °C,
enquanto o painel inferior mostra a isoterma de ligagdo (quadrados pretos) e o ajuste preliminar dos
dados (linha continua). Imagem gerada com o programa Origin (MicroCal).

Nota-se pela curva calculada, com base nas constantes termodindmicas (Figura 36),
que o ajuste apresentou maiores desvios nas isotermas em relagdo aos demais experimentos,
uma vez que ndo foi utilizado o modelo matematico que melhor descreve a formacdo do
complexo Impo/MLHINLS, segundo os dados estruturais. Entretanto, por estes dados
preliminares, nota-se pela analise global que a interacdo ¢ entalpica e entropicamente
favoravel (entalpia negativa e entropia positiva) e que o sistema possui afinidade de moderada
a alta. Estes dados sugerem a interagdo entre as moléculas tanto por ligagdes de hidrogénio

quanto por interagdes hidrofobicas, como ja demonstrado nos dados cristalogréaficos.
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4.8.5. Mutantes MLH1 K471N e MLH1 R472N NLSs

Para os peptideos mutantes MLH1 K471N e MLH1 R472N, os ensaios de afinidade
entre a proteina Impa e os peptideos, ambos foram realizados com uma razao molar de 1:20
entre a proteina e o peptideo, respectivamente. Porém, com base nos termogramas obtidos
(Figura 37), ndo foi possivel visualizar interagdo entre a proteina e os peptideos. Com isso
sugerimos que a afinidade inexiste ou estd abaixo dos limites considerados aceitos para
sistemas com baixa afinidade, sendo os calores observados atribuidos apenas ao calor de

diluicao dos peptideos.
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Figura 37 - Termogramas de calorimetria de titulacdo isotérmica da titulagdo da Impa com os
peptideos MLH1 K47IN NLS e MLHI1 R472N NLS, realizados a 20°C. Os painéis superiores
representam os termogramas relativos as titulagdes da Impo com os peptideos mencionados, enquanto
os painéis inferiores representam as isotermas de ligacdo (calor absorvido em cada injegdo
normalizado pela razdo molar das espécies envolvidas). A. Termograma referente a titulacdo da
proteina Impa (30 M) com o peptideo MLH1 K471N NLS (600 puM). B. Termograma referente a
titulagdo da proteina Impa (30 uM) com o peptideo MLH1 R472N NLS (600 uM). Imagem gerada
com o programa Origin (MicroCal).

4.8.6. XPGl

Os ensaios de calorimetria entre a proteina Impa e o peptideo XPGINLS foram
realizados com uma razdo molar de 1:10 (proteina:peptideo). As titulagdes foram realizadas

em triplicatas e seu termograma esta representado na Figura 38.
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O peptideo XPGINLS apresenta caracteristicas de uma NLS monopartida, e pela
estrutura cristalografica ligou-se em ambos sitios de interacao da Impa, sitios principal (S;) e
secundario (S,). Por isso, os dados foram analisados considerando-se a estequiometria de 2
ligantes para cada Impa, sendo obtidas as contantes termodindmicas e cinéticas descritas na

Tabela 15.

Tabela 15 - Dados termodinamicos obtidos por calorimetria de titulacdo isotérmica da titulagdo de
XPGINLS (30 uM) em Impa (300 uM) a 20°C.
Constantes termodinamicas  Sitio Principal (S;)  Sitio secundario (S;)

n 0,62 0,62
Kaq 0,46 = 0,05 uM 3,36 £ 0,5 uM
AH -3.15+0.12 kcal/mol 3.79 £ 0.15 kcal/mol
AS 18,25 cal/mol/deg 37,97 cal/mol/deg
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Figura 38 - Termograma de titulag@o isotérmica do complexo Impa:XPGINLS. O painel superior
apresenta o termograma referente a titulagdo da proteina Impa (30 uM) com o peptideo XPGINLS
(300 uM) a 20°C. O painel inferior apresenta a isoterma de ligagdo representada pelos calores de
reacdo integrados e normalizados pela molaridade de XPG1 (quadrados pretos) e a isoterma de ajuste
dos dados (linha continua). Imagem gerada pelo programa Origin (MicroCal).

A analise dos dados deste peptideo foi realizada diferentemente das demais
apresentadas, pois as concentragdes ndo puderam ser ajustadas para que as estequiometrias de
cada sitio fosse de 1:1. Com isso, elas apresentaram valores de 0,62 e foram fixadas nestes

valores quando da minimizagao dos erros dos demais pardmetros. Tal comportamento decorre

da imprecisdao das concentragdes das moléculas titulada ou titulante ou mesmo quando parte
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de proteina, em nosso caso a Impa estd degradada ou inativa. Mesmo assim, foi possivel
determinar as constantes de dissociacao (K4) que mostraram alta afinidade da XPG1 pelo sitio
principal e afinidade moraderada pelo sitio secundario. A ligagdo da XPG1 no sitio principal ¢
favorecida entalpica e entropicamente (AH<0, AS>0), enquanto no sitio secundario a reagdo ¢
entalpicamente desfavoravel (AH>0) e entropicamente favoravel (AS>0). Estes valores nos
sugerem que a ligagdo da XPG1 no sitio principal ¢ favorecida tanto por ligagdes de
hidrogénio, van der Walls e interacdes eletrostaticas quanto por interacdes hidrofobicas,
enquanto no sitio secundario as ligagcdes que desempenham papel fundamental sdo as

interagdes hidrofdbicas.

4.8.7. XPG2

Os ensaios de afinidade entre a proteina Impa e o peptideo XPG2NLS, foram
realizados em uma razao molar de 1:15 entre proteina (30 uM) e o peptideo (450 uM). De
acordo com a estrutura cristalografica, este peptideo apresenta caracteristicas de um peptideo
monopartido com ligacdo em ambos sitios, principal (S1) e secundario (S2). Entretanto, nos
experimentos de calorimetria de titulagdo isotérmica, os termogramas ndo apresentam
caracteristicas de sistema com afinidade moderada (Figura 39). Sendo necessaria, por isso, a

realizacdo de novos experimentos com este peptideo.
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Figura 39 - Termograma de titulacdo isotérmica do complexo Impa:XPG2NLS. O painel superior
apresenta o termograma referente a titulagdo da proteina Impa (30 uM) com o peptideo XPG2NLS
(450 pM) a 20°C. O painel inferior apresenta a isoterma de ligagdo representada pelos calores de
reacdo integrados e normalizados pela molaridade de XPG2 (quadrados pretos). Imagem gerada pelo
programa Origin (MicroCal).
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5. DISCUSSAO

5.1. INTERACOES COMUNS AOS MODELOS OBTIDOS ENTRE OS
PEPTIDEOS E A Impa

Foram verificadas intera¢des do tipo hidrofobicas e contatos polares nos complexos
PMS2NLS:Impa, MLHINLS:Impa, XPGINLS:Impa e XPG2NLS:Impa entre a proteina e os
peptideos, que sdo mostrados na forma de diagramas nas Figuras 19, 23, 27 e 31, tendo como
referéncia o diagrama gerado pelo programa Ligplot (WALLACE, et al., 1995).

Buscando caracteristicas em comum do reconhecimento de NLSs pela Impa, para o
sitio principal, merecem destaque os residuos da Impo que apresentaram interagdes
hidrofébicas com os peptideos NLSs comuns aos quatro modelos: L1 Q105 w2 N6 A4
8149, Glso, T155, ngl, W184, ngg, Glgl, D192, N8 e w2! (Tabela 16). Em relagdo aos contatos
polares, foram destacados os cinco residuos da Impa: W2 NMe Wit NI88 o N2, que
apresentaram ligagdes com a cadeia principal e os quatro residuos G T, D' e N*** que
apresentaram ligagdes com as cadeias laterais dos residuos presentes nas sequéncias dos
peptideos NLSs (Tabela 16).

Para o sitio secundario, com exce¢do do complexo PMS2NLS:Impa que ndo realizou
interagdes nesse sitio, os complexos MLHINLS:Impa, XPGINLS:Impa e XPG2NLS:Impa
apresentaram densidade eletronica para os peptideos. Os residuos presentes na Impa comuns
aos modelos foram Nm, Vm, Tm, wH 7, N361, A364, E396, W399, 0s quais apresentaram
interacdes hidrofobicas com os peptideos NLSs (Tabela 16). Em relagdao aos contatos polares,
nos residuos comuns aos modelos, o N**' realiza ligagdo com a cadeia principal e outros cinco
residuos (N3 P32 w32 N e E? 96) realizam ligagdes com as cadeias laterais dos residuos
presentes nas sequéncias dos peptideos NLSs (Tabela 17).

Esses residuos descritos fazem parte do arranjo Trp-Asn (W-N) cercados por residuos
acidos, essenciais para o reconhecimento e ligagdo dos sitios principal e secundério presentes
na Impa pelas proteinas que serdo transportadas para o nucleo pela via classica de importagao
nuclear (FONTES, et al., 2000). As informacgdes obtidas confirmam a importancia dos

residuos destacados como essenciais para o reconhecimento de NLSs pela Impa.
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Tabela 16 - Interagdes hidrofobicas entre os diferentes peptideos NLS e a Impa nos sitios de ligagdo
principal (S;), em azul, e secundario (S,), em preto. Em cor vermelho foram destacadas interagdes
comuns aos modelos.

Complexo PMS2NLS:Impo.  MLHINLS:Impa XPGINLS:Impa XPG2NLS:Impa

. :D**
P2 N6, 364
R":A L R™A

: A :
PO’ R470.g406 1107073403 RI182.g406
R470:G407 : ’

R™:W
R4722N361 R10722N361 R11842N361
R4722E396 R10722E396 Rl 184:E396
R4722W399 R10721W399

7:

RI074.R315
10747319
N

107413354
RE
R4 W37 T186.33/357

Pt w?
Pl P574:Y277
P574:T473

T57 :Gll R7ZGll L 7,G

TST6 .1 RATO W21 L1070:'W231 K1169:'W231
P1 T576.R238 RAT0.R238 11070, g 238
’ R470:N235 .

1072, 557184 1171 157184
W R "W

Siti : : : :
Pl‘illl cl:;) al P3 RI8.N188 RYZN'® RIO72.N88 R7LyI88
(S1) R78.N228 RY72.N228 RI072.7228 RTINS

578, 231 472.3y/231 1072 45231 1171 /231
R W R "W R7W R W

474 1138 1074, 12138 11730138
R*™:F R™F K" F

580.yy 7142 474 1y 7142 1074 1y 7142 1173 4y 7142

Ps KW R*"™:W R™W KW
580, \146 474 7146 107417146 1173, \y146

KN RN RN K'"7:'N
580, ~181 RY4.0181 RI074.y181 K7, Q8!
580, vy 7184 474 3y 7184 1074, vx 7184 1173, vy 7184

KW R*"™W R7W KW
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Tabela 17 - Contatos polares entre as cadeias principal e lateral dos peptideos NLSs com a Impa nos
sitios de ligacdo principal (S;), destacados em azul e secundario (S;), destacados em preto. Em verde
foram destacadas intera¢des comuns aos modelos.

Complexo PMS2NLS:Impa MLHINLS:Impa XPGINLS:Impa XPG2NLS:Impa
Cadeia do Principal ~ Lateral  Principal  Lateral Principal Lateral Principal Lateral
ligante
. PO’ K182.403
I<47—|:V321 [<1()'_'1:V321 ’ KIIS}:VSZI
Pl' K4 1 :vl-ﬁX K]() 1:»[«328 KI ]XJ:T}EX
K4'I:N3(wl K]()_1:N3(ul KI]XSZNSM
RY2.W357
S,t. P2' R472.:N3(\1 Rl(l72:N36l RI 184:N3(\I
S L:;:ir- R*72.E3% R1072.5396 R!184.]5396
eCle ) 10 K1073.G2381 K!185.G28!
2 P3' K 1073283 K185 \283
K 10737322 K 11857322
RYAR3S R1074;R315 -
P4’ R¥4.N319 RI074. 7319 T1186.\319
R4T4. 3% R1074. 354
PSS pSBAA
’ ’ N68.R 238
N7T5.R238 1069, 2238
PA69. 231 G1069.yy/231
Pl TS"():NZH R-’l"().:Nl}S LI()"().:NZFS K] l(v‘):NZFS
T576.G191
K’Z”:Glf(_) K471:G1‘_<’<_) K071, G150 KI174.G150
P2 K‘_’77:T1” K471 1071155 K 174.7155
5 K577.p1%2 : K471.p192 K1071. 192 K174 192
S,t- RJMB:WIN-"l R-’lﬂE:Wl?»-'l RHWZZW]T-i R] l7,s‘:vy7|8'-}
.11.0 P3 R> B:NINB R-’l E:NH»X Rl()72:Nlhh RH7):NH\,S
Prlnc1pal RS"S_NZZS R472_N228 R]()7Z_NZZS RI I"F_NZZK
Sy : HAT3. 104 : : R1172',L104
P4 ' R1172:R106
KSXU:WI-U R-17-1:W\42 RH)'4:W]42 K]l_l:WI-'lZ ’
KSXH:NI-l(v R-’174:N\4(x RH!"'«l:N]-'l(\ K]PIINM(‘
P5 R¥74.g105
R474ZQIXI Kl()74:Q]8] K]l7l:QIXI

Os sitios de ligacdo presentes na Impa possuem 4 caracteristicas principais: 1)
interacdes polares das cadeias laterais que as asparaginas conservadas realizam com a cadeia
principal do peptideo, determinando a dire¢do a ser seguida; i1) interacdes hidrofilicas que
ocorrem nas cadeias laterais dos triptofanos conservados, que formam os sulcos de ligacdo na
superficie da proteina e que acomoda as cadeias laterais longas dos residuos basicos; iii)
interagdes que ocorrem nas cadeias laterais basicas das NLSs com as cargas negativas dos
residuos &cidos (4cido aspartico e acido glutamico) que sdo posicionados estrategicamente nos
sulcos de ligacdo da Impa e; iv) interacdes dos residuos basicos das NLS cléssicas com os
dipolos presente nas hélices H3 da por¢ao concava da Impa (FONTES, et al., 2000).

Com base nessas quatro caracteristicas essenciais, as posi¢des que sdao melhor
definidas e consistentes entre as estruturas disponiveis sdo as de P2-P5 no sitio principal e
P1'-P2' no sitio secundario da Impa. Nesse trabalho, os peptideos NLSs PMS2, MLH1, XPG1
e XPG2 se ligam ao sitio principal de maneira esperada ao consenso (CHELSKY, et al.,

1989) pré estabelecido para esse sitio de ligagdo, como ilustra o diagrama abaixo (Figura 40).



80

.
ot
.- .
.
3 o*
W

N235 N188 N146

AMA A
P P2 P3 P4 P5

R238 ' ’

w231 N228 W184 W142

Figura 40 - Diagrama consenso das interagdes realizadas entre os residuos dos peptideos NLS PMS2,
MLHI1, XPG1 ¢ XPG2 com a Impa no sitio principal de ligagdo (S;). A cadeia principal ¢ mostrada
com uma linha lilas, com as cadeias laterais mostradas perpendiculares a esta, na colocagdo azul
escura. Tracejado indica ligacao de hidrogénio entre o peptideo e a Impa e ligagdes hidrofobicas sdo
indicadas com a coloragdo amarela.

Dessa maneira, notamos para o sitio de ligagdo principal, que os aminoacidos das
sequéncias NLSs, sdo ancorados pelos residuos conservados presentes na Impa, na regido
desse sitio de ligagdo. Os triptofanos 142, 184 e 231 criam os sulcos de ligacdo necessarios
para as cadeias laterais longas e basicas em P3 e P5. As cargas positivas das cadeias laterais
em P2, P3 e P5 realizam interacdes hidrofobicas e ligagdes de hidrogénio com os residuos
conservados de asparaginas (N) e com as cargas negativas dos residuos &cidos (acido
aspartico) presentes na Impa, nessa regido. Corroboram para essa informagdo também os
fatores de temperatura obtidos para essa regido com os peptideos, pois a presenca de
interacdes hidrofobicas em todas as posicdes do sitio S; e ligagdes de hidrogénio com a cadeia
lateral em P2 e P3 acarretam em um menor fator de temperatura para essa regido e para esses
dois residuos, refletindo a forte interagcdo dos mesmos com a proteina (Tabelas 7, 8, 9 e 10).

Da mesma forma, os peptideos NLSs MLHI1, XPGl e XPG2, se ligam ao sitio

secundario de maneira esperada ao consenso (CHELSKY, et al., 1989) pré estabelecido para
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esse sitio de ligacdo, como ilustra o diagrama abaixo (Figura 41). Os triptofanos conservados
357 e 399 criam o sulco para ancorar a cadeia lateral longa e positiva da arginina em P2'. As
cargas positivas sdo equilibradas nas regioes P1', P2' e P4' pelas ligagdes com residuos com
cadeias laterais polares, como asparaginas e treoninas, cercados por residuos acidos (acido
glutamico), conferindo o arranjo com caracteristicas hidrofobicas e eletrostaticas necessarias
(FONTES, et al., 2000). Assim como observado para o sitio principal, os fatores de
temperatura obtidos para o sitio secundario com os peptideos mostrou que, a presenca de
interagdes hidrofobicas nas posi¢des de P1', P2' e P4' do sitio S; e liga¢des de hidrogénio com
a cadeia lateral em P1' e P2' acarretam em um menor fator de temperatura para essa regiao e
para esses dois residuos, refletindo a interagao dos mesmos com a proteina (Tabelas 7, 8,9 e
10).
T322
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Figura 41 - Diagrama consenso das interacdes realizadas entre os residuos dos peptideos NLSs MLH1
e XPG1 com a Impa. no sitio secundario de ligagéo (S,). A cadeia principal é mostrada com uma linha
lilas, com as cadeias laterais mostradas perpendiculares a esta, na colocagdo azul escura. Tracejado
indica ligagdo de hidrogénio entre o peptideo e a Impa e ligacdes hidrofobicas sdo indicadas com a
coloragdo amarela.
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Esse padrao de ligacdo dos peptideos NLSs PMS2, MLHI1, XPGl e XPG2,
relacionados as proteinas que atuam no reparo de DNA, elucidados neste trabalho, quando
comparados com a sequéncias NLSs de proteinas que atuam no reparo de DNA ja elucidadas,
como a Fenl, Ku70 e Ku80, tanto para o sitio principal como para o sitio secundario de
ligagdo motrou que as ligagdes e interacdes condizem com o consenso determinado pela a
analise de sequéncias de cNLSs (CHELSKY, et al., 1989; DINGWALL, et al, 1991;
FONTES, et al., 2000; TAKEDA, et al.,2011; DE BARROS, et al., 2012).

5.2. PEPTIDEOS PMS2 E MLHI: PORQUE NAO OCORREU LIGACAO DO
PEPTIDEO PMS2 NO SiTIO SECUNDARIO?

Ambas proteinas do complexo MutLa, a PMS2 e a MLHI, apresentam cNLSs. O
peptideo NLS da proteina PMS2 ¢ uma sequéncia monopartida classica em que onze residuos
de sua sequéncia, correspondentes aos residuos °"TPNTKRFKKEE’®, foram identificados
como a regido minima exigida para o transporte ideal dessa proteina para o nucleo
(KNUDSEN, et al., 2009). Experimentos de ITC foram realizados, confirmando a afinidade
deste peptideo com constante de dissociacao (K4) de 1,95 = 0,20 uM para o sitio principal de
ligagdo (S;). Quando comparamos esse resultado com o resultado obtido pela SV40, para esse
mesmo sitio de intera¢do, a K4 obtida foi de 0,73 + 0,13 pM. Os valores de K4 de ambos
peptideos estdo na mesma ordem de grandeza, uma vez que ha relatos na literatura reportando
que os erros experimentais podem chegar a influenciar o K4 por um fator entre 10 e 50 vezes
(KASTRITIS, et al., 2011; TIAN, et al., 2012). Todos os experimentos foram realizados de
forma a minimizar a0 maximo possiveis variacdes (experimentos a mesma temperatura, com
0 mesmo tampao e com amostras dializadas antes de seu uso (KASTRITIS, ef al., 2013b).
Dessa maneira, podemos considerar que o peptideo PMS2 se liga ao sitio principal da Impa,
com a K4 na mesma ordem de grandeza que a SV40 e que a menor afinidade do peptideo
PMS2 em relagdo ao SV40 pode estar relacionada com o menor nimero de residuos bésicos
de lisina e arginina (K/R) nas posic¢des P1 e P4.

O peptideo NLS da proteina MLHI também comprovou ser uma sequéncia
monopartida classica, em que dez residuos de sua sequéncia, correspondentes aos residuos
*"SNPRKRHRED*"®, foram identificados como a regiio minima exigida para o transporte
ideal dessa proteina para o ntcleo no sitio principal (KNUDSEN, et al., 2009), entretanto,
também foram identificados oito residuos de sua sequéncia, correspondendo aos residuos

PSNPRKRHRE'”, no sitio secundario de ligagio da Impo. Experimentos de ITC também
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foram realizados com o peptideo MLHI, confirmando a ligacdo deste peptideo com a Impa.
Pelo termograma obtido, pode-se inferir que houve ligagao do peptideo em ambos sitios (S; e
S,) entretanto, na analise dos dados ndo foi possivel determinar as constantes de dissociagao
de cada sitio separadamente. Com isso, os dados foram analisados preliminarmente com o
modelo de ligagdo considerando apenas um sitio, e foi obtida uma constante de dissociagdo de
5,10+£2,23 uM. Esta simplificagdo da analise dos dados, ¢ muitas vezes utilizadas pois os
programas comerciais de andlise apresentam poucos modelos de ligacdo previamente
delineados, e consequentemente modelos especificos de ajuste de dados podem ser
desenvolvidos pelos usudrios (VEGA, et al., 2015). Diversos artigos também vem adotando
similar abordagem (MIYATAKE, et al., 2015). Estamos desenvolvendo um modelo para o
caso da Impa com dois sitios de ligagdo, porém este ndo funcionou de maneira eficiente para
a MLHI.

Ambos peptideos possuem residuos basicos em sua sequéncia (KRXK/R) de P2 a P5.
e comprovaram ser monopartidos, mas porque somente o peptideo MLH1 ligou-se ao sitio
secundario de ligacdao da Impa?

Buscando em literatura peptideos cNLS monopartidos elucidados com a Impa de Mus
musculus (CONTI, et al., 2000; FONTES, et al., 2000; CHEN, et al., 2005; CUTRESS, et
al., 2008; YANG, et al., 2010; TAKEDA, et al., 2011) podemos notar que esse fato ocorre
com alguns peptideos. Separamos as sequéncias que ligaram-se somente no sitio principal e
comparamos com os monopartidos que se ligaram em ambos os sitios de interagdos da Impa.
Notamos que o peptideo monopartido PMS2 e os demais peptideos monopartidos elucidados
que se ligam exclusivamente no sitio principal da Impa (Tabela 18), com exceg¢do do
peptideo NLS AR, ndo possuem residuos basicos ao redor dos residuos de KR, geralmente na
regido de P1 e P4, no sitio principal, que teoricamente poderiam se ligar na regido de P0' e
P3', no sitio secundario. No entanto, peptideos monopartidos que se ligam nos dois sitios,
como ¢ o caso dos peptideos MLH1, XPG1 e XPQG2, possuem residuos basicos na posi¢do de
P4 (Tabela 19).

Quando observamos o sitio secundario, a regido de P3' possui maior afinidade por
residuos basicos de cadeia longa, pois podem realizar interacdes hidrofobicas e ligagdes de

. A - . 281 £j283 322
hidrogénio com no minimo 3 residuos (G, N e T

) nessa regiao (Figuras 27 e 31 e
Tabelas 16 e 17). A regido de P4' também ¢ favoravel a residuos basicos de cadeias longas,
cadeias essas que podem também podem realizar interagdes hidrofobicas e ligagdes de
hidrogénio com 3 residuos (R*"°, N*'? ¢ E***), (Figuras 23 e 27 e tabelas 16 e 17). Neste

caso, também ¢ interessante analisarmos a regido de PO', cadeias longas e basicas também
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realizam intera¢des favoraveis, no caso, interagdes hidrofobicas com pelo menos 2 residuos

como visto nas Figuras 19 e 31 ¢ Tabela 16.

Tabela 18 - Peptideos NLSs monopartidos que se ligaram somente no sitio principal (S;) de ligagdo da
Impa, sitio principal (S;) P1-P5 e sitio secundério (S,) P1°-P4°. Regides sinalizadas completamente
em amarelo sdo residuos hidrofobicos, com hachuras amarelas indicam residuos basicos, azul indicam
residuos acidos e rosas sdo os residuos polares neutros; residuos em vermelho indicam posigdes mais
importantes € em cinza que ndo se ligaram ao sitio indicado. Siglas correspondem aos peptideos NLS
presentes em estruturas da Impa elucidadas por cristalografia.

; S
Proteinas
P1 P2 P3 P4 P5
Ku80 E DGPTAKKLIKTE
Ku70 KV TKRKHDBDNEGSGS KRPK
PLSCR1 GKI S KHW
AR R K CYEAGMTULGARKLIKKTLG
PMS2 TP NTIKRTFKIKEE
R/ R/
Consenso KKXK

Ku80, (TAKEDA, A. A. S,, et al., 2011); Ku70, (TAKEDA, A. A. S., et al., 2011); PLSCR1, Proteina Phospholipid scramblase 1 (CHEN, et al., 2005); AR,
receptor de androgeno (CUTRESS, et al., 2008). O consenso ¢ de (CHELSKY, et al., 1989).

Tabela 19 - Peptideos NLSs monopartidos que se ligaram tanto no sitio principal (S;), como no
secundario de ligacdo (S,) da Impa, sitio principal (S;) P1-P5 e sitio secundario (S,) P1’-P4’. Regides
sinalizadas completamente em amarelo sdo residuos hidrofobicos, com hachuras amarelas indicam
residuos basicos, azul indicam residuos 4cidos e rosas sdo os residuos polares neutros; residuos em
vermelho indicam posi¢des mais importantes € em cinza que ndo se ligaram ao sitio indicado. Siglas
correspondem aos peptideos NLS presentes em estruturas da Impa elucidadas por cristalografia.

. S, Si

Proteinas

P0' P1’ P2’ P3’ P4’ Linker P1 P2 P3 P4 P5
SV40 P K K KR K V A AP P KKIKRIKVE
c-Myc K RV K L P AAKRYVKTLD
mPet TM K KRR E A F K KKRREA
MLH1 S N P RKRHR E SNPRKRHRED
XPGl1 S L KR K R S L KRKR
XPG2 R KR K TR L K RRKIKGFTF
Consenso i i Xi0-12 K i X i

SV40, Antigeno T do virus simio 40(FONTES, et al., 2000); c-Myc, proteina proto-oncogenese (CONTI, et al., 2000); mPet TM, sequéncia da biblioteca de
peptideos ideais para Impa de Mus musculus (YANG, et al., 2010). O consenso ¢ de (CHELSKY, e al., 1989).

Entretanto, deve-se ressaltar que in vivo as ligagdes no sitio secundario dos NLSs
monopartidos, aqui descritos, ndo devam ocorrem pelo impedimento estérico causado pela
proteina total quando ancorada no sitio de ligacdo. Dessa maneira, nos experimentos de
cristalizacdo, em virtude da disponibilidade do sitio de ligagdo, quantidade de peptideo
disponivel e da presenca de residuos que permitem a interacdo, esses peptideos foram

encontrados nas estruturas cristalograficas em ambos sitios de ligagdo de NLS.
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5.3. PORQUE OS MUTANTES PMS2 K577N, PMS2 R578N, MLH1 K471N e
MLH1 R472N NLSs NAO POSSUEM AFINIDADE?

Resultados de Brieger e colaboradores (BRIEGER, ef al., 2005) demonstraram que os
mutantes dos peptideos PMS2 e MLH1 nas cNLSs, nas regides de P2 e P3 com a asparagina
(N), ndo aboliram completamente a presenca dessas duas proteinas no nucleo celular por
microscopia de imunofluoréscencia. No entanto, o presente trabalho, com as diferentes
técnicas utilizadas, indicou que a interacdo entre estes peptideos e a proteina Impa nao ocorre.
As regides escolhidas para a mutacdo dos peptideos, na regido de P2 e P3, sdo regides de
grande importancia para o reconhecimento e ancoramento das sequéncias NLSs no sitio
principal (S;) da Impa. A cadeia lateral longa e positiva na regido de P2, realiza interagdes
com o dipolo presente nas hélices H3 da Impa, j& a cadeia lateral longa na regidao de P3, ¢
importante pelo ancoramento dessa NLS entre os triptofanos 184 e 231, e essa regido também
realiza interagcdes com os residuos conservados da Impa que formam esse sitio de interagao
(FONTES, et al., 2000). Estudos prévios, realizados por Takeda e colaboradores (TAKEDA,
et al., 2013), relatam que a Impa truncada na por¢ao N-terminal apresenta instabilidade
estrutural quando nao ligada a algum peptideo/proteina e, usualmente, ndo cristaliza nestas
condig¢des. Fato que pode justificar o ocorrido neste trabalho com a técnica de cristalizagao.
Este resultado ¢ também corroborado com os experimentos de afinidade, pela técnica de ITC,
na qual ficou evidente que a afinidade ¢ muito baixa para ser determinada, mesmo utilizando-
se as premissas de se fixar a estequiometria, ja que os modos de interagdo dos complexos sao
conhecidos (TELLINGHUISEN, 2008).

Cabe ressaltar também que mais importante que a determinacdo das constantes de
afinidade dos peptideos mutados, cabe a este experimento determinar se os residuos mutados
sao determinantes na interagao Impo/peptideo, assim como ja demonstrado por Cutress e
colaboradores (CUTRESS, et al., 2008) para sistemas compostos por Impa e receptores de
andrégeno (AR). O que parece ser 0 caso em nosso experimento, pois a substitui¢do dos
peptideos basicos da PMS2 e MLHI1 por peptideos neutros, afetou muito a afinidade entre
ambas moléculas, levando os sistemas com afinidade moderada-alta a sistemas com afinidade
que ndo pode ser determinada experimentalmente via calorimetria de titulagdo isotérmica.
Com isso, podemos inferir que os peptideos mutados na regido de sdo fundamentais na

interacao dos sistemas em estudo.
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5.4. PORQUE OS PEPTIDEOS XPG1 ¢ XPG2 NAO SAO BIPARTIDOS?

A sequéncia putativa NLS  XPGI, presente na proteina XPG,
(""*KTQKRGITNTLEESSSLKRKRLSD'’"®) possui caracteristica bipartida, ou seja, uma
regido basica (K/RK/R) separada por uma regido de linker composta por 12 residuos para o
XPG1, separando outra regido basica KR/KXR/K. (DINGWALL, et al., 1991; KNAUF, et
al., 1996; KNUDSEN, et al., 2009). Apesar dessa caracteristica, neste trabalho o peptideo
NLSs XPG1, foi observado na estrutura cristalografica como uma NLS monopartida classica,
em que sete residuos de sua sequéncia, correspondentes aos residuos '"“LKRKRLS'”
realizam a interagdo no sitio principal. Também foram identificados seis residuos de sua
sequéncia, correspondendo aos residuos '“LKRKRL'"", no sitio secundario de ligacdo da
Impa. Experimentos de ITC foram realizados com o peptideo XPG1, confirmando a alta
afinidade deste peptideo com a Ky de 0,46 + 0,05 uM para o sitio principal de ligagdo (S;) e
com a Ky de 3,36 = 0,5 uM para o sitio secundario de ligacdo (S;) da Impa. Também foi
verificado que a estequiometria apresentou valores diferentes de 1, o que pode parecer
estranho uma vez que ¢ esperado que ocorra interacdo de 1 peptideo de XPG1 por sitio.
Entretanto tal fato ocorre frequentemente (CUTRESS, et al., 2008; FALCES, et al., 2010) e
pode ser decorrente da concentracdo incorreta da proteina ou ligantes, proteina sem o folding
correto ou em conformagao diferente da ativa. Isso de nenhuma maneira invalida a analise ou
mostra que erros experimentais foram cometidos, uma vez que as constantes calculadas (K,
AH e AS) sao calculadas em fungao das concentragdes corrigidas.

Qual seria a possivel explicagdo para a ligacdo monopartida da sequéncia XPG1? O
excesso de peptideo (em solu¢do), pode ter permitido que outro peptideo XPGI1, com 4
residuos basicos ('"’KRKR'""), se ancorasse no sitio secundario com uma interacio maior
que a apresentada pelo (‘”’KR'®®), visto que a regido de P3' possui maior afinidade por
residuos basicos de cadeia longa, pois podem realizar interacdes hidrofobicas e ligacdes de

. A - . 281 £j283 322
hidrogénio com no minimo 3 residuos (G, N e T

) nessa regiao (Figuras 27 e 31 e
Tabelas 16 e 17). A regido de P4' também ¢ favoravel a residuos basicos de cadeias longas,
cadeias essas que podem também podem realizar interacdes hidrofobicas e ligacdes de
hidrogénio com 3 residuos (R*">, N°' e E***) (Figuras 23 e 27 e Tabelas 16 e 17). Além da
regido de P1' e P2', a regido P3' com residuo basico (K/R) parece ter um papel muito
importante e pode estar diretamente relacionada a afinidade e ligagdo de peptideos neste sitio
secundario de ligacdo, como observado neste trabalho (Tabelas 18, 19 e 20), assim como

observado nas sequéncias consenso de NLSs das novas classes 4 ¢ 5 (Tabela 2) , propostas
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por Kosugi e colaboradores (KOSUG]I, et al., 2009) que ligam-se somente no sitio secundario
de ligagao da Impoa.

Quando comparada a sequéncia NLS XPGIl com as sequéncias NLSs bipartidas
complexadas com Impa de Mus musculus (Tabela 20), podemos notar que na sequéncia NLS
XPG1, possui uma regido de linker com cargas que diferem das apresentadas pelos peptideos
ja elucidados, visto que, essa regido também deve realizar interagdes importantes com a Impa
(FONTES, et al., 2000; DE BARROS, et al., 2012). A regido de linker do peptideo XPG1
possui mais residuos polares neutros, aos lados dos sitios de ligagdo S; e S,, € com apenas
dois residuos acidos entre eles. Os dados de calorimetria de titulagdo isotérmica mostraram
que a interacdo do XPG1 com o sitio principal (S;) possui maior afinidade (K4=0,46+0,05
uM) e € regida por ligagdes de hidrogénio, interagdes polares e de van der Walls (AH<0), bem
como por interagdes hidrofobicas (AS>0). Ja a interacdo deste com o sitio secundario (S;)
apresenta afinidade 10 vezes menor (K4=3,36+0,5 uM) e ¢ regida principalmente por
interagdes hidrofobicas (AH>0, AS<O0).

Essa ligacdo de forma monopartida e ndo bipartida pode ter ocorrido pelo artefato de
ter se trabalhado apenas com peptideos, no qual € mais favoravel ocorrer a ligacdo com dois
peptideos nos sitios de ligacao presentes na Impa do que a ligagdo na forma bipartida. In vivo,
para a proteina inteira, essas duas ligagdes provavelmente ndo ocorreriam, seria somente a
forma de ligagdo monopartida ou a forma de ligacdo bipartida. Contudo, apesar das diferengas
observadas na regido de /inker desse peptideo, ndo € possivel concluir com os experimentos
realizados neste trabalho, se a proteina XPG se liga com a regido do peptideo XPG1 como um

bipartido ou somente na forma monopartida, como os resultados desse trabalho mostraram.
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Tabela 20 - Peptideos NLSs bipartidos e sitios de ligacdo da Impoa, sitio principal (S;) P1-P5 e sitio
secundario (S,) P1’-P4’. Regides sinalizadas completamente em amarelo sdo residuos hidrofobicos,
com hachuras amarelas indicam residuos basicos, azul indicam residuos acidos e rosas sao os residuos
polares neutros; residuos em vermelho indicam posi¢des mais importantes € em cinza que ndo se
ligaram ao sitio indicado. Siglas correspondem aos peptideos NLS presentes em estruturas da Impa
elucidadas por cristalografia.

, S, Si

Proteinas

P1’ P2’ P3’ P4’ Linker P1 P2 P3 P4 PS5
FENI S S AKRKE PEPKGSTKEKEKAKT
NP AVEKRPA ATKKAGQAKKKTK KL
RB KR S A EGSNPPKPLKKLR RG
NIN2 RKKRKT EEESPLIKDEKAKEKSIKSG
CBP80 S RRRH SDEND GGQPHKRRKT S
mCBP80 MSRRRHSYENDGGQPHKRRKT S
yCBP80 N RKRR G/D FDEDENYRDFRPR M P KR QR I P
TPX2 K RKH . VKMIKL
Prp20 KRT V ATNGDASGA HR A K KM S K
BIMAXI1 PRKRTPL EWDEDEEPPRKRKRLW
BIMAX2 RRRKREKR EWDDDUDDPPKKRRRLD
XPG1' KT QKRG I TNTLIEESSSLKRKRLSD
XPG1™ S LKRKTR R SSSLKRKRLSD
XPG2' K K R RKLRRARGRKRKIT
XPG2" RKRKT GKKRRKLR
Consenso li(/i Xi0-12 K l:(/ X l:/(

FENI, endonuclease 1 flap, (DE BARROS, et al., 2012); NP, nucleoplasmina, (FONTES, et al., 2000); RB, proteina retinoblastoma, (FONTES, et al., 2003);
NIN2, Xenopus laevis phosphoprotein N1N2, Proteina ligadora de histona, (FONTES, et al., 2003); CBP80, proteina de ligagdo cap 80, (DIAS, et al., 2009);
mCBP80, proteina de ligagdo cap 80 de Mus musculus, (MARFORI, et al., 2012); yCBP80, proteina de ligagdo cap 80 de Saccharomyces cerevisiae,
(MARFORYI, et al., 2012); TPX2, proteina alvo para Xenopus laevis, (GIESECKE, et al., 2010); Prp20,proteina de regulagao Ran de Saccharomyces cerevisiae,
(ROMAN, et al., 2013); BIMAXI, inibidor de Impa, sequencial, (MARFORI, et al., 2012) ;BIMAX2, inibidor de Impa, sequencia2, (MARFOR], et al., 2012) .
O consenso é de (CHELSKY, et al., 1989).
* Modelo de ligagdo bipartido tedrico
** Modelo de ligagdo obtido neste trabalho

Ja a sequéncia NLS putativa do peptideo XPG2, presente também na proteina XPG,
("'VFGKKRRKLRRARGRKRKT'®*®), descrita como possivel sequéncia bipartida, na
verdade, ndo possui caracteristicas bipartidas de acordo com o consenso KRX10-12KRXK
(DINGWALL, et al., 1991). Essa sequéncia possui uma regido de /inker com somente 9
residuos ligando duas as regides com residuos basicos, a regido basica de ligacdo no sitio
secundario apresenta duas lisinas (KK), quando na verdade, necessitaria de uma lisina e uma
arginina nas regioes de P1' e P2' (KR). Além disso, a sequéncia também apresenta um residuo
de arginina (R) na regido de ligagdo em P2, no sitio principal de ligacdao, ao invés da lisina
(K). Diante desse fato, comparamos o resultado obtido com a sequéncia NLS XPG2 mais
detalhadamente, com base também em sequéncias NLSs elucidadas, complexadas com Impa
de Mus musculus, e de acordo com o consenso pré estabelecido (Tabela 20), apesar da alta

quantidade de residuos bdsicos nesta sequéncia, essa sequéncia, na verdade, possui
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caracteristicas de sequéncia NLS monopartida, com a regido de 'KKRRK''” ligando- se
de P1 a P5 no sitio principal (S;). Corroborando com este fato, esse peptideo NLS XPG2
confirmou ser uma sequéncia monopartida classica em que oito residuos de sua sequéncia,
correspondentes aos residuos ''GKKRRKLR''"® realizam a interagdo no sitio principal,
também foram identificados cinco residuos de sua sequéncia, correspondendo aos residuos
HE2RKRKT'® no sitio secundario de ligacdo da Impa. Entretanto, na analise dos
experimentos de titulacdo isotérmica foi verificado que a constante de dissociacdo (Kq) esta
abaixo do limiar detectado por esta técnica. Por isso, s30 necessarios novos experimentos para
verficar se houve algum erro experimental ainda nao identificado, uma vez que as mesmas
aliquotas purificadas foram utilizadas na cristalografia, e com a obtencao de cristais, podemos
inferir que a proteina estava com alta pureza e com folding correto. Com isso, novos
experimentos de ITC vao ser realizados para verificar se houve algum erro experimental ainda

desconhecido.

5.5. COMPARACAO DAS K4 OBTIDAS

Para efetuar uma analise comparativa da afinidade dos peptideos NLS pela Impa,
uma tabela foi preparada, apresentando as constantes de dissociagdo (Kg4) dos sitios principal e
secundario de todos os peptideos do trabalho (Tabela 21). Como o peptideo SV40 foi
utilizado como amostra para a padronizacdo dos experimentos, esta também foi comparada
com outras constantes de dissociagdo encontradas em literatura (CUTRESS, et al., 2008;
BERNARDES, ef al.,, 2015). As constantes de dissociagdo estdo na mesma ordem de
grandeza para todos os experimentos com peptideos NLS SV40, independentemente da
utiliza¢do de diferentes tampdes e temperaturas. Houve uma maior diferenga principalmente
em relacdo ao sitio secundario da Impa utilizada em nosso estudo, que apresentou menor
afinidade pela SV40, entretanto tais variagdes encontradas foram menores que as encontradas
por outros autores quando da comparagdo de experimentos de ITC em diferentes condigdes

(WILKINSON, 2004; KASTRITIS, et al., 2013a).
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Tabela 21 - Constantes de dissociagdo e entalpias obtidas para diferentes peptideos NLS pela técnica
de calorimetria de titulagdo isotérmica (ITC).

Sitio principal (S,) Sitio secundario (S,)
Kq (M) AH (kcal/mol) Kq (M) AH (kcal/mol)
Nelmpa/SV40™ 1,23+0,22 -2,47+0,06 1,69+0,46 -3,21+0,12
MmImpa/SV40™ 0,310,15 -4,0+1.02 0,98+0,08 -7,8+0,76
MmImpa/SV40™~  0,73+0,13 -3,98+0,08 11,98+2,21 -4,80+0,42
PMS2 1,95+0,20 -5,33+0,15 - -
MLH1 5,1042,23 -6,76+0,81 - -
XPG1 0,46+0,05 -3,15+0,12 3,36+0,5 3,79+0,15

XPG2 - - - -

*: complexo com Impa de Neurospora crassa - Nelmpa/SV40, realizado a 10°C em tampdo 20 mM Tris-HCI, pH 8,0, 100 mM NaCl com um equipamento
iTCs90 (BERNARDES, et al., 2015);

**: complexo com Impa de Mus musculus - Mmlmpo/SV40, realizado a 10°C em tampdo 100 mM HEPES pH7.4, 50 mM NaCl, 4 mM DTT com um
equipamento VP-ITC (CUTRESS, et al., 2008); SV40

"*: dados desta tese, complexo com Impo de Mus musculus - MmImpo/SV40, realizado a 20°C em tampdo 20 mM Tris-HCI, pH 8,0, 100 mM NaCl com um
equipamento iTCqo.

Em relacdo aos demais peptideos utilizados (PMS2, MLH1, XPGl) as afinidades
também se apresentaram na mesma ordem de grandeza. Estes resultados foram encontrados
uma vez que os residuos dos peptideos que interagem com a Impo sdo praticamente os
mesmos ¢ como foram todos realizados nas mesmas condi¢des, grandes variagdes nao eram
esperadas.

Com base nos valores de K4 obtidos, foi possivel observar que a afinidade para todos
os peptideos em relacdo a Impo se mostrou maior para o sitio principal (S;) de ligagdo,
quando comparada com o valor obtido para o sitio secundario (S;) de ligacdo. Informagao
essa, que corrobora com os resultados estruturais obtidos neste trabalho, comprovando que
essas sequéncias NLSs sdo monopartidas. Outro dado que pode ser observado ¢ um maior
valor de Ky para os peptideos PMS2 e MLH1 para o sitio S; em relagdo a SV40 e XPG1, o
que pode estar relacionado com a auséncia de residuos basicos (K/R) na posicao P4.

Ademais, os resultados de ITC foram importantes para comprovar os residuos
responsaveis pela formacdo dos complexos com a Impa, uma vez que quando da titulagdo
com a PMS2 ¢ MLH1 mutantes, as afinidades entre as moléculas ficaram abaixo do limite de

detec¢ao da técnica.
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6. CONCLUSAO

Posicdes especificas no consenso das cNLSs se confirmaram como essenciais, bem
como a importancia dos residuos conservados do arranjo triptofano-asparaginas (W-N),
cercados pelos residuos acidos, que formam os sitios de ligacdo da Impoa.

Os peptideos NLSs MLH1 e PMS2, que atuam coordenando o processo de reparo de
mal-pareamento de bases (MMR), ligaram-se na Impao, no sitio principal de ligacao (S;),
mostraram afinidade, confirmando ser sequéncias monopartidas cléssicas, ¢ podem ser
transportadas de maneira independente para o nucleo celular pelo adaptador Impo, sem a
necessidade de co-importagdo com outras proteinas envolvidas no reparo de DNA.

Os peptideos mutantes MLH1 K471N, MLH1 R472N, PMS2 K577N e PMS2 R578N
ndo apresentaram afinidade pela Impa. Os residuos mutados encontram-se nas regides
essenciais para ligacdo dos NLS no sitio principal e, por ndo estabelecerem as interagdes
necessarias, tornam-se elementos que dificultam a cristalizacao da Impa.

As sequéncias NLSs XPG1 e XPG 2, presente na proteina XPG, que atua no reparo de
DNA por excisdo de nucleotideos (NER) ligaram-se aos sitios S; e S, como sequéncias NLS
monopartidas e, ndo bipartidas como descrito na literatura (KNAUF, et al., 1996).

A auséncia de residuos basicos nas posi¢des PO” e P3” parece influenciar na ligacao ou ndo dos
peptideos NLSs no sitio secundario de ligagao da Impa. Além da regido de P1' e P2', a regido P3' com

ligacdo de residuo basico (K/R) parece ter um papel muito importante e pode estar ligado diretamente

também ao reconhecimento do peptideos neste sitio secundario (S,) de ligagdo da Impoa.
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