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RESUMO

A proteina KIN atua como reguladora de danos no DNA e esta envolvida na replicacédo
desse acido nucleico. Seu gene, localizado no cromossomo 10 em células humanas,
é filogeneticamente conservado e ubiquamente expresso em eucariotos. Em
humanos, essa proteina possui 45 kDa e é estruturalmente composta por quatro
dominios, sendo: dominio dedo de zinco do tipo C2H2, dominio central homologo a
proteina RecA de E. coli, dominio de sinal de localizacdo nuclear e dominio SH3-like
em tandem (dSH3thKIN) formado por dois subdominios SH3. Estudos mostraram que
o dSH3thKIN apresenta em sua estrutura um motivo de ligacdo a RNA conhecido
como motivo KOW e, portanto, esse dominio € considerado como o principal mediador
de interacdo da proteina KIN com RNA. Essa interacdo dSH3thKIN/RNA é
fundamental para o desempenho das atividades biolégicas da KIN. Entretanto, hd uma
escassez de informacdes estruturais e de interacdo do dSH3thKIN na literatura. Dessa
forma, o presente trabalho teve como objetivo realizar o assinalamento das
ressonancias 'H, °N e 3C do dominio, determinar sua estrutura tridimensional em
solucdo, caracterizar a estabilidade térmica, quimica e de pH desse dominio e
investigar sua interacdo com RNA de levedura e homopolimeros de RNA e DNA. Um
total de 98,4% das ressonancias do dominio foram assinaladas e a resolucdo de sua
estrutura tridimensional apresentou dois subdominios com arranjos de barris-
formados por cinco fitas-f cada um. A analise de movimentos térmicos da cadeia
principal do dSH3thKIN mostrou que esse dominio apresenta uma flexibilidade interna
reduzida apesar de ser formado por dois subdominios. A caracterizacdo da
estabilidade térmica e de pH do dominio revelou uma temperatura de
desenovelamento de aproximadamente 59 °C, com uma tendéncia de agregacéo que
leva a formacédo de estruturas como amiloides, e uma estabilidade das estruturas
secundarias entre pH 55 e 9,5. O processo de desenovelamento quimico do
dSH3thKIN ocorreu de modo reversivel, sugerindo que esse dominio apresenta um
enovelamento independente no contexto da proteina KIN. As medidas de interacao
do dominio com &cidos nucleicos mostraram a seguinte ordem de afinidade: poli(rG)
> poli(rC) > RNA de levedura > poli(rU) > poli(rA) > poli(A) DNA, indicando que o
dSH3thKIN apresenta uma maior afinidade pelas bases de guaninas e citosinas e
RNA de levedura. A analise dos parametros termodinamicos da ligacéo
dSH3thKIN/RNA sugere que a maior contribuicdo para a formacédo do complexo é a
interacao eletrostatica. Detalhes estruturais sobre o sitio de ligacao de acido nucleico
no dSH3thKIN revelou que embora a associacdo tenha uma contribuicdo devido a
interacOes eletrostaticas, ha um carater de estabilizacdo por interacdes de curta
distancia, ligacdes de H e interacdes de Van der Waals. Sendo A72 e E96, que estdo
localizados no motivo KOW, e lisinas (K31, K34, K35, K36, K75 e K125) séo
importantes para a formacéo e estabilizagdo do complexo. Em concluséo, o presente
trabalho apresenta um conjunto de resultados estruturais e de interagdo com acido
nucleico para o dSH3thKIN que podem contribuir para um melhor entendimento do
papel da proteina KIN nos processos de replicacdo, transcricéo e traducao de DNA.

Palavras-chave: Dominio SH3. Ligacdo tandem. KIN humana. RMN. Interagéo

proteina-acido nucleico. Reparo DNA.



ABSTRACT

The KIN protein acts as a DNA damage regulator and participates in the replication of
this nucleic acid. Its gene, located on chromosome 10 in human cells, is
phylogenetically conserved and ubiquitously expressed in eukaryotes. In humans, this
protein has 45 kDa and is structurally composed of four domains: C2H2-type zinc finger
domain, central domain homologous to the E. coli RecA protein, nuclear localization
signal domain, and SH3-like in tandem domain (dSH3thKIN), made up of two SH3
subdomains. Studies have shown that dSH3thKIN presents in its structure an RNA-
binding motif known as KOW motif and, therefore, this domain is considered as the
main mediator of interaction of the KIN protein with RNA. This dSH3thKIN/RNA
interaction is critical to the performance of KIN's biological activities. However, there is
a paucity of structural and interactional information on dSH3thKIN in the literature.
Thus, the present work aimed to assign the H, °N and 13C resonances of the domain,
determine its three-dimensional structure in solution, characterize the thermal,
chemical and pH stability of this domain and investigate its interaction with yeast RNA
and homopolymers of RNA and DNA. A total of 98.4% of domain resonances were
assigned and the resolution of its three-dimensional structure showed two subdomains
with B-barrel arrangements formed by five B-strands each. The analysis of thermal
movements of the main chain of dSH3thKIN showed that this domain has reduced
internal flexibility despite being formed by two subdomains. The characterization of the
thermal and pH stability of the domain revealed an unfolding temperature of around 59
°C, with an aggregation tendency that leads to the formation of structures such as
amyloid, and a stability of secondary structures between pH 5.5 and 9.5. The chemical
unfolding process of dSH3thKIN occurred reversibly, suggesting that this domain
presents an independent folding in the context of the KIN protein. Domain interaction
measurements with nucleic acids showed the following affinity order: poly(rG) >
poly(rC) > yeast RNA > poly(rU) > poly(rA) > poly(A) DNA, indicating that dSH3thKIN
shows a higher affinity for guanine and cytosine bases and yeast RNA. Analysis of the
thermodynamic parameters of dSH3thKIN/RNA binding suggests that the major
contribution to complex formation is electrostatic interaction. Structural details about
the nucleic acid binding site on dSH3thKIN revealed that although the association is
contributed due to electrostatic interactions, there is a stabilization character by short
distance interactions, H bonds and Van der Waals interactions. Being A72 and E96,
which are in the KOW motif, and lysines (K31, K34, K35, K36, K75 and K125) are
important for the formation and stabilization of the complex. In conclusion, the present
work presents a set of structural and nucleic acid interaction results for dSH3thKIN that
may contribute to a better understanding of the role of the KIN protein in DNA
replication, transcription, and translation processes.

Keywords: SH3 domain. Tandem. Human KIN. NMR. Protein-nucleic acid interaction.
DNA repair.
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1 INTRODUCAO

1.1 Reparo de dano em DNA

Apesar da identificacdo de um numero crescente de proteinas que estédo
envolvidas na replicacéo, recombinacéo e reparo em acido nucleico, 0s mecanismos
desses processos e as sobreposicdoes entre eles continuam a ser elucidadas em
células de mamiferos (MICCOLI et al., 2002). Danos ao DNA podem ser causados por
agentes fisicos e quimicos (Figura 1), incluindo radiacdo ionizante e medicamentos
radiomiméticos, mas também podem surgir como lesGes secundarias durante a
replicacdo e no reparo do DNA, ap0s a exposicdo a uma ampla gama de genetoxinas
(ROTHKAMM et al., 2015). Caso esses danos ndo sejam reparados, podem provocar
mutacdes, assim como instabilidade gendmica e apoptose ou carcinogénese e para
isso, as células sdo equipadas com uma série de mecanismos especificos para

reparar e minimizar quaisquer efeitos debilitantes de dano ao DNA (PARK et al., 2021).

Figura 1: Representacéo de alguns tipos de lesBes no DNA. Sdo mostrados agentes fisicos e
guimicos causadores de danos ao DNA e suas respectivas agdes na sequéncia de DNA, incluindo mal
pareamento de bases nitrogenadas, quebra de simples e dupla fita, dano a uma Unica base nitrogenada
e ligagBes cruzadas inter e intracadeias de DNA. Para cada dano, o sistema de reparo corrige-o com
determinada acao de reparo.

b
‘ i
-
C\\/\_N_/\/CI a E
o L @ Tk
o H
Espécies Oxidagao, s
Err_osn? reativas de alquilagao, I_?ac_ilagao Quimioterapicos Luz_ U\./’
replicacdo ionizante radicais

Oxigénio (ROS) hidrélise

FOGNIVIOIVOHI

Mal-pareamento Quebrade  Dano em unica Quebra de t;ﬂigzg Ligaggo
de bases simples fita base dupla fita intercadelas ) f"uzad a
(mismatch) - intracadeia
Reparo po; mdal- Reparo por excisdo Reparo por Reparo por excisio
pareamento de de base recombinagdo de nucleotideo

hases (mismatch)

FONTE: Adaptado de The Komor Lab (KOMOR, 2019).


http://komorlab.ucsd.edu/index.html
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Um dos processos de reparo é por excisao de nucleotideos (NER — “nucleotide
excision repair”’) e tem sido intensamente estudado devido a sua versatilidade em
operar, principalmente, em danos provocados por agentes externos, como por
exemplo a radiagdo ultravioleta (UV), presente na luz solar e iluminacao artificial
(Figura 1). Como neste processo ha uma expresséo constante de genes envolvidos
neste sistema de reparo, € possivel uma remocéao eficiente da grande maioria das
lesbes causadas por radiacdo UV (KANNOUCHE et al., 1998). A exposicéo de células
mamarias a esta radiacdo leva a formacao de lesées que provocam distorcdo da
dupla-hélice, induzindo dimeros de pirimidina ciclobutano (CPDs), fotoprodutos 6-4
pirimidina-pirimidona (6-4 PPs) e ligacfes cruzadas intra e intercadeias nas fitas de
DNA (PARK et al., 2021) que perturbam os processos de replicagao, transcricéo e
traducdo do DNA (COIN; OKSENYCH; EGLY, 2007).

O mecanismo geral em NER é um processo complexo que envolve a agcéo de
aproximadamente 20-30 proteinas (DE BOER; HOEIJMAKERS, 2000) em sucessivas
etapas que podem ser divididas entre deteccao inicial, verificacdo do dano, remocéo
e ressintese (KUPER; KISKER, 2012). Ap0s varias proteinas de vigilancia detectarem
e confirmarem o dano, o fator de transcricdo IIH (TFIIH) é recrutado para o DNA
danificado e, apés a confirmacéo de uma lesé@o, o TFIIH cria uma “bolha” ao redor da
lesdo utilizando suas atividades de ATPase/DNA helicase (PARK et al., 2021)
evitando que a leséo se propague e possa acarretar em doencas genéticas devido um
rearranjo gendémico, como a recombinacdo ilegitima, nos processos de replicacédo

celular.
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7 CONCLUSAO

O dSHS3thKIN teve 98,4% das ressonéancias assinaladas e a resolucao de sua
estrutura tridimensional em solucéo apresentou dois subdominios com arranjos de
barris-p formados por cinco fitas-f cada um e trés regides curtas de a-hélices.

A andlise de hetNOE do dSH3thKIN mostrou que esse dominio apresenta uma
flexibilidade interna reduzida, apesar de ser formado por dois subdominios.
Corroborando com o baixo RMSD obtido entre estrutura em solucao resolvida por
RMN e a estrutura resolvida por cristalografia.

A estabilidade térmica e de pH do dominio revelou uma temperatura de
desenovelamento de aproximadamente 59 °C e uma estabilidade das estruturas
secundarias entre pH 5,5 e 9,5, com uma tendéncia de agregacéao que leva a formacéo
de estruturas agregadas, como amiloides. Além disso, a marcacao do dominio com
vermelho Congo indicou a formagédo de estruturas como amiloide na desnaturagéao
térmica deste dominio. O processo de desenovelamento com agente caotropico do
dSH3thKIN ocorreu de modo reversivel e com o ponto médio de desenovelamento de
aproximadamente 3,8 M de ureia, sugerindo que esse dominio apresenta um
enovelamento independente no contexto da proteina KIN.

A caracterizacdo biofisico-quimica do dominio evidencia uma tendéncia de
agregacao na organizacao de estruturas-p. J4 que o dominio SH3-like em tandem foi
determinado a ser essencial para a formacdo de estruturas agregadas no nucleo
celular, atribuimos a este dominio a funcdo de formar estruturas agregadas, sendo
que os resultados presentes neste trabalho demonstram condi¢cdes em que o dominio
forma um estado agregado, possivelmente amiloide.

As medidas de interacdo do dominio com acidos nucleicos mostraram a seguinte
ordem de afinidade: poli(rG) > poli(rC) > RNA de levedura > poli(rU) > poli(rA) > poli(A)
DNA, indicando que o dSH3thKIN apresenta uma maior afinidade por RNA e bases
de guaninas e citosinas, na ordem de 10’ M. A andlise dos parametros
termodinamicos da ligacdo dSH3thKIN/RNA sugere que embora a associacdo tenha
uma contribuicdo devido a interacdes eletrostaticas, ha um carater de estabilizagédo
por interacdes de curta distancia, ligacdes de H e interacbes de Van der Waals.

Detalhes estruturais sobre o sitio de ligacdo de acido nucleico no dSH3thKIN

revelaram que a interacdo ocorre entre os dois subdominios, sendo A72 e E96, que
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estdo localizados no motivo KOW, e lisinas (K31, K34, K35, K36, K75 e K125)
importantes para a estabilizacdo do complexo. Sugerindo que o dominio poderia
realizar reconhecimento de regides especificas no material genético para inicio do
reparo a dano na sequéncia de &cido nucleico durante a replicacdo, e nao
necessariamente tendo a interacéo dependente de uma regido inteira, como 0 motivo
KOW.
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