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“But still, like air, I’ll rise.”
Maya Angelou em And Still I Rise (1).
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RESUMO

As células estdo sujeitas a processos de regulagdo associados a sobrevivéncia,
crescimento, diferenciacdo e apoptose. Durante o ciclo de proliferacdo celular,
eventuais falhas podem resultar em um crescimento celular descontrolado, levando
ao desenvolvimento de tumores. A via de sinalizacdo MAPK é uma das vias
impactadas por essas alteragdes, com a proteina adaptadora GRB2
desempenhando um papel significativo nesse contexto. A GRB2 é composta por trés
dominios, sendo um dominio SH2 flanqueado por dois dominios SH3 (N- e
C-terminal). Embora as fungdes citoplasmaticas da GRB2 sejam bem conhecidas,
uma nova fungéo foi recentemente observada em vias de reparo de DNA. O reparo
de quebras na fita dupla do DNA é iniciado pela proteina MRE11, direcionando a
recombinagcdo por homologia. Nesse processo, a proteina GRB2 atua como
intermediaria na interagao entre o DNA e a MRE11, utilizando seu dominio SH2, ou
seja, a proteina GRB2, através de se dominio SH2, reconhece a proteina MRE11 e a
conduz para a regiao do DNA danificado e assim, entao, iniciar a via de reparo. No
entanto, até o momento, ndo houve investigagcdes moleculares abordando essa
interacdo. Com o objetivo de compreender a interacao entre o dominio SH2 e o
peptideo MRE11, assim como possiveis interagdes com outras proteinas parceiras,
foram conduzidos experimentos de N-HSQC-NMR. Durante a titulagdo entre o
dominio SH2 e o peptideo MRE11-pY, foram observadas consideraveis mudangas
nos CSP dos residuos de aminoacidos, especialmente no sitio de interagdo |,
apresentando uma conformagao inédita na literatura. Apesar de desafios de
solubilidade, as analises de interacdo entre GRB2-SH2 e MRE11-22 indicaram uma
interacao significativa, conforme evidenciado por um CSP global. Experimentos de
dindmica molecular revelaram uma similaridade na forma de interagcdo entre os
peptideos MRE11-pY e o MRE11-22. Tentativas de interagdo com um peptideo curto
nao fosforilado, MRE11-07, n&o obtiveram sucesso. Experimentos adicionais com
um peptideo hipotético, MRE11-7Y, corroboraram os resultados obtidos para os
peptideos derivados de MRE11. Por fim, nas titulacdes entre GRB2-SH2 e peptideos
derivados da histona H2AX (H2AX-pSpY e H2AX-pS), ndo foram observadas
perturbagdes quimicas, indicando auséncia de interacdo. No entanto, o peptideo
H2AX-pY demonstrou interagcdo, sugerindo que a presenga de uma fosfotirosina é
crucial para a interacédo, enquanto a adicao de uma fosfoserina impede tal interagao.
Esses resultados sugerem novas perspectivas para as fungdes da GRB2 em vias
biolégicas.

Palavra-chave: GRB2, SH2, MRE11, H2AX, RMN.



ABSTRACT

Cells are subject to regulatory processes associated with survival, growth,
differentiation, and apoptosis. During the cell proliferation cycle, potential failures can
result in uncontrolled cell growth, leading to tumor development. The MAPK signaling
pathway is one of the pathways impacted by these alterations, with the adaptor
protein GRB2 playing a significant role in this context. GRB2 is composed of three
domains, with an SH2 domain flanked by two SH3 domains (N- and C-terminal).
Although the cytoplasmic functions of GRB2 are well-known, a new function has
recently been observed in DNA repair pathways. Repair of double-strand DNA
breaks is initiated by the protein MRE11, directing homology recombination. In this
process, the GRB2 protein acts as an intermediary in the interaction between DNA
and MRE11, utilizing its SH2 domain. Specifically, the GRB2 protein, through its SH2
domain, recognizes the MRE11 protein and guides it to the region of damaged DNA
to initiate the repair pathway. However, to date, there have been no molecular
investigations addressing this interaction. To understand the interaction between the
SH2 domain and the MRE11 peptide, as well as possible interactions with other
partner proteins, "N-HSQC-NMR experiments were conducted. During the titration
between the SH2 domain and the MRE11-pY peptide, considerable changes in
chemical shift perturbations of amino acid residues were observed, especially at
interaction site |, presenting a novel conformation in the literature. Despite solubility
challenges, interaction analyses between GRB2-SH2 and MRE11-22 indicated
significant interaction, as evidenced by a global CSP. Molecular dynamics
experiments revealed similarity in the interaction mode between MRE11-pY peptides
and MRE11-22. Attempts to interact with a short unphosphorylated peptide,
MRE11-07, were unsuccessful. Additional experiments with a hypothetical peptide,
MRE11-7Y, corroborated the results obtained for peptides derived from MRE11.
Lastly, in titrations between GRB2-SH2 and peptides derived from histone H2AX
(H2AX-pSpY and H2AX-pS), no chemical shift perturbations were observed,
indicating no interaction. However, the H2AX-pY peptide demonstrated interaction,
suggesting that the presence of a phosphotyrosine is crucial for the interaction, while
the addition of a phosphoserine impedes such interaction. These results suggest new
perspectives for the functions of GRB2 in biological pathways.

Keywords: GRB2, SH2, MRE11, H2AX, RMN.
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1. INTRODUGAO

A proteina Growth Factor Receptor-Bound 2 (GRB2) € um componente chave
nas vias de sinalizacdo intracelular, desempenhando um papel crucial na
transmissao de sinais extracelulares para o interior da célula. Sua importancia é
evidenciada pela sua conservagao evolutiva em organismos, destacando sua fungao
fundamental em processos fisiolégicos essenciais.

A estrutura da GRB2 compreende diversos dominios funcionais, incluindo um
dominio N-terminal SH3, um dominio central SH2 e um dominio C-terminal SH3.
Estes dominios conferem a GRB2 a capacidade de interagir com multiplos parceiros
moleculares dentro da célula, desempenhando papéis variados em diferentes
contextos celulares.

A principal funcdo conhecida da GRB2 é sua participacdo em vias de
sinalizagcdo de receptores tirosina-quinase (RTKs), onde atua como um mediador
entre o receptor ativado e a proteina SOS, desencadeando a ativagado da proteina
Ras e subsequente ativacdo de cascatas de sinalizagdo, como a via MAPK. Além
disso, a GRB2 também esta envolvida em outras vias de sinalizagdo, como a via de
sinalizagao ativada por integrinas e a via de sinalizagdo mediada por citocinas e
mais recentemente vias de reparo de DNA.

No contexto da regulacao do ciclo celular e da diferenciacao celular, a GRB2
desempenha papéis cruciais, influenciando a proliferagao celular, a sobrevivéncia e
a migracao. Alteragdes na expressao ou na atividade da GRB2 foram associadas a
diversas patologias, incluindo cancer, diabetes e doengas cardiovasculares,
destacando a importancia de entendermos os mecanismos de regulagdo dessa
proteina em condigdes normais e patoldgicas.

Considerando sua importancia central nas vias de sinalizagédo celular e seu
potencial como alvo terapéutico, a proteina GRB2 é objeto de estudo em diversos
campos da biologia e da medicina. No contexto especifico desta tese de doutorado,
a GRB2 sera investigada em dois capitulos distintos. No primeiro capitulo, sera
examinada a interacdo entre a GRB2 e peptideos relevantes para a via de reparo de
DNA, proporcionando conhecimentos sobre seu papel na manutengdo da
integridade gendmica. No segundo capitulo, serdo explorados os mecanismos de
enovelamento da GRB2, ampliando nossa compreensdao sobre sua estrutura e

dindmica molecular. Esses estudos contribuirdo para uma melhor compreenséo dos
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processos bioldgicos regulados pela GRB2 e para o desenvolvimento de estratégias

terapéuticas mais eficazes no contexto de doencas relacionadas.
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4. CONSIDERAGOES FINAIS

A analise das interagdes entre proteinas e peptideos é essencial para a
compreensao dos mecanismos de acdo das proteinas nas vias bioldgicas,
fornecendo uma perspectiva molecular do ambiente de ligacdo e seu impacto na
funcao proteica. Este estudo investigou a interagdo entre o dominio GRB2-SH2 e os
peptideos MRE11-pY, MRE11-22 e MRE11-07, derivados da proteina MRE11, bem
como os fosfopeptideos H2AX-pSpY, H2AX-pS e H2AX-pY, derivados da histona
H2AX.

No caso do MRE11-pY, foi observada uma interagdo ndao convencional, com a
fosfotirosina se ligando ao sitio de interagao |, enquanto os residuos pY+1 a pY+5
permaneceram fora do sitio Il. O peptideo MRE11-22 exibiu um comportamento
semelhante ao peptideo MRE11-pY. Experimentos com o MRE11-07 n&o revelaram
interagdes, atribuidas a escassez de residuos e a auséncia de tirosina fosforilada.

Quanto aos fosfopeptideos H2AX-pSpY e H2AX-pS, nédo foram observadas
perturbagdes significativas nos deslocamentos quimicos, sugerindo uma possivel
competicdo entre fosfotirosina e fosfoserina ou um efeito inibitério da fosfoserina na
interacdo com o dominio SH2. No entanto, o fosfopeptideo H2AX-pY demonstrou
uma interagdo notavel, indicando uma preferéncia do dominio GRB2-SH2 por
tirosina fosforilada.

No que diz respeito aos estudos termodinamicos, foi constatado que a
proteina  GRB2 mantém uma consideravel estabilidade estrutural, com uma
temperatura de desnaturacdo em torno de 51-53°C, evidenciando a complexidade
dos processos de desnaturagao térmica. Observou-se a independéncia de dominios
durante a desnaturagdo global, destacando a interagdo significativa entre os
dominios individuais e a importancia das interagdes locais na estabilidade da
proteina.

Este estudo n&o apenas contribui para a compreensao das interagoes
moleculares da proteina GRB2 em diferentes contextos bioldgicos, mas também

estabelece uma base sdlida para investigagdes futuras.
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