UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS
CAMPUS DE BOTUCATU

AGNES ALESSANDRA SEKIJIMA TAKEDA

ESTUDOS ESTRUTURAIS COM A IMPORTINA

Tese apresentada ao Instituto de
Biociéncias, Campus de Botucatu,
da Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho”, UNESP,
para obten¢@o do titulo de Doutor
no Programa de pos graduacdo em
Ciéncias Bioldgicas, éarea de
concentracdo: Genética.

BOTUCATU - SP
2009



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS
CAMPUS DE BOTUCATU

AGNES ALESSANDRA SEKIJIMA TAKEDA

ESTUDOS ESTRUTURAIS COM A IMPORTINA

Tese apresentada ao Instituto de
Biociéncias, Campus de Botucatu, da
Universidade Estadual Paulista “Julio
de Mesquita Filho”, UNESP, para
obtengdo do titulo de Doutor no
Programa de pds graduagdo em
Ciéncias  Biologicas, 4area de
concentracdo: Genética.

Orientador: PROF. ADJUNTO MARCOS ROBERTO DE MATTOS FONTES

BOTUCATU — SP
2009



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAO TECNICA DE AQUISICAO E TRATAMENTO
DA INFORMACAO
DIVISAO TECNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTACAO - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP
BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: SELMA MARIA DE JESUS

Takeda, Agnes Alessandra Sekijima.
Estudos estruturais com a importina / Agnes Alessandra Sekijima Takeda.
— Botucatu : [s.n.], 2009.

Tese (doutorado) — Universidade Estadual Paulista, Instituto de Biociéncias
de Botucatu 2009

Orientador: Marcos Roberto de Mattos Fontes
Assunto CAPES: 20205007

1. Biofisica molecular 2. Bioquimica
CDD 575

Palavras-chave: Cristalografia de raios-X; Importag@o nuclear; Importina-a;
Ku70; NLS; TMNLS; T52NLS




AGRADECIMENTOS

Ao Professor Adjunto Marcos Roberto de Mattos Fontes, pela orientagdo, confianca,
paciéncia e experiéncia transmitida ao longo desse projeto.

A Fundagdo de Auxilio a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP), pela
concessdo da bolsa de doutorado direto (proc. 04/04659-8).

Ao Professor Doutor Bostjan Kobe e equipe, na Universidade de Queensland,
Australia, pela colaboracdo, propiciando condigdes para o aprimoramento de técnicas,
com o desenvolvimento de parte desse trabalho em seu laboratério.

Aos Professores Adjuntos Paulo Eduardo Martins Ribolla e Ivan de Godoy Maia pela
confianga, disponibilizando infra-estrutura de seus laboratérios para que a maior parte
do projeto fosse realizada no Instituto de Biociéncias.

Ao Doutor Antonio Sérgio Kimus Braz pela colabora¢do e paciéncia para ensinar
técnicas de laboratorio.

Aos colegas e amigos dos departamentos de Fisica e Biofisica e Genética do Instituto
de Biociéncias de Botucatu, UNESP, pela cooperagdo, troca de conhecimentos,
tristezas e muitos risos.

Aos amigos sempre presentes em pensamento e coragio.

Aos meus pais, Nobuko Sekijima Takeda e Agé€o Osamu Takeda e irmao, Alex Keith
Sekijima Takeda pelo suporte emocional e financeiro, confianga e paciéncia.



“Joy lies in the fight, in the attempt, in the
suffering involved, not in the victory itself”

Mahatma Gandhi



RESUMO

A Importina-o. (ImpA) participa da via classica de importagdo nuclear reconhecendo
seqiiéncias de localizagdo nuclear (NLS) presentes em proteinas que apresentam atividades
no nucleo. Almejando mais informagdes a respeito do mecanismo de reconhecimento para
importagdo nuclear, nesse trabalho foram efetuados experimentos de expressdo, purificagio e
cristalografia de raios-X da ImpA de Mus musculus com o peptideo NLS da proteina de
reparo de DNA Ku70 e peptideos TMNLS, T52NLS, frutos de bibliotecas de peptideos NLS
especificos para isoformas da ImpA de Mus musculus ¢ Homo sapiens, respectivamente. O
peptideo TMNLS, conforme esperado, ligou-se a ImpA de maneira similar ao NLS do
antigeno T da SV40. J4 o peptideo ndo classico T52NLS, obtido de uma biblioteca de
peptideos NLS para a isoforma 5 de Homo sapiens, acomodou-se ao sitio principal da ImpA
de maneira satisfatoria, indicando que essa seqiiéncia também apresenta afinidade a isoforma
de Mus musculus. Complementar a esse resultado, foi constatada a ligacdo do T52NLS ao
sitio secundario da ImpA e, pela primeira vez, foi observada a ligagdo de um peptideo
monopartido de maneira alternativa, paralela a ImpA, ao contrario da posicdo anti-paralela,
convencional. Surpreendentemente, resultados do complexo ImpA-NLS de Ku70 indicaram-
no como monopartido, e ligando-se a ImpA de maneira similar a versdo fosforilada do
peptideo NLS do antigeno T da SV40. Posi¢des especificas nos sitios de ligacdo foram
confirmadas como essenciais, bem como residuos da ImpA conservados nessas regides,
indicando a importancia das interagdes intermoleculares nesses sitios. Adicionalmente foram
obtidas informagdes relevantes, como a importancia de residuos de prolina nos NLSs e a ndo
obrigatoriedade de regides altamente basicas para o reconhecimento de um NLS pela ImpA.

Palavras-chave: Importina-o, importagdo nuclear, NLS, cristalografia de raios-X, Ku70,

TMNLS, T52NLS.



ABSTRACT

The Importin-a (ImpA) plays a role in the classic nuclear import pathway, recognizing
proteins that contain nuclear localization sequences (NLS), which have activities in the
nucleus. Aiming additional information about the mechanism of nuclear import recognition,
in this work, the expression, purification and X-ray crystallography experiments were
performed with ImpA from Mus musculus and NLS peptides from the DNA repair protein
Ku70 and the peptides TMNLS and T52NLS obtained from NLS peptide libraries specific for
ImpA isoforms of Mus musculus e Homo sapiens, respectively. The peptide TMNLS, as
expected, bound to the ImpA in a similar way to SV40 antigen T NLS. However, the non
classical peptide T52NLS, obtained from a NLS peptide library for isoform 5 of Homo
sapiens, which accomodation into the major site of ImpA was acceptable, showed that this
sequence has affinity to the Mus musculus isoform. There was also the binding of T52NLS in
the minor site of ImpA and for the first time the binding of a monopartite peptide in an
alternative way was observed. It was parallel to the ImpA in spite of the conventional non-
parallel position. Surprisingly the results of the ImpA- Ku70NLS complex indicated the
peptide as monopartite and bounded to the ImpA similarly to the phosphorilated version of
the SV40 antigen T NLS.

Specific positions in the binding sites were confirmed as essentials, and conserved residues of
ImpA in these regions were highlighted, indicating the importance of intermolecular
interactions in these sites. Additional information was obtained like the importance of proline
residues in NLS sequences and the non-mandatory highly basic regions for a NLS
recognizing by ImpA.

Keywords: Importin-a,, nuclear import, NLS, X-ray crystallography, Ku70, TMNLS,

T52NLS.
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ARM — Motivo do tipo armadillo.

CAS - exportina Cellular apoptosis susceptibility.
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cMyc — fator de transcri¢do, cuja mutagdo ou super expressdo freqiientemente leva ao cancer.

CN - versdo fosforilada do peptideo do NLS de SV40.
Cdc2 — Proteina ciclina.

CK2 — Proteina quinase.

D.O. — Densidade otica.

DNAse — Desoxirribonuclease.

DTT - Dithiotreitol.

GTP — Guanosina trifosfato

IBB —Dominio de ligag¢@o a importina beta; dominio auto inibidor.

ImpA — Importina o.

ImpA (70-529) —Importina-a truncada N-terminal.
ImpB —Importina-f3.

IPTG — Isopropil-beta-D-tiogalactopiranosideo.
Ku70 — Proteina que participa do reparo de DNA.
LB — Luria Bertani (meio de cultura).

MgCl; — Cloreto de magnésio.

NN, — Proteina ligadora de histona.

NLS — Seqiiéncia de localizag@o nuclear.

NPC — Complexo do poro nuclear.

Nup50 — Proteina nucleoporina.

P;-Ps — Posicdes do sitio de ligagdo principal da importina-o. .

P,'-P,' - Posig¢des do sitio de ligagdo secundério da importina-a..

pCN — Versao nao fosforilada do peptideo do NLS de SV40.
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PLSCRI — Proteina Phospholipid scramblase 1, responsavel pela translocacdo de lipideos de

membrana entre as camadas.

PMSF - Fluoreto de Fenilmetilsulfonil.

Ran BP1 — Guanosina trifosfato BP1

Ran GAP — Guanosina trifosfato GAP

Ran GTP — Guanosina trifosfato Ran

RB — Proteina retinoblastoma.

RNAse — Ribonuclease.

S, — Sitio de ligagao principal.

S, — Sitio de ligagdo secundario.

SV40 — Antigeno T do virus simio 40.

SV40P- Versao fosforilada do peptideo do NLS de SV40.
T52NLS - peptideo especifico para ImpA de H.sapiens, isoforma 5.
TCEP — Tris-[2-carboxietil]-fosfina.

TMNLS - peptideo especifico para ImpA de M. musculus, isoforma 2 .
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1. INTRODUCAO

1.1. Importacao para o niucleo celular dependente da importina.

A manuteng¢do das atividades de uma célula eucarionte ¢ dependente de uma intensa
comunicac¢do entre nucleo e citoplasma. A replicacdo do DNA e a transcricdo do RNA sdo
separadas da sintese protéica e sistemas metabdlicos do citoplasma através do envoltorio
nuclear (COOK et al., 2007). Essa segregacdo permite uma regulacdo precisa de processos
celulares como expressdo génica, sinalizagdo celular, e ciclo celular por meio do transporte
bidirecional entre nucleo e citoplasma. Essa separacdo fisica, entretanto, requer maquinario
molecular para o transporte dessas moléculas de uma interface a outra (LANGE et al., 2007).

Complexos de poro nuclear (nuclear pore complexes, NPCs), inseridos na bicamada
lipidica nuclear, s3o os Unicos sitios de intercdmbio entre o nucleo e citoplasma. Eles
provéem um canal de difusdo de 8 a 10 nm para ions e para proteinas pequenas e neutras.
Para maior parte do transporte de macromoléculas, geralmente apresentando mais de 40k Da,
héa dependéncia de mediadores para passarem para o niicleo (SOROKIN et al., 2007).

O ciclo de importacdo nuclear tem como base uma série de interagdes coordenadas,
que precisam de constante regulacdo. Sinais especificos contribuem para o controle desses
eventos, dentre os quais as seqiiéncias de localizag¢do nuclear (NLS) (STEWART, 2007).

O processo de importagdo das proteinas com NLS pode ser dividido em varias etapas
(Figura 1). Inicialmente, no citoplasma, a importina-f§ (ImpB) liga-se a importina-o. (ImpA)
deslocando o dominio auto-inibitério (Importin beta binding - 1BB) (KOBE, 1999) da

mesma. Apos a formagdo do heterodimero (importina-o/f3), ocorre a ligagdo da proteina a ser
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importada, via reconhecimento do NLS (IMAMOTO et al., 1995; GORLICH et al., 1995). A
ImpB entdo, ancora o complexo aos filamentos citoplasmaticos do NPC e ocorre o transporte
através do poro em virtude dessas interagdes (GORLICH et al., 1996; MOORE & BLOBEL,
1993).

No nucleo, o complexo proteina-substrato desacopla-se devido a ligagdo da proteina
GTPase Ran (Ran-GTP) na subunidade P da importina, alterando sua conformacgdo e
liberando o IBB da ImpA. Esse dominio entdo passa a competir com a NLS da proteina
importada promovendo uma diminui¢do de afinidade da carga, facilitando a liberacdo da
mesma em virtude do mecanismo auto-inibitério (KOBE, 1999). Uma otimiza¢do do
processo de desacoplamento da carga e reciclagem da ImpA ocorre com auxilio da
nucleoporina Nup50, que liga-se a uma das regides de ligacdo do NLS e uma por¢do C-
terminal da importina, em virtude de maior afinidade com a mesma (MATSUURA &
STEWART, 2005).

A reciclagem de ambas as subunidades o e P da importina ocorre de maneira
independente através do NPC (GORLICH et al,, 1996; MOORE & BLOBEL, 1993).
Enquanto a ImpB volta para o citoplasma na forma de complexo com a RanGTP, a ImpA ¢
exportada ativamente ao formar um complexo com a exportina CAS (Cellular apoptosis
susceptibility) complexada a RanGTP. A CAS, com uma afinidade maior que o Nup50,
remove-o da ImpA (MATSUURA & STEWART, 2005) e, formando o complexo ImpA-
CAS-RanGTP, segue rumo ao citoplasma.

Uma vez de volta ao citoplasma, a RanGAP e RanBP1 (que removem RanGTP da
ImpB), estimulam a hidrélise do GTP ligado a Ran da ImpB e CAS. Dessa maneira, ocorre

liberag@o das importinas para um novo ciclo (STEWART, 2007).
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Figura 1 - Modelo para um ciclo de importa¢do de proteinas nucleares dependente da importina, de

acordo com STEWART, 2007.

1.2. Seqiiéncias de localizacio nuclear (NLS).

As NLS sdo seqiiéncias localizadas comumente na por¢do C-terminal das proteinas
que por si sO sdo suficientes para designar uma proteina a ser importada para o nucleo
(DINGWALL et al., 1982). Os sinais melhor caracterizados sdo denominados classicos
(cNLS), apresentando um ou mais grupos de aminoécidos bésicos, em que duas classes
podem ser destacadas. As cNLS monopartidas apresentam como consenso, até o presente
momento, a seqiiéncia K/RKXR/K sendo exemplificada pela NLS do antigeno T do virus
simio 40 (SV40), **PKKKRRV'*? (LANFORD & BUTEL, 1984; LANFORD et al.,1986); e

as cNLSs bipartidas, apresentando como consenso KRX10-12KRXK e exemplificada pela
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NLS da nucleoplasmina, 'KRPAATKKAGQAKKKK'’ (DINGWALL & LASKEY,
1991).

Contudo a presencga exclusiva de cargas positivas ndo satisfazem completamente o
reconhecimento de um NLS e defini¢do de uma seqiiéncia consenso precisa. Residuos
hidrofébicos em posi¢des especificas, como verificado no NLS de c-Myc, (CONTI &
KURIYAN, 2000), bem como residuos que conferem maior mobilidade as NLS, parecem
fatores que contribuem para o reconhecimento e afinidade das NLS (CHEN et al., 2005).

Além desses parametros, foi constatada que a ligagdo da ImpA a diferentes NLSs
pode ser modulada pela fosforilagio da proteina (JANS et al., 1991; JANS & HUBNER,
1996), e pela interagdo com outras proteinas citoplasmaticas (NADLER et al., 1997). O
mecanismo de fosforilagdo entdo, pode acentuar ou inibir o transporte nuclear dependente de
NLSs. Sendo assim, este mecanismo tem-se mostrado como o principal no controle do
transporte nuclear de muitas proteinas, fato que parece ser comum as células de eucariontes,

desde organismos unicelulares até mamiferos (JANS et al., 1991; JANS & HUBNER, 1996).

1.3. Estruturas cristalograficas da Importina-a.

1.3.1. Arquitetura.

A importina-o. (ImpA) ¢ responsavel pelo reconhecimento inicial da proteina a ser
importada. Apresenta aproximadamente 60 kDa e consiste de dois dominios funcionais. Um
pequeno dominio N-terminal bésico (chamado de dominio IBB) denominado o sitio de
ligagdo da subunidade f da importina (GORLICH et al.,1996; MOORE & BLOBEL, 1993);

e o dominio de ligagdo de NLS (KOBE, 1999), que compreende a maior parte da proteina,
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consistindo de dez motivos repetidos denominados de motifs “armadillo” (ARM) (GORLICH

et al., 1994) (Figura 2).

Figura 2 —Representagdo em diagrama de fitas da estrutura da ImpA (PDB-1IAL)

elucidada por Kobe, em 1999. Em destaque encontram-se os motivos ARM e o dominio IBB.

Os motivos ARM apresentam trés hélices alfa, denominadas H;, H, ¢ Hs; (KOBE,
1999) compostas por cerca de 40 residuos. As repeticdes apresentam em torno de trinta graus
de rotagdo entre si, resultando em uma molécula alongada e torcida. As hélices H3 da por¢cdo
concava da molécula apresentam residuos de triptofano e asparagina conservados, cercados
por residuos acidos, o que confere sitios de ligagdo com caracteristicas hidrofébicas e
eletrostaticas (CONTI & KURIYAN, 2000).

Duas regides de ocupagdo por NLS foram determinadas e denominadas sitio principal
(S1) e secundario (S;). O primeiro € caracterizado por apresentar arcabougos entre ARMS 1 a
4, que definem as posi¢des P; a Ps ocupadas por um NLS. O segundo sitio, que compreende
ARMS 6 a 8, apresenta regides de ligacdo similares as de S;, o que possibilitou a
denominacdo das posi¢des P;” a P4> como regides de ocupag@o por NLS em S,. Ambas sdo
importantes para reconhecimento de NLS, em que o S; tem prioridade de liga¢do em relacdo

a S,. (FONTES et al., 2000) (Figura 3).



18

Figura 3- Posi¢des de ligacdo na ImpA nos sitios principal (ARM 2-4) e secundario (ARM 5-8),
conforme FONTES et al., 2000. Residuos de acido aspartico e glutdmico (vermelho), triptofano
(verde), arginina (azul) e asparagina (roxo) da ImpA que constituem as regides de ligacdo, encontram-
se em destaque para defini¢cdo das posi¢cdes P1-P6 no sitio principal e P1’-P4’ no sitio secundario.

1.3.2. Estruturas nativas.

A estrutura truncada (88-530) da ImpA de levedura foi resolvida por Conti e
colaboradores, no final de 1998 (CONTI et al., 1998). Essa primeira estrutura foi elucidada
na forma de dimero, que inicialmente foi proposto como mecanismo pelo qual a ImpA
participasse da importag@o nuclear.

Posteriormente, a primeira estrutura cristalografica da ImpA de mamiferos foi
resolvida em 1999 (KOBE, 1999). Essa, além de apresentar a ImpA na forma monomérica,
revelou um pseudo-NLS formado pelo préprio N-terminal da ImpA (dominio IBB) atuando
como um auto-inibidor. Desta maneira, foi comprovado que a ImpA consiste de dois
dominios estruturais e funcionais. Conforme descrito anteriormente, ha um dominio formado

pela porcdo N-terminal, basico e curto (70-80 aminoacidos), com caracteristicas que
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permitem a ImpA de atuar como auto-reguladora, além de apresentar seqiiéncia capaz de
ligar-se a importina-f. O outro dominio, constituido por repeti¢cdes tipo armadillos, é o
grande dominio de ligacdo de proteinas que contém a seqiiéncia NLS a serem transportadas.
No final de 1999 outros dois grupos publicaram as estruturas, elucidadas por
cristalografia, da importina-p ligadas ao dominio IBB (CINGOLANI et al., 1999) e a

proteina Ran-GTP (VETTER et al., 1999).

1.3.3. Estruturas complexadas com NLS.

Além da estrutura nativa da ImpA de Saccharomyces cerevisae foi descrita a estrutura
(feita por técnica de soaking) dessa proteina ligada com o peptideo NLS SV40. Nesta
estrutura, o peptideo de SV40 liga-se em dois sitios (CONTI et al., 1998). Este
reconhecimento independente de duas regides carregadas positivamente foi interpretado
como um mecanismo para reconhecimento dos NLSs bipartidos que poderia interagir
simultaneamente em ambos os sitios. Essa hipdtese foi sustentada pela distancia entre os dois
sitios, consistente com 10-12 aminoacidos, que € o nimero de residuos encontrados em NLSs
bipartidos.

Em 2000, foram elucidadas as estruturas cristalograficas dos complexos de ImpA com
peptideos NLS monopartido de SV40 e do NLS bipartido da nucleoplasmina (FONTES et al.,
2000). Simultaneamente foi publicada uma estrutura de ImpA de levedura ligada a NLS
bipartida (nucleoplasmina) e a um peptideo monopartido (c-Myc humano) (CONTI &
KURIYAN, 2000) Esses dois artigos demonstraram a forma de ligagdo dos NLSs com a
importina-o., que se da por residuos invariantes presentes nas hélices Hsz dos armadillos, além

de seqiiéncias que flanqueiam essas hélices na por¢do C-terminal. As cadeias laterais desses
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residuos formam sitios de liga¢do para longas e extensas cadeias laterais, em que as posi¢des
denominadas P, e Ps apresentam maior afinidade para ligagdes no sitio de ligagdo principal, e
as posi¢des P;’ e P,’ no sitio de ligagdo secundario (Figura 3).

Em 2001, maiores informacdes estruturais relevantes a esta area foram adicionadas
como a demonstragdo do estado monomérico da proteina, com a confirmagdo da auto-
inibigdo por meio do peptideo IBB e com a quantificacdo do processo (CATIMEL et al.,
2001). Em 2003, foi publicado o artigo das estruturas dos complexos da ImpA e os peptideos
RB e NNy, no qual foram obtidas mais informag¢des a respeito da ligacdo da regido do /inker
e do sitio secundério dos NLSs bipartidos (FONTES et al, 2003a).Nesse mesmo ano também
foi publicado um artigo das estruturas de NLSs fosforilados, que inclui ensaios de constantes
de ligagdo (FONTES, et al. 2003b), em que sdo descritas as estruturas da ImpA complexada
com os peptideos correspondentes as versdes fosforiladas (peptideo pCN) e ndo fosforiladas
(peptideo CN) do peptideo do NLS de SV40 T-antigeno. Nesse artigo ¢ demonstrado que a
interacdo do dominio N-terminal com o sitio basico dos NLSs tém uma importancia
fundamental para a modulagdo do reconhecimento dos NLSs pela ImpA, porém nestas
estruturas ndo foram localizados os residuos correspondentes ao sitio de fosforilagdo dos
NLS.

A estrutura da ImpA com o peptideo NLS ndo classico PLSCR1 (Phospholipid
scramblase 1) foi elucidada em 2005. Esse NLS apresenta poucos residuos carregados
positivamente, entretanto a sequéncia € rica em residuos hidrofobicos. Além da ocupacdo das
posicdes correspondentes ao sitio de ligacdo principal, foram detectadas interagdes de
residuos do peptideo NLS com residuos conservados da ImpA posicionados proximos ao N-
terminal na proteina. Nesse mesmo artigo, ensaios em vivo indicaram que residuos de lisina,

ocupando a posi¢do P, ndo parecem ser essenciais a esse NLS, ao contrario do constatado
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por experimentos anteriormente realizados (CHEN et al., 2005).

Estudos estruturais a respeito do retorno da ImpA para o nucleo, efetuados em 2005,
demonstraram que residuos da posi¢do N-terminal da nucleoporina Nup50, substituem o
NLS, facilitando o desprendimento da proteina sinalizada com a ImpA, por interagir com um
dos sitios de ligacdo a NLS e com residuos do C-terminal da ImpA (MATSUURA &
STEWART, 2005).

Embora informagdes tenham aumentado a respeito do processo de importagdo
nuclear, muitas ainda precisam ser adicionadas nesse processo, principalmente no que se
refere ao reconhecimento das NLS, pois a grande maioria das estruturas de complexos
elucidados utiliza NLSs denominados classicos e apenas uma isoforma de ImpA. Pouco se
sabe sobre ainda sobre NLSs ndo classicos, bem como diferenciagdo do reconhecimento das

NLS por diferentes isoformas.
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2. OBJETIVOS.

Esse trabalho tem como intuito prover maiores informagdes sobre o reconhecimento

de seqiiencias de importagdo nuclear (NLS), a partir de estudos cristalograficos da Importina-

o de Mus musculus com peptideos NLS. Dessa maneira, tem-se como objetivos :

A expressdo da Importina-o de Mus musculus empregando a Escherichia coli

como sistema de expressdo heterdlogo;

Purificagdo da proteina recombinante adequada aos experimentos de co-
cristalizacdo;
Efetuar experimentos de co-cristalizagdo da ImpA com peptideos NLS, para coleta,

processamento de dados de difragdo de raios-X e elucidacdo das estruturas;

Avaliar a estereoquimica da ImpA e peptideos NLS, bem como suas interagdes

intermoleculares;

Comparar dados estruturais obtidos com os disponiveis em literatura e definir

posi¢des essenciais para o reconhecimento de NLSs pela ImpA.
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3. MATERIAIS E METODOS.

Estudos estruturais
O fluxograma da figura 4 representa, de maneira simplificada, as etapas para

resolugdo de uma estrutura protéica por difragao de raios-X (DRENTH, 1994).

Clonagem, expressido e produgdo da

, .
nroteina alvo recombinante
ProtTmoary O T orioanTte

Obtengdo de cristais convenientes para
difracdo de raios-X

Coleta de dados de difracdo de
raios-X

Processamento dos dados de difracdo de
raios-X e caracterizacdo inicial dos cristais

Resolugdo do problema das fases
pelo método da Substituicdo Molecular

v

Refinamento/Modelagem

Ardlicad

Modelo final

Figura 4 - Etapas para resolu¢do de uma estrutura protéica por difracdo de
raios-X de maneira simplificada.
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3.1. Expressio de importina-a truncada (70-529).

Para a expressdo em larga escala da importina a truncada (70-529) foi usado o vetor
pET-30a (Novagen) contendo o cDNA da importina de M. Musculus, isoforma 2, cedido por
nosso colaborador, Prof. Kobe da Universidade de Queensland, Australia. Optou-se pela
forma truncada para evitar competi¢des entre os peptideos NLS e o dominio auto-inibitorio
da proteina, bem como o emprego do pET-30a para permitir a purificagdo da proteina
recombinante por cromatografia de afinidade (TEH, 1998).

Bactérias E.coli, linhagem BL21(DE3) pLysS, foram transformadas com o vetor
fornecido e os clones selecionados em meio LB so6lido contendo antibidticos kanamicina (50
ug/mL) e cloranfenicol (100 ug/mL), a 37°C. As coldnias selecionadas foram submetidas a
testes de indug¢do com IPTG (Isopropyl-B-D-Galactoside) e variagdo da temperatura entre 30
a 25°C. Colonias que se mostraram promissoras ou seja, apresentaram boa indugdo, foram
armazenados a -80°C, em meio LB liquido e glicerol.

Com base no protocolo descrito por Teh e colaboradores, (TEH et al., 1998), para
expressdo em larga escala, bactérias foram inoculadas em meio LB liquido contendo 50
ug/mL de kanamicina ¢ 100 ug/mL de clorafenicol, e em seguida incubadas por 12 horas a
37 °C sob agitagdo constante. Posteriormente, cerca de 10 mL desse pré-indcuo foi
transferido para 1 L de meio LB contendo os agentes de sele¢do e as bactérias cresceram a
temperatura de 37 °C até alcangar absorbancia Agy = 0,5 a 1,0.

Uma aliquota de 1 mL foi separada para controle e ao restante foi adicionado 1 mM
IPTG, levando a inducdo da expressdo da proteina de interesse a 30 °C. Apds 4 horas de
inducdo, as células foram coletadas por centrifugacdo. e ressuspensas em 50 mL de tampao

(20 mM Hepes pH 7.0, 500 mM NaCl, 1 mM MgCl,, 5 mM imidazol) contendo inibidores de
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protease (1 ug/ml aprotinina, 1 ug/ml leupeptina, 1 ug/ml pepstatina, 1 mM PMSF, 0.1 mM
TCEP), lisozima (1 mg/ml) além de (10u/ml) DNAse ¢ RNAse. Com o rompimento das
células pela atuacdo da lisozima, seguida de centrifuga¢do do extrato total da bactéria, as
proteinas soluveis, dentre as quais a proteina recombinante contendo a cauda de histidina,

estavam prontas para purificagdo.

3.2. Purificacdo por cromatografia liquida.

O extrato de E.coli contendo a proteina recombinante (ImpA) foi purificado por
cromatografia de Afinidade com o emprego da coluna pronta HiTrap (GE Healthcare),
contendo 5ml resina de Niquel-agarose, a qual foi acoplada a um cromatografo e submetida a
fluxo continuo de 0,5 ml/min de solu¢do tampao A (20 mM Hepes pH 7.0, 1 M NaCl, 15 mM
imidazol) para equilibrar a resina. Posteriormente a amostra foi aplicada com fluxo e pressio
controlados, e a lavagem da resina foi reiniciada com o mesmo tampao para remover material
que tenha se ligado inespecificamente.

Permanecendo a proteina recombinante acoplada ao niquel na resina, o tampao foi
trocado para o tampao B (20 mM Hepes pH 7.0, 500 mM NaCl, 150 mM imidazol) contendo
maior concentragdo de imidazol. Dessa maneira a competicdo do imidazol com a cauda de
histidina, presente na proteina recombinante, pela interacio com o niquel promoveu o
desprendimento da proteina com a resina e permitiu a coleta da amostra purificada.

Apds a etapa de purificacdo por cromatografia de afinidade, dois testes para
otimizagdo da purificacdo foram efetuados. No primeiro, a amostra foi submetida a uma

cromatografia de filtracdo em gel (Superdex 200- GE Healthcare), com emprego do tampao
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C (20 mM TrisHCI pH 8,0, 100 mM NaCl). As fracdes contendo a ImpA foram coletadas e
concentradas em Centricon-30 (Millipore).

No segundo experimento para otimiza¢do da amostra foi efetuada uma cromatografia
de troca i6nica em virtude de possiveis interagdes entre a proteina recombinante e peptideos
provenientes do sistema de expressdo, precedida de uma didlise da amostra em tampao C,
condi¢do em que a amostra permanece estavel.

A amostra foi aplicada e imobilizada na coluna catidnica (resource Q- GE
Healthcare), previamente equilibrada com o tampdo C. Apds uma segunda passagem do
tampao C para remog¢do de moléculas que ndo interagiram com as cargas das resinas, efetuou-
se a eluicdo da ImpA empregando-se um gradiente de NaCl, até atingir 2 M do sal tampao D
(20mM TrisHCI pH 8,0, 2,0 M NaCl). A concentracdo de NaCl foi mantida constante a
medida que a leitura a 280 nm do cromatografo indicava o desprendimento de material da
coluna. Dessa maneira, a ImpA foi separada de outras impurezas com o minimo de sal
possivel.

Uma nova didlise foi efetuada em tampao E (20 mM TrisHCI pH 8,0, 100 mM NaCl,
100 mM DTT), para diminui¢do da concentragdo salina na amostra, o que poderia interferir

em futuras cristalizacdes.

3.3. Peptideos NLS.

Foi observada, por meio de dados cristalograficos, a interacdo de diversos NLSs nos
sitios de ligacdo da ImpA (FONTES et al., 2000). Além da variag¢do da interacdo dos NLSs

com uma mesma forma da ImpA, sabe-se da existéncia de isoformas de ImpA em um mesmo
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organismo, as quais apresentam preferéncias por diferentes NLSs bem como diferentes
padrdes de expressdo (KOHLER,1999).

Com base na interagdo da ImpA com o peptideo monopartido SV40 e por meio do
desenvolvimento de bibliotecas de peptideos, colaboradores do Prof. Kobe identificaram
peptideos especificos para ImpA de Mus musculus, isoforma 2 (TMNLS) e Homo sapiens,
isoforma 5 (T52NLS), cujas afinidades foram determinadas por ensaios de ELISA,
comprovando a afinidade desses peptideos as suas respectivas isoformas (YANG,2008).

Esses peptideos foram desenhados tendo como base residuos do antigeno T SV40
flanqueando a regido degenerada a partir da qual seqiiéncias de NLS promissoras pudessem
ser obtidas (GSEFESPXXXXXXEA, onde X representa qualquer residuo, exceto cisteina e
triptofano).

Além da sintese desses peptideos, durante o trabalho desenvolvido no laboratério do
Prof. Kobe, buscou-se novos NLS descritos em literatura para maiores estudos. Foi
selecionado para sintese o NLSs de Ku70, proteina que participa do reparo e transcri¢do de
DNA, dependente da integridade de seu NLS para ser transportado para o nucleo (KOIKE, et
al. 1999). Para a sintese desse peptideo, foram adicionados residuos a extremidade do NLS,
de acordo com o seqiienciamento da proteina Ku70 de H.sapiens, para garantir integridade
dos mesmos, bem como melhor interacdo com a ImpA, uma vez que extremidades costumam
apresentar maior grau de mobilidade, observando-se menor ocupagao.

Na Australia, todos os peptideos foram sintetizados pela Auspep, com pureza superior a 95%

(Figura 5).
TMNLS GSEFESPFKKKRREA
T52NLS GSEFESPIGKATREA
Ku70 EGKVTKRKQDDEGSTSKKPKVE

Figura 5 — Peptideos selecionados para experimentos de co-cristalizacao.
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3.4. Cristalizacio da importina-a truncada (70-529).

Duas amostras de ImpA foram obtidas. A primeira, resultante de purificacdo por
cromatografia de afinidade, seguida de cromatografia de gel filtragdo foi concentrada a 17,3
mg/ml. A segunda, proveniente de uma purificagdo por cromatografia de afinidade, seguida
de cromatografia de troca idnica, foi concentrada a 19 mg/ml. Ambas foram concentradas
utilizando um Centricon-30 (Millipore) e armazenada a -20°C.

Empregando-se o método da matriz esparsa (JANCARIK & KIM, 1991) no sistema
hanging drop (figura 6), a condi¢do de cristalizagdo foi otimizada, obtendo-se cristais
nativos. Apds constatada a viabilidade da amostra, experimentos de co-cristalizagdo com
peptideos NLS foram executados. As condi¢des de cristalizagdo foram obtidas com base na
variacdo de parametros de cristalizagdo os quais resultaram em estruturas com presenca de

peptideos NLS (FONTES, 2000, 20032, 2003b).

proteina+solugdo
laminula \
. ___— graxa de vacuo

-

il
(ol [m:]‘,w....

esenoirsontion — 1 solucdo de precipitante
concentrado + tampao

Figura 6 — Método para cristalizagdo: hanging drop (gota suspensa). Imagem obtida

do catalogo da empresa Hampton Research.

Os melhores cristais foram obtidos por co-cristalizagdo, (Figura 6)
(MCPHERSON,1982), onde uma gota constituida por 1 ul da solug¢do de proteina, 0,5 ul da

solugdo do peptideo (15 mM, em que estimou-se a propor¢do de 5 moléculas de ligante p/ 1
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de proteina), ¢ 1 ul da solug¢do do reservatdrio foi suspensa sobre um reservatorio contendo
0,5 ml de solugdo de 0,65 a 0,70 M de citrato de sddio como agente precipitante; 0,1 mM de
citrato de sddio, pH 6,0 como tampao e 10 mM de DTT como aditivo (Tabela 1).

Esses sistemas fechados foram mantidos sob temperatura constante e cristais

cresceram apos 15-20 dias.

Tabelal -Variagdes de concentrag@o de agente precipitante

Citrato de Sddio

pH6,5 ou 6,0 DTT Citrato de Sodio
0,50 M
0,60 M
0,IM 10 mM
0,65 M
0,70 M

3.5. Coleta e processamento de dados de difracdo de raios-X.

Os cristais nativos provenientes da amostra submetida a filtragdo em gel foram
coletados com um comprimento de onda de 2,0A a 100 K em 4nodo rotatério Rigaku,
detector RAXIS IV e sistema de resfriamento no Imstitute of molecular Biology —
Universidade de Queensland- Brisbane —Australia.

Cristais nativos da ImpA truncada (70-529) purificada por troca i6nica, bem como
os da ImpA crescidos na presenca dos peptideos NLS coletados no Laboratdério Nacional de
Luz Sincrotron (LNLS-Campinas), submetidos a raios-X (A=1.46A), montados em loops de

nylon e mantidos em fluxo de nitrogénio gasoso a 100K (Oxford Cryosystems®).
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Em todos os experimentos houve necessidade de glicerol, a 25% (v/v), como
crioprotetor adicionado as condigdes da solugdo-mde, ( para evitar a formacgdo de gelo
durante coleta.

Imagens foram coletadas e convertidas em dados digitais pelo detector da placa de
imagens MarCCD (MarResearch). Os programas DENZO e SCALEPACK do pacote
HKL2000 (OTWINOWSKI & MINOR, 1997) foram utilizados para o processamento dos

dados coletados.

3.6. Elucidacio, refinamento e modelagem da estruturas de ImpA nativas.

Optou-se para resolug@o das estruturas nativas por sintese de Fourier (MCREE,1993),
pois os cristais da ImpA eram isomorfos entre si. Um refinamento de corpo rigido utilizando-
se as coordenadas da ImpA truncada (70-529) , co-cristalizada com peptideo NLS bipartido
da proteina RB (FONTES et al. 2003a) (PDB niimero 1 PJM), com posterior refinamento das
estruturas dos atomos e do fator de temperatura das estruturas foi realizado. Todos os ciclos
de refinamento, de posicdo e do fator de temperatura efetuados, foram executados com
programa CNS (BRUNGER et al., 1992).

Entre os ciclos de refinamento, mapas de densidade eletronica 3|Fobs|-2|Fc| foram
gerados, possibilitando a execucdo de eventuais corregdes nas posi¢des dos residuos da

estrutura e a insercdo dos ligantes, com auxilio do programa “O” (JONES et al., 1990).
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3.7. Elucidagio, refinamento e modelagem da estruturas de ImpA complexadas com

peptideos NLS.

Os cristais dos complexos foram elucidadas por substituicdo molecular, utilizando-se
o programa AMoRe— Automated Package for Molecular Replacement (NAVAZA,1994) e o
arquivo de coordenadas 1PJM.(FONTES, et al.2003a). Apos obten¢do dos arquivos contendo
fatores de estrutura, foram executados refinamento de corpo rigido, seguidos da geracdo de
mapas de densidade eletronica. O aplicativo Coot (EMSLEY & COWTAN, 2004) foi
utilizado para visualizagdo e modelagem das estruturas.

Todos os ciclos de refinamento de posi¢do, de fator de temperatura, e adicdo de
moléculas de dgua aos modelos foram executados com o programa Refmac (MURSHUDOV
et al.,1997). Entre os ciclos de refinamento foram gerados mapas de densidade eletronica
com coeficiente 2 | Fops |- |[Featc | € 3 | Fobs |-2 [Fearc | para que as corre¢des manuais de posi¢do
dos aminoécidos e verificagdo das distancias de ligagdo das moléculas de d4gua pudessem ser

feitas.

3.8. Analise das estruturas.

Para garantir a qualidade e validacdo das estruturas durante todo o processo de
refinamento os modelos foram submetidos a andlises de pardmetros estereoquimicos tais
como distancias e angulos entre as ligagcdes quimicas (angulos ¢ e { dos aminoacidos da
ligacdo peptidicas, interagcdes de van der Waals para atomos ndo-ligados, com auxilio do
programa PROCHECK (LASKOWSKI, 1993).

Além disso, interagcdes hidrofdbicas, pontes de hidrogénio e pontes salinas entre

proteina e peptideos foram identificadas com auxilio do programa LIGPLOT (WALLACE et
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al., 1995). Imagens e figuras de representagdo esquematica das estruturas protéicas foram
geradas tanto pelo programa PyMol (DELANO, 2002) como pelo programa grafico Coot

(EMSLEY & COWTAN, 2004).

3.9. Busca de seqiiéncias nos bancos de dados e alinhamento.

A busca por seqiiéncias representativas para verificar conservacdo de residuos
relacionados ao reconhecimento de NLS da ImpA foi realizada a partir da seqiiéncia de Mus
musculus depositada no PDB (http://www.rcsb.org - c6digolEJY ). No banco de dados do

National Center of Biotechnology Information (NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov ) o

BLASTp foi feito para organismos que pudessem apresentar as sequéncias completas,
atingindo o e-value maximo de le™’. Buscando uma maior representatividade, um tBLASTn

foi feito no The Institute of Genomic Research (TIGR- http://www.tigr.org ), buscando mais

seqiiéncias completas. Por meio do programa FGENESH (http://www.softberry.com) as
seqiiéncias de DNA obtidas no TIGR foram traduzidas. Todas as seqiiéncias utilizadas no
alinhamento com seus respectivos codigos de acesso encontram-se na Tabela 2.

O alinhamento das seqiiéncias foi executado utilizando-se o programa ClustalX
(Thompson et al. 1997), utilizando-se matriz PAM350 penalidade de abertura de gap 10 e

extensdo 0.10. Somente as seqiiéncias completas de Imp-a foram incluidas no alinhamento.



Tabela 2- Codigos de acesso e abreviatura das seqiiéncias empregadas no alinhamento.

Espécie Cadigo de acesso
Caenorhabditis elegans Celef F32E10.4
Cele2 F26B1.3
Agam1 gb|EAA14162.2
Anopheles gambiae Agam?2 gb|EAA01688.3
Agam3 gb|[EAA11775.2
Dmel1 CG4799-PA
Drosophila melanogaster Dmel2 CG9423-PC
Dmel3 CG8548-PA
Drosophila pseudoobscura Dpse1 GA18440-PA
Dpse2 GA21775-PA
Apis mellifera Amel1 ref|XP_395967.2
Amel2 ref|XP_393050.2
Drer1 gb|AAH75790.1
Danio rerio Drer2 emb|CAD43446.2
Drer3 gb|AAS92647 .1
Drer4 ref[NP_001018163.1
Xtro1 gb]AAH81368.1
Xenopus tropicalis Xtro2 ref[NP_001016060.1
Xtro3 ref[NP_001008018.1
Xtro4 gb|AAH63215.1
Ggal1 emb|CAG31134.1
Ggal2 emb|CAG31436.1
Gallus gallus Ggal3 ref[ XP_419770.1
Ggal4 emb|CAG31953.1
Ggal5 emb|CAG31032.1
Mmus1 ref[INP_034785.1
Mmus2 ref[INP_032493.1
Mus musculus Mmus3 ref[NP_032492.1
Mmus4 dbj|BAC32694.1
Mmus5 gb|AAC52450.1
Hsap1 ref[NP_002257 .1
Hsap2 ref[NP_002259.1
Homo sapiens Hsap3 ref[NP_002258.2
Hsap4 emb|CAI20500.1
Hsap5 emb|CAH71948.1
Hsap6 gb|AAH90864.1
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4. RESULTADOS

4.1.Expressiao da importina-o truncada (70-529).

A partir dos estoques de clones armazenados a -80°C, expressdes em larga escala
foram efetuados para obtencdo de amostra em quantidade e qualidade suficientes para

procedimentos seguintes (Figura7).

S — = U — - — —— —

KDA  Nido InduzidoSobrena- Lavagem Eluicio
induzido 4h dante

-

Figura 7- Verificagdo da expressdo e purificagdo da Importina-o. em gel de poliacrilamida 12%
(SDS-PAGE) corado com comassie blue. Nao induzido corresponde ao controle , Induzido 4h
corresponde a indugdo, Sobrenadante corresponde a fragdo soluvel do extrato de E.coli contento
proeteina recombinante de interesse; Lavagem indica parte do extrato bacteriano que ndo ligou-se a
coluna de afinidade. Eluicdo indica a elui¢do da ImpA da coluna de afinidade a Niquel.

Conforme esperado, verificou-se ImpA presente tanto na fragdo soluvel
(sobrenadante) quanto insolivel (pellet), resultante da lise das bactérias, responsaveis pela
sintese da proteina recombinante de interesse (Figura 8). Apenas a fragcdo soluvel do extrato
total foi utilizada na purificagdo, para garantir que a ImpA presente na amostra apresentasse

integridade estrutural, fator essencial para sucesso na obten¢do de dados cristalograficos.
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Figura 8- Verificagdo da purificagdo da ImpA em gel de poliacrilamida a 12% (SDS-PAGE) corado
com Comassie Blue. Sobrenadante corresponde a fragdo soluvel do extrato de E.coli; pellet
corresponde a fracdo insoluvel;purificagnao 1 e 2 correspondem a purificagnao por cromatografia de
afinidade e filtregnao em gel, respectivamente.

4.2.Purificacdo da importina-o truncada (70-529) por cromatografia liquida.

Uma purifica¢do em coluna de afinidade separou a ImpA da maioria das proteinas do
presentes na fragdo solivel do extrato total de E.coli (Figura 9). Em seguida, as fragdes
coletadas foram submetidas a uma purificagdo por gel filtracdo. Fracdes de ambas as
purificagdes foram analisadas em SDS-PAGE a 12% para verificar a pureza das mesmas,
como pode ser observado na Figura 8, colunas indicadas por purificacdo 1 e 2.

Embora aparentemente pura e adequada para cristalizagdo, optou-se por testar também
a troca i0nica como segunda etapa de purificagdo. Dessa maneira, apos a purificacdo por

cromatografia de afinidade, uma amostra de ImpA passou por uma didlise em tampao C,
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condi¢do em que a proteina permanece mais estavel, seguida da purificagdo por troca idnica,
com intuito de remover possiveis ligantes associados a ImpA que pudessem interferir nos

experimentos de co-cristalizacao.
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Figura 9 —Purificagdo da Importina -a por cromatografia de afinidade. Pico na leitura a
280nm indica a eluicdo da ImpA.

A nova amostra foi purificada com gradiente de NaCl de 0 a 2 M, em que a proteina
expressa foi coletada a 300m M de NaCl, em solugdo tampdo 20 mM TrisHCI , pH 8,0
(Figura 9). Em seguida, uma nova dialise foi efetuada em tampao 20 mMTrisHCI pH 8,0, 100

mM NaCl, 100 mM DTT, para viabilizar amostra para cristalizagdes.
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Figura 10- Purificacdo da ImpA por cromatografia de troca ionica. Pico na leitura a 280nm indica a
eluicdo da ImpA.
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4.3.Cristalizacido da ImpA (70-529).

Com intuito de constatar a viabilidade das amostras obtidas, testes iniciais de
cristalizagdo foram efetuados, tendo como base as condigdes descritas por Kobe (KOBE,
1999) (Tabela 2).

A amostra obtida apds cromatografia de gel filtragdo foi utilizada com concentragio
de 17,3 mg/ml. Apos 10 dias a 20°C, verificou-se a formacgdo de policristais em todas as gotas
e apdés 20 dias, observou-se o aumento dos mesmo e crescimento de monocristais.
Monocristais apresentando 0,3 mm, apareceram nas condigdes em pH 6,0, geralmente
associados em feixes (Figura 11) e grande quantidade de precipitado nas gotas, entretanto foi

possivel a separagdo deles para coleta de dados de difracdo de raios-X.

Figura 11 -Cristais da ImpA nativa, obtidos em 0,65M de citrato
de sodio, 1,0M de citrato de sodio, pH 6,0 e 10mM de DTT.
Cristais em torno de 0,7 x 0,2 x 0,2mm
Seguindo o mesmo procedimento para a amostra submetida a troca ioOnica,

concentrada a 19 mg/ml, apos 20 dias a 18°C, cristais de morfologia similar cresceram porém

sem formacgdo de feixes e com menos quantidade de precipitado nas gotas (Figura 12).
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Optou-se entdo pela utilizagdo de amostras submetidas ao mesmo procedimento para as co-

cristalizagdes, para evitar possiveis interagdes indesejadas com contaminantes.

Figura 12 - Cristais nativos de ImpA, obtidos apds purificacdo da amostra em cromatografia de troca
ionica. Foram obtidos em 0,60M de citrato de sédio, 1,0M de citrato de sodio, pH 6,0 ¢ 10mM de
DTT. Cristais em torno de 0,6 x 0,2 x 0,2mm.

4.4. Co-cristalizacio da ImpA (70-529) com peptideos NLS.

Empregando-se uma amostra a 19 mg/ml, submetida a uma troca idnica como
segunda etapa de purificag@o, nos experimentos de co-cristalizacdo a concentracdo de agente
precipitante foi variada, considerando-se os resultados obtidos para obter cristais nativos
(tabela 1). Peptideos NLSs foram adicionados as gotas na propor¢do de 4 a 5 moléculas de
ligante para 1 molécula de ImpA.

Apo6s 20 dias, gotas contendo o peptideos NLS Ku70, T52NLS e TMNLS tiveram
seus melhores resultados (Tabela 3). Para as coletas de dados de difragdo de raios-X, os
cristais adequados para coleta foram armazenados em nitrogénio liquido, com adig¢do de

crioprotetor.
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Tabela 3-Condigoes de cristalizagcdo em que foram obtidos os melhores cristais de ImpA(70-
529) e seus complexos com peptideos NLS.

Citrato de Dimensoes
ImpA Citrato de Aditivo Razdo
Sédio maximas
(70-529) Sédio (DTT) peptideo/proteina
pH 6,5 (mm)
nativa 0,60 M - 0,6x0,2x0,2
+ TMNLS 0,62M 0,4x0,2x0,2
0,1M 10 mM
+ T52NLS 0,65M 5(15 mM) 0,4x0,2x0x1
+ Ku70NLS 0,65M 0,3x0,2x0,1

Figura 13- Cristais de ImpA na presenca de peptideos NLS; A esquerda, cristais do complexo ImpA
Ku70 obtidos em 0,65M de citrato de sodio, 1,0M de citrato de sodio, pH 6,0 ¢ 10mM de DTT.
Cristais em torno de 0,4 x 0,1 x 0,1mm.; A direita, cristais do complexo ImpA-TMNLS, obtidos em
0,65M de citrato de sodio, 1,0M de citrato de sodio, pH 6,0 ¢ 10mM de DTT. Cristais com dimensdes
de 0,4 x 0,2 x 0,2mm.

Figura 14- Cristais do complexo ImpA-T52NLS, obtidos em 0,65M de citrato de sodio, 1,0M de
citrato de sodio, pH 6,0 e 10mM de DTT. Cristais com dimensdes de 0,3 x 0,2 x 0,1mm.
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4.5.Coleta de dados de difracio de raios-X da importina-o nativa

Diversos cristais submetidos ao feixe de raios-X apresentaram padrdo de difracdo
de policristal, entretanto foi possivel a coleta de dois conjuntos de dados da ImpA nativa. Um
conjunto de dados a 2,0 A de resolucdo foi coletado na Austrélia, correspondente a amostra
submetida a gel filtragdo. Foram coletadas 152 imagens, com oscilagdo de 0,5°. Os dados
foram processados a 2,0 A de resolugio e sdo 99 % completos.

O conjunto obtido no LNLS, correspondente a amostra submetida a troca idnica, foi
processado a 2,1 A contém 120 imagens, coletadas com oscilagio de 1° com dados 97%
completos. Todos os cristais pertenciam ao grupo espacial primitivo ortorrdmbicos (P2,2,2)),
e eram isomorfos em relagdo ao cristal da ImpA nativa (KOBE,1999). Dados experimentais
encontram-se na tabela 4.

Tabela 4 — Estatisticas da coleta de dados de difragcdo de raios-X.

Importina-a nativa Importina-a nativa
IMB- Australia LNLS- Brasil
a=78,58 a=77,57
o b=90,27 b=88,35
Cela unitaria (A) =100.15 08,93
o=p=y=90 a=P=y=90
Grupo espacial P2,2,2,
Resolugio (A) 50,0-2,0 (2,08-2,01) 40-2,13 (2,23-2,13)"
Reflexdes tinicas 47588 37191
Dados completos (%) 98,9 (95.,8)" 97,0 (86,2)"
Rueree” (%) 4,7(61,9)" 11,7(34,0)*
/o (1) 30,87 (2,71)" 9,98(2,34)"
Redundancia 3,0 (3,0)* 3,7 (2,9)°

* Numeros em parénteses correspondem aos dados de mais alta resolugéo.
b Rinerge = Zpe(Ei(|T pei=<I jr >1))/Zpi <L s>, onde 1 4y € a intensidadede cada medida individual da reflexdo com indices de
Miller h, k and 1,e <I> ¢ a intensidade média daquela reflexdo. Calculado para I > -3c (I).
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4.6.Coleta e processamento de dados de difracdo de raios-X dos complexos

Assim como ocorrido com os cristais nativos, varios cristais da ImpA com ligantes
submetidos ao feixe de raios-X e apresentaram padrdo de difragdo de policristal. Felizmente
foi possivel a coleta de trés conjuntos de dados, cada um destes crescidos na presenca de
diferentes peptideos.

Foram coletados conjuntos de dados a 23; 2,57 e 2,6A, correspondente,
respectivamente, aos complexos com os ligantes TMNLS, TS2NLS e Ku70. As imagens de
todos os conjuntos foram coletadas com oscilagdo de diferenga de 1° de oscilagio entre cada
imagem. Todos os cristais eram isomorfos (grupo espacial P2,2,2,) em relagdo ao cristal da
ImpA nativa (KOBE,1999) e com complexos cristalizados anteriormente (FONTES et
al.,2000, 2003a, 2003b). Dados experimentais encontram-se na tabela 5.

Tabela 5 -Estatisticas da coleta de dados de difragdo de raios-X

TMNLS TS52NLS Ku70
a=78,86 a=78,78 a=78,52
b=90,90 b=90,03 b=89,97
Cela unitaria
c=100,97 ¢=99,55 ¢=100,14
a=p=y=90 a=p=y=90 a=p=y=90
Grupo espacial P2,2,2,
40,0-2,3 40,0-2,57 40,0-2,6
Resolucdo (A) ] ]
(2,38-2,30)" (2,66-2,57)" (2,69-2,6)"
Reflexdes tinicas 29414 22918 22152
Dados completos (%) 89,3 (89,6)" 99,1 (98,9)" 99,3 (98,9)"
Rmergeb (%) 9,4(55,1)" 9,2(61,8)" 11,8(61,5)
I/o (1) 12,89(2,39)* 14,26(2,03) 14,36(2,73)"
Redundancia 4,4 (3,9)° 4,0(3,5)" 4,3(4,2)"

* Numeros em parénteses correspondem aos dados de mais alta resolugéo.

b Rinerge = Zpe(Ei(|T pei=<I pr >1))/Zpi <L s>, onde 1 ;€ a intensidadede cada medida individual da reflexdo com indices de
Miller h, k and 1,e <I;> ¢ a intensidade média daquela reflexdo. Calculado para I > -3c (I).
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4.7.Elucidagio e refinamento/modelagem da importina-o. nativa

Como os cristais nativos eram isomorfos em relagdo aos complexos ImpA (FONTES
et al., 2000, 2003a, 2003b), optou-se para resolucio da estrutura com dados a 2.01A por
substitui¢do molecular utilizando-se o programa AMoRe (NAVAZA,1994), e o arquivo de
coordenadas 1PJM da ImpA truncada em sua por¢do N-terminal, co-cristalizada com
peptideo NLS bipartido RB (FONTES et al., 2003a). Os fatores R e Rfree iniciais do modelo
foram respectivamente 32,7 e 32,3%. Entre os ciclos de refinamento mapas de densidade
eletronica 3|Fobs|-2|Fc| foram gerados, possibilitando execu¢do de eventuais corre¢des nas
posicdes dos residuos da estrutura.

Mesmo com a auséncia do dominio auto-inibidor, uma forte densidade eletronica na
regido correspondente ao sitio de liga¢do principal (S;) da proteina (Figura 15) foi
encontrada. Manteve-se forte a densidade eletronica nas posicdes P, e P,. Entretanto ndo foi
constatada densidade eletronica no sitio de ligagdo secundario (S;). O mesmo foi verificado
no conjunto coletado a 2,13 A.

Ao inserir o peptideo correspondente ao NLS SV40 a densidade eletronica e efetuar
mutacdes dos residuos, constatou-se a possibilidade de uma ocupagdo predominante de S; por
um peptideo (Figura 16). Com base nas densidades eletronicas, chegou-se a seqiiéncia

AKSARA. As estatisticas de refinamento encontram-se na tabela 6.
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Figura 15- Mapa de densidade eletronica 3|Fobs|-2|Fc|; Encontram-se em destaque
alguns residuos do sitio de ligacéo principal.

Figura 16- Mapa de densidade eletronica 3|Fobs|-2|Fc| da ImpA nativa com o peptideo.Em amarelo
encontram-se residuos ocupando a densidade eletronica do sitio de ligagdo principal e em rosa
residuos da ImpA.
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4.8.Elucidacio, refinamento e modelagem da estruturas do complexos ImpA e peptideos

NLS.

Todos os cristais eram isomorfos (grupo espacial P2,2,2;) em relacdo ao cristal da
ImpA nativa (KOBE,1999) e resultaram em conjuntos processados entre 2,3 a 2,6A de
resolugdo. As estruturas foram elucidadas por substitui¢do molecular, utilizando-se o
programa AMoRe (NAVAZA,1994) e o arquivo de coordenadas 1PJM da ImpA truncada N-
terminalmente, co-cristalizada com peptideo NLS bipartido RB (FONTES et al., 2003a).
Apds obtengdo dos arquivos contendo fatores de estrutura, foram executados refinamento de
corpo rigido, seguidos da geracdo de mapas de densidade eletronica. O aplicativo Coot
(EMSLEY & COWTAN, 2004) foi utilizado para visualiza¢do e modelagem da estrutura.

Apobs o refinamento de corpo rigido, pode-se verificar claramente a presenca de
densidades eletronicas correspondentes aos peptideos. Uma primeira observacdo dos sitios de
ligacdo de NLS dos modelos constatou-se a presenca de densidade eletronica correspondente
aos ligantes TMNLS e T52NLS, tanto no sitio de ligagdo principal (S;), quanto no sitio de
ligacdo secundario (S;). Em relacdo ao peptideo NLS de Ku70, foi encontrada densidade
eletronica somente em S;, porem diferente da densidade eletronica presente nos cristais
nativos. Dessa maneira, os peptideos foram adicionados ao modelo, modelados e refinados

levando-se em consideracdo as densidades eletronicas (Figuras 17 e 18).



Figura 17- Mapa de densidade eletronica 3|Fobs|-2|Fc| da ImpA com o peptideo TMNLS.
Encontram-se em destaque alguns residuos do sitio de ligag@o principal.

Figura 18- Mapa de densidade eletronica 3|Fobs|-2|Fc| da ImpA com o peptideo TMNLS.
Encontram-se em destaque alguns residuos do sitio de ligagdo secundario.
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O modelo da ImpA contendo peptideo NLS Ku70 teve seu refinamento iniciado com
fatores R inicial de 28,9% e Rfree 29,0%. Apos adi¢do e modelagem dos peptideos nas
densidades eletronicas presentes nos sitios de ligagdo da ImpA, ciclos de refinamento de
posicdo e fator temperatura B foram efetuados. Delegdes de cadeias laterais de alguns
residuos, cujas densidades eletronicas ndo fossem informativas para posicionamento das
mesmas, foram efetuadas no modelo bem como mutagdes para os residuos de glicina quando
regides apresentaram-se imprecisas (Tabela 6).

O mesmo procedimento foi para os modelos de ImpA-TMNLS e ImpA-T52NLS
tendo como inicio do refinamento , valores de fatores R inicial de 22,2% e Rfree 26,5% para

a ImpA-TMNLS e R inicial de 21,7% e Rfree 26,5% para a ImpA-T52NLS.

Tabela 6- Residuos cujas cadeias laterais foram removidas devido auséncia de densidade eletronica
para as mesmas.

Modelo Cadeias laterais removidas
ImpA-TMNLS Q' R'"7 K®', H"®, K*?, K*°, K*°, E*, K*7?, R*"® K**
ImpA-T52NLS K'® Q'” K*? K*? K*°, K*, E"*, R”® E*?, K" E*?

ImpA-Ku70 K¥! K*? K** E*® K*’° E*°, E*"*, R"®, E** K*¢

Posteriormente, um refinamento da ocupac¢do dos residuos dos modelos e a adigdo de
moléculas de d4gua foram executados, seguidos de refinamento de posicdo e fator
temperatura. Ao término do processo, diagramas de Ramachandran foram gerados,

confirmando a qualidade estereoquimica dos modelos (Tabela 7).



Tabela 7- Estatisticas de refinamento
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ImpA
Nativa -IMB ~ IMpA -TMNLS  ImpA-T52NLS ImpA -Ku70
40,0-2,3 40,0-2,57 40,0-2,6

Resolucio (A) 50,0-2,0

(2,08-2,01)* (2,38-2,30)" (2,66-2,57)" (2,69-2,6)"
I;;‘(I)nem de reflexdes. 47588 29414 22918 22152
Completeza (%) 98,9 (95,8)" 89,3 (89,6)" 99,1 (98,9)" 99,3 (98,9)"
Rerys’ (%) 2.6 18,69 15,23 17,16
Riree” (%) 24,0 22,66 22,81 22,22
Numero de atomos (ndo
hidrogénios):
Proteina 3273 3445 3434 3392
0 186 107 103 96

2

Fator de temperatura 57 56 518 52 14
médio (A?)° 43,49 ’ ’ ’
Grafico de
Ramachandran®
Residuos nas regides 95 (0,3) 95(0,3) 94(0,3) 92(0,3)

mais favoraveis (nio
permitidas) (%)

* Ntumeros em parénteses correspondem aos dados de mais alta resolugéo.

b Reryst = Zpu(||Fobsl-|Fealeyyl|)/|Fobsyl, onde |Fobsy| € [Fealc,y| sdo as amplitudes dos fatores de estrutura observados e

calculados.

¢ Rree € equivalente ao Ry ;mas calculado com base em 5% do total de reflexdes obtidas.
¢ Calculado com o programa PROCHECK (Laskowski ef al., 1993).

Também foram verificadas intera¢des do tipo pontes de hidrogénio e hidrofobicas

entre proteinas e ligantes. Merecem destaque interacdes hidrofdbicas, comuns a todos os

modelos, entre ligantes e residuos W' D'2, W*! ¢ W'** da ImpA (Tabela 8).

Em relagdo a interagdes do tipo pontes de hidrogénio, sdo comuns a todos os modelos

: < , 142 \g146 17184 188 . ny235 SRS
as interagdes dos residuos W™, N, W™, N'™ e N° da ImpA com a cadeia principal os



48

peptideos NLS e os residuos G'*°, T',Q"*! D'*? da ImpA com cadeias laterais dos residuos

constituintes dos peptideos (Tabela 9, figuras 20B, 23B e 26B).

Tabela 8- Interacdes hidrofobicas entre ImpA em peptideos NLS do sitio de ligagao principal. Em
vermelho foram destacadas interagdes em comum entre modelos.

modelo> TMNLS- ImpA TS52NLS - ImpA Ku70 - ImpA
posicao E548_p30s
GH-W27P
P7_w273 P7_w273
F.1 8552‘W23l
Klo.p'o2 K!0-p2 K33.D'%2
P, K014 K10_w23!
. KW Ally2! R4 W2!
'Sltl‘o P, KULWiss
prl(nSC II)P al R2_p!10 pS55_g149
P4 R12_Nl46 P555_Nl46
PSSS_wl84
. R84 R -t K% Wyis4
5 RI3W42 RUB_W'4 K% w4

El4_g105
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Tabela 9- Interagdes tipo pontes de hidrogénio entre peptideos NLS e ImpA , nos sitios de ligagdo
principal e secundério. Em vermelho foram destacadas interagdes comum a todos modelos.

Modelo> TMNLS xImA T52NLS x ImpA Ku70 x ImpA
P P
cadeia do ligante >  principal ~ lateral  principal lateral  principal lateral
Koy E4.G3
Pl ’ - Kl 1_T328 El4_N361 E14_T328
12_\J36! 13_Q360
Sitio ) Py’ 11512-\1;1,357 . - 1513-(8}396
secunddrio ) RELGH TR -
(S2) Py’ - R13:E396 le:w361 -
| - - -
Pl KQ_N235 _ GL)_NZ35 _ SSSZ_N235
K10.G50 K10.G!50 K55G
P } Ko-D'92 _ K0.p'o2 ) K353.D'%2
? KIO_T!55 K0TS5 K535
Sitio KN KUINZE AN RISVNIS RSN
priZlSCi)pal P, KW s Allp s+ - RI“WIH RS0
1 R12_L104
P, - 12_~107 - - - -
R~-G
R N K56 W 42
P, RII;W::; RE-Q'®! RII;W:;— RUE-QB! KSENME K6 Q
RN RN 5. G105

4.9. Estrutura da ImpA nos complexos.

A ImpA truncada (72-529) de M. musculus consiste de uma estrutura alongada,
contendo repeticdo de dez motivos denominados “armadillo” (GORLICH et al., 1994), cujas
repeti¢des constituem os sitios de ligagdo de NLS (KOBE, 1999) (Figura 19). Entre as ARM
1-4 encontram-se residuos conservados nas hélices Hs, que constituem o sitio de ligagdo

principal (S;) e entre ARM 4-8 o sitio de ligagdo secundario(S,).
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Figura 19 — Representagdo do complexo ImpA-TMNLS em diagrama de fitas. Em destaque motivos
ARM e localizagdo dos sitios de ligagcdo de NLS.

Os modelos da ImpA nos complexos sdo em esséncia, idénticos quando observado em
relagdo ao modelo nativo. O desvio r.m.s. dos Ca dos residuos 72-497 entre a ImpA nativa
(PDB ID 1IAL) e os ligantes é 0,29; 0,49 e 0,37 A para os modelos contendo peptideos

KU70, TMNLS e T52NLS, respectivamente.
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4.10.Ligacao do peptideo NLS de Ku70.

O peptideo correspondente a seqiiéncia de localizagdo nuclear da proteina Ku70,
*KVTKKRKHDNEGSGSKRPK®, ligou-se de maneira anti-paralela & ImpA, em
concordancia com os resultados anteriores (FONTES, 2000), apresentando superficie de

contato entre proteina e ligante de 803,9A% (Figura 20).

Figura 20 — Representacdo em diagrama de fitas da Importina-a truncada (72-497) com
peptideo NLS de KU70 (rosa). Hélices em rosa indicam sitio de ligacdo principal.

Embora considerado bipartido (KOIKE,1999), ligou-se somente a S;, que
compreende do primeiro ao quarto motivos ARM da ImpA, onde foi encontrada densidade
eletronica para 12 residuos ( residuos 547-558) ( figura 21A).

Os residuos do peptideo adicionados ao modelo, refinados e modelados, apresentaram
fator temperatura médio final de 45,4 A® (fator temperatura médio da ImpA 52,1A%). A
presenga de interacdes hidrofobicas em todas posi¢cdes de S; (Tabela 8) e pontes de
hidrogénio em P, P; e Ps entre cadeias laterais dos residuos da ImpA e atomos localizados na

cadeia principal do NLS de Ku70, permitiram melhor “ancoragem” do peptideo a proteina.
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Valores de fator temperatura médio dos residuos R’ (36,2A%) e K™° (42,81A%),
acomodados nas posi¢cdes P, e Ps apresentaram-se mais baixos que o da ImpA, refletindo
forte interagdo desses residuos em S, tendo como destaque as pontes de hidrogénio e uma

ponte salina em o P;_ e intera¢des hidrofobicas em Ps (Tabelas 8 ¢ 9, figura 21B).

Figura 21- Peptideo NLS Ku70. A) Mapa de densidade eletronica [Fo-Fc| , o = 1.2 para o peptideo,

indicando posi¢des ocupadas pelos residuos do mesmo; B) interagdes entre residuos da ImpA e
Ku70.
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Em S, foi encontrada fraca densidade eletronica para uma por¢do da cadeia principal,
Py’ e P3’, em virtude do baixo sinal/ruido dos dados obtidos para essa regido (Figura 22). Foi
tentado adicionar residuos a essas posi¢des , entretanto fatores de temperatura superiores a 90
A indicaram que a ocupag¢io da densidade eletronica por residuos do peptideo Ku70 nio foi

satisfatdria.

Figura 22- Peptideo NLS Ku70 em S,, néo foi adicionado ao modelo final. Mapa de densidade
eletronica |Fo-Fc|, 0 = 1.2 gerado na auséncia do peptideo.

4.11.Ligacao do peptideo monopartido TMNLS.

O peptideo especifico para ImpA de M. musculus, 'GSEFESPFKKKRREA",
resultado da busca em uma biblioteca de peptideos (YANG, 2008) foi encontrado em ambos

sitios de ligagio e apresentaram superficie de contato entre proteina e ligante de 743,0A% em

S e 534,4 A* em S, (Figura 23).
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Figura 23— Representacdo em diagrama de fitas da Importina-o truncada (72-497) com
peptideo TMNLS. Hélices em rosa indicam sitio de ligag@o principal e em azul o sitio secundario.

Foram encontradas densidades eletronicas para 9 residuos (residuos 7 -13 ) para S; e 6
(4-8 residuos 10-15) para S, e ambos peptideos ligaram-se de maneira anti-paralela a ImpA
(Figura 23). O fator temperatura médio final da ImpA foi de 52,68 A* enquanto os peptideos
apresentaram 60,3 e 60,2 A? para S; e S, , respectivamente (Figuras 24A e 25A).

Embora o ligante apresente fatores temperatura médio superiores ao da ImpA, cabe
ressaltar a importancia dos residuos K" K!'' e R"” do TMNLS, nas posicdes P,, P; e Ps de
Si, cujos fatores de temperatura médio foram inferiores ao da ImpA ( 48,0; 39,0 e 49,9 A2,
respectivamente).

Interagdes hidrofobicas foram detectadas em P, a Ps e pontes de hidrogénio em P, P3
e Ps entre cadeias laterais dos residuos da ImpA e atomos localizados na cadeia principal do
TMNLS. Com a ocupagdo das posi¢cdes P3 e P4 por residuos positivos de cadeias longas,
observou-se aumento de interagdes hidrofobicas entre NLS e ImpA e pontes de hidrogénio
das cadeias laterais de K'' ¢ R'* com cadeias laterais dos residuos da ImpA (Tabelas 8 ¢ 9,
figura 23).

Interacdes hidrofébicas foram constatadas em P’ (K'°-A**), P> (R'*-W*%) e P’

(E14—W357). Pontes de hidrogénio em P;” e P3’ foram formadas entre atomos das cadeias
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laterais do TMNLS e ImpA, ja em P,’ as pontes foram formadas entre atomos da cadeias
principal do peptideo e cadeias laterais da ImpA (Figura 24B e tabela 9). Fatores temperatura
médios das posicdes P’ e P2’ (66,52 e 60,38A%, respectivamente), embora superiores as da

ImpA, encontraram-se menores que a média do peptideo em S,.

Figura 24- Peptideo TMNLS no sitio de ligagdo principal. A) Mapa de densidade eletronica |Fo-Fc|,
0=1.2 para o peptideo, indicando posi¢des ocupadas pelos residuos na ImpA; B) interacdes entre
residuos da ImpA e TMNLS.
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Figura 25- Peptideo TMNLS no sitio de ligacdo secundario. A)Mapa de densidade eletrdnica |Fo-Fc| ,
o= 1.2 para o peptideo, indicando posi¢des ocupadas pelos residuos na ImpA; B) interacdes entre
residuos da ImpA e TMNLS.
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4.12.Ligacio do peptideo monopartido T52NLS.

O peptideo T52NLS, 'GSEFESPIGKATREA", resultado da busca em uma biblioteca
de peptideos especificos para ImpA de H. sapiens (YANG,2008), foi encontrado em ambos
sitios de ligagdo e apresentou superficie de contato entre proteina e ligante de 628,1 A% em S,

e 455,5 A* em S, (Figura 26).

Figura 26— Representacdo em diagrama de fitas da Importina-o truncada (72-497) com peptideo
T52NLS. Hélices em rosa indicam sitio de ligacdo principal e em azul o sitio secundario.

Foram encontradas densidades eletronicas para 10 residuos (residuos 6 -15) para S; e
6 ( residuos 10-15) para S,. (Figura 28). O fator temperatura médio final da ImpA foi de
52,13 A% enquanto os peptideos apresentaram 50,8 ¢ 68,41 A” para S e S, , respectivamente.

Conforme esperado, em S; o T5S2NLS ligou-se de maneira anti-paralela em relacdo a
posicdo da ImpA. Interagdes hidrofobicas foram detectadas em P», P; e Ps (Tabela 8), dentre
as quais as de P3 e Ps apresentam-se também nos peptideos Ku70 e TMNLS.

Pontes de hidrogénio foram presentes em P;, P; e Ps entre cadeias laterais dos
residuos da ImpA e atomos localizados na cadeia principal do T52NLS (Tabela 9, figura
27B). A ocupagdo das posi¢des P3 e P4 por cadeias laterais curtas, ndo promoveu aumento de

. .. (1 , 10 11 pI2 13
interagdes intermoleculares. Fatores de temperatura médio dos residuos K™, A", T“ e R
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posicionados de P, a Ps apresentaram os menores valores médios (40,52; 40,75; 45,37 e

55,33 A? respectivamente) (Figura 27A).

Figura 27- Peptideo T52NLS no sitio de ligagdo principal. A) Mapa de densidade eletronica |Fo-Fc| ,
o= 1.2 para o peptideo, indicando posi¢des ocupadas pelos residuos na ImpA; B) interacdes entre
residuos da ImpA e T52NLS.

Em todas as estruturas elucidadas até o momento, foi observado que os NLSs ligam-
se a ImpA de maneira anti-paralela em relagdo a posi¢do da ImpA. Surpreendentemente, o

peptideo T52NLS teve ocupagdo predominante em posig@o paralela a ImpA, em S, . Optou-se

pela modelagem e refinamento do ligante na posi¢do paralela a ImpA pois a ocupacdo em
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modo anti-paralelo era bem mais baixa comparada com a paralela. O fator de temperatura
médio do ligante no modo de ligagdo convencional (80,79 A%), ou seja , antiparalelo a ImpA,

foi superior ao modo alternativo (60,24 A%) (Figura 28).

Figura 28 — Peptideo T52NLS no sitio de ligagdo secundario. Mapa de densidade eletronica |Fo-Fc|,
0=1.2 para o peptideo, indicando ocupagdo pelos residuos do peptideo na forma convencional
(laranja) e alternativo (amarelo).

Em S, intera¢des hidrofébicas foram constatadas em somente em P,” (R7-W*" ¢
R"-N’®"). Pontes de hidrogénio em P,’ sio formadas entre dtomos das cadeias laterais do
TMNLS e ImpA, ja em P’ e P53’ as pontes sdo formadas entre atomos da cadeias principal do
peptideo e cadeias laterais da ImpA, ao contrario do ocorrido em TMNLS. Os menores
fatores de temperatura médios foram encontrados em E'* (66,52 A% e R" (60,38 A?) ,

posicionados em P’ e P,” (Figura 29B).
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Figura 29- Peptideo T52NLS no sitio de ligagdo secundario. A) Mapa de densidade eletronica [Fo-Fc|,
0=1.2 para o peptideo, indicando posi¢des ocupadas pelos residuos na ImpA; B) interacdes entre
residuos da ImpA e T52NLS.
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5. DISCUSSAO

5.1.Importina — a e o peptideo contaminante.

A ImpA truncada N-terminalmente foi empregada nos experimentos com intuito de
evitar que houvesse competicdo do dominio auto-inibitéorio com os peptideos NLS
selecionados. Entretanto foi detectada presenca de um peptideo ocupando o sitio de ligacdo
principal da ImpA (Figura 14). Os sulcos formados pelas repetigdes ARM da ImpA truncada
provém uma superficie carregada negativamente, rodeada por residuos hidrofobicos
conservados, o que permite a ligagdo dos NLS e do(s) contaminantes.

Tanto nosso grupo quanto colaboradores na Austrdlia (Universidade Monash,
Sydney), trabalhando independentemente, encontraram o mesmo problema de contaminacio
e ndo conseguiram resolvé-lo por completo. O emprego de duas etapas de purificacdo parece
ter eliminado o méximo possivel de impurezas, minimizando os efeitos de contaminagéo e
garantindo os resultados apresentados. Acredita-se que o peptideo pouco interferiu nos
resultados, caso contrario, ndo seria constatada intera¢do dos peptideos monopartidos no sitio
secundario. De alguma maneira, o peptideo era pequeno o suficiente para ndo ser detectado
facilmente, e talvez longo o suficiente para interferir na ligacdo de qualquer outro peptideo no
sitio secundario, ou ainda ndo tenha afinidade grande o suficiente por este outro sitio.

Inicialmente, ambos os grupos buscaram identificar o peptideo desconhecido, porém
o grupo da Australia assim o fez e ndo forneceu maiores informagdes a respeito do ligante
além de sugerir ser uma seqiiéncia correspondente a de proteina ribossomal de E. coli. Dessa

maneira, foi dada prioridade para a co-cristalizacdo com os peptideos NLS.
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5.2. Comparacio do modo de ligacio dos peptideos NLS Ku70 e SV40 fosforilado.

A Ku70 ¢ uma proteina que junto a Ku80 constituem um heterodimero que participa
do mecanismo de reparo de DNA. O NLS de Ku70 (**’KVTKRKHDNEGSGSKRPK>) se
sobrepde com o dominio de ligagdo ao DNA independente da Ku80 e consiste de uma regido
caracterizada por dois clusters de aminodcidos basicos ligados por uma regido ndo basica.
Experimentos de mutagdo e delecdo de residuos do NLS, a importancia de todas as regides
para a importacdo nuclear in vivo foram constatadas e, dessa maneira, foi sugerido que o NLS

podia ser uma variante de um NLS bipartido (KOIKE et al.,1999).

5.2.1.Sitio de ligacdo principal.

Conforme observado nos resultados obtidos, o peptideo considerado bipartido
(KOIKE et al.,1999), ligou-se somente a S;, que compreende do primeiro ao quarto motivos
ARM da ImpA, onde foi encontrada densidade eletronica para 12 residuos (residuos 547-
558). Na superposicdo do peptideo NLS de Ku70 com peptideos monopartidos e bipartidos
foi observada a tendéncia do peptideo em seguir o caminho da versdo fosforilada do NLS
SV40 (FONTES et al., 2003b) ao invés de seguir a direcdo de NLS bipartidos, tal como os
NLS da nucleoplasmina, RB ou N1N2 (FONTES et al., 2000, 2003a). O desvio r.m.s. dos Ca
entre os peptideos SV40 fosforilado e Ku70 foi de 1,46A (Figura 30), para o mesmo niimero
de carbonos.

A modulagdo da importagdo nuclear pode ser controlada pela fosforilagdo,
aumentando ou diminuindo a velocidade do processo entretanto nenhuma influéncia direta
dessa fosforilacdo nos NLS parece ter resultados significativos para a Ku70 (KOIKE et

al.,1999). Foi sugerido que o NLS de Ku70 pudesse apresentar fosforilagio do residuo S
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pela proteina quinase C, porém sua muta¢do ndo influenciou na regulagdo da importagio
nuclear (KOIKE et al.,1999), ao contrario do observado em ensaios com ImpA e o peptideo
SV40 (FONTES et al., 2003b).

Observando interagdes de ambos peptideos com os residuos da regido S;, ha em
comum a formag¢do das mesmas pontes de hidrogénio nas posi¢des P,, P3 ( somente com a
cadeia principal do peptideo) e Ps (Tabela 9), mas deve-se levar em consideragdo também as

interagdes hidrofobicas de ambos peptideos em P,, P3 e Ps (Tabelas 10 e 11).

Figura 30- Superposicdo dos peptideos NLS Ku70 (rosa), SV40P (cinza) e nucleoplasmina (azul), em
que estdo indicados residuos que ocupam S1 (P2-P5) e S2 (P1°-P4°).



64

5.2.2.0 suposto “linker” para a Ku70.

A regido basica, que une os dois clusters de residuos bésicos, teoricamente apresenta
comprimento suficiente para alcangar o S,, porém apresenta algumas caracteristicas que o
diferencia do que tem sido observado nos /inkers de peptideos bipartidos. I) apresenta muitos
residuos curtos e hidrofilicos proximos a S;, o que resulta numa regido mais flexivel e com
menor possibilidade de formar interacdes com a ImpA, fato este também observado em
relagio a seqiiéncia da SV40P (''’PGSDDEAAADAQHAAPPKKKRKYV'*?); II) Para que o
segundo cluster de residuos bdasicos alcance S, a posi¢do P’ seria ocupada por valina ao
invés de lisina (Tabela 14), o que ndo garante boa estabilidade do NLS nessa regido uma vez
que uma das posi¢des chave de S, € P,” (FONTES et al., 2003b).

Nao foi constatada nenhuma densidade eletronica que pudesse indicar um sitio
alternativo de ligacdo de NLS. Contudo, ¢ interessante observar que o caminho seguido por
ambos ligantes ¢ permeado por residuos hidrofobicos e consiste de uma por¢do apolar da
ImpA, os quais interagem com parte da regido ndo basica do peptideo de Ku70 (Figura 31).

273 308
e P

Contatos hidrofobicos W sd0 comuns aos ligantes o que permite destaca-los como

importantes para que os sigam essa configuracio (Figura 32).

Figura 31- Superficie da ImpA com o peptideo Ku70. Em destaque
regides polares (roxo) e apolares (branco) da proteina.



65

Figura 32- Residuos que interagem com os peptideos NLS. A-Ku70 (rosa); B- SV40P (cinza).
Em verde estdo destacados residuos W?” e P**® com os quais os NLS interagem, adotando as
conformacdes observadas.

Tabela 10- Interagdes hidrofdbicas entre ImpA em peptideos NLS monopartidos do sitio de ligagdo
principal e secundério. Em vermelho foram destacadas interagdes em comum entre modelos.

modelo TMNLS- T52NLS - Ku70 - PLSCR- c-Myc- SV40P-
> ImpA ImpA ImpA ImpA ImpA ImpA
posicdo
£ P1’
2 ;§ S by RIZZW3  RBW3 ] ]
A 5 Y RN
2 P3’
P4’ ElMW3Y
P, g52 23! K127_R238
KOpi92  glopioz K353.p'92 K2D'92 KB 92 g8 ploe
_ P, KOG g0y
.% > KILW2BL AWl RSS! Bow! R34 WBL 129w
ig 3 K yy184 JERAVAS
9 R12_pl10 p355_gl49 gt RI30_pl10
3 P, RIZ.N146 PSS N146 G146 R130_g149
pIsS_pyi84 AL R 130N 146

-

> RILWIS  RI3B _yyis4 K?SG_WIM KooWis g0wIs I3y I8
5 REFW2  REW  [SOw  gSw'® 326 w142 g 131_yyl42

7

El4.g105
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Tabela 11- Interagdes hidrofébicas entre ImpA em peptideos NLS bipartidos nos sitio de ligagdo
principal e secundario . Em vermelho foram destacadas interagdes em comum entre modelos.

modelo> NIN2- ImpA RB - ImpA Nucleoplasmina -
ImpA
. posigao
s P1
.\g ;g § P R53E_W3% RE62_W3% RIS6_W3%
« § ~ P3’ K303 pIs7_322
< P4’ 864357
P, - - -
, K551p!92 K874 D192 K167_p1%2
_ 2 K10_g149 KET4_g149 K167-g149
& K552l Al KI68_yy23!
5 _ P,
A2
2 gt.g49 18767146 K169_p110
! Py 1.876.149
b K54y 184 RS77 s K704
5 K544 RY_W142 KITON 146
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Tabela 12- Interagdes tipo pontes de hidrogénio entre peptideos NLS monopartidos e ImpA , nos
sitios de ligacdo principal e secundéario. Em vermelho foram destacadas interagdes comum a todos

modelos.
Modelo> SV40 xImpA PLSCR x ImpA c-Myc x ImpA
cadeia df ligante principal lateral  principal  lateral principal lateral
K127.y321
l% P K127 328
= K127 N\36!
29 128 361
2D ; K ™-N 128 17396 i i i i
z P, Kz KT-E
R 3
Py
P, K127 N3 ) GO-NZS ) A322 235
K128.G1%0 K-G0 K3B.G%
= P, ) K128.p192 ) K2D'? ) K353.p192
3 K 128155 KAT'5S K315
g = K12\ !88 BoN88 ROMNIBE RIHNZ2E
.g*v P3 K208 - Brwis - RISy R324_p270
b= RI30_y 104
z P4 - RI30_R 106 - - - -
K34 KW K564 :
P, SN K31.Q!s! TN K5-Q'8! RN K556.Q!8!
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Tabela 13- Interagdes tipo pontes de hidrogénio entre peptideos NLS bipartidos e ImpA , nos sitios de
ligagdo principal e secundario. Em vermelho foram destacadas interagdes comum a todos modelos.

Modelo> NIN2 xImpA RB x ImpA nucleoplasmina x ImpA
cadeia d: ligante principal lateral principal lateral principal lateral
537 /321
P > K 'V K861_V321 K155 N361
1 K5I8 K861_328 -

.8
e
Nae]
<
= 538 =396 862 yx7357
5 538 361 ROT-E R™-W 862 13396 156 357 156 13396
§ %) Py’ R™-N R538-g60 RE627\36! R™™-E R™-W W-E
o ,
g= Ps
n P, T!60-R315
127 \ (235 9 1235 322 \1235
P, K“'-N - G’-N-° - AN~
K128.G150 K-G0 K32B_G1s0
128 1~192 2 192 553 1192
T& P, - K°-D - K°-D - K>>°-D
. 128 155 2 155 553 155
g . K'°-T" K=-T K°°-T
£ 129 (188 3 188 55411188 324 1228
am P K“-N I'-N RN RN
= 3 129-1y /184 - 3ovxy 184 - 554-vy /184 324 1270
.g KW o - 1os I''w R™"W R*-D
1) RV-L
P, - RI30_R 106 - - - -
131 5142 5 g /142 556 15142
P K™-W KBS K°-W K5-0'8! K™-W K556_018!
5 K131 146 Q KN 46 -Q K356 146 -Q

5.3.Comparacio do modo de ligacido do peptideo TMNLS com peptideos NLS.

O peptideco TMNLS (‘GSEFESPFKKKRREA'"), foi selecionado a partir da
constru¢do de uma biblioteca de peptideos especifica para ImpA de M. musculus, isoforma 2.
(YANG, 2008). Esses peptideos foram desenhados tendo como base residuos do antigeno T-
da SV40 posicionados em torno do NLS, a partir da qual seqiiéncias de NLS promissoras
pudessem ser obtidas (GSEFESPXXXXXXEA, onde X representa qualquer residuo, exceto

cisteina e triptofano).
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5.3.1.Sitio de ligacao principal (S)).

Experimentos de cristalografia constataram a presenca do peptideo monopartido no
sitio S; da ImpA. Conforme esperado, a posi¢do de TMNLS foi similar a do NLS SV40
(*PKKKRKV'?), apresentando desvio r.m.s. dos Ca de 0,38 A, que indicou pequenas
variagoes de posicdo entre si (Figura 33). A presenca do residuo de arginina ao invés de lisina
na posicdo Ps aparentemente ndo resultou em diferencas significativas em relagdo as
interagdes intermoleculares. Nas cadeias laterais dos residuos da ImpA situados nas posi¢des
de S, tanto pontes de hidrogénio, quanto interagdes hidrofdbicas sdo equivalentes em ambos

ligantes (Tabelas 10 e 12).

Figura 33 — Superposicdo entre peptideos NLS SV40 (dourado) e TMNLS (verde) , indicando as
posicdes que seus residuos ocuparam em S;.

Embora obtido de uma biblioteca que teve como modelo residuos que flanqueiam o
NLS de SV40, o peptideo TMNLS apresenta semelhanga ao peptideo NLS de c-Myc
(*PAAKRVKLD®®). O desvio r.m.s entre os Co. das posi¢des P,-Ps foi de 0,42A entre os
ligantes indicando algumas diferengas de posi¢do quando comparado a SV40 porém ambos

apresentam uma prolina duas posi¢cdes antecedendo P;. (Tabela 14), caracteristica esta
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constatada importante em c-Myc para o reconhecimento desse NLS para importacdo nuclear
(MAKKERH et al., 1996). Aparentemente a interacdo hidrofébica da P’ com o residuo W>”

da ImpA nessa posi¢ao pode ajudar a no reconhecimento do NLS.

Tabela 14- Peptideos NLS e sitios de ligagdo na ImpA [S1 (P2-P5) e S2 (P1°-P4°)]. Posi¢cdes
sinalizadas completamente em amarelo correspondem a residuos hidrofébicos na sua grande maioria;
hachuras amarelas indicam residuos anfipaticos.; residuos coloridos indicam posi¢cdes mais
importantes; residuos em cinza ndo se ligam ao sitio indicado. Siglas correspondem aos peptideos
NLS presentes em estruturas da ImpA elucidadas por cristalografia.

P1' P3'" P4’ Linker P1L P2 P3 P4
SVv40 K R K V B e rberrrdss R V
TMNLS K R E A P F K KiK:& R E A
T52NLS E T A K G S P I G K A T E A
C-MYC K V K P A A K R V L D
PLSCR S G K I S H W
N1N2 K K T E E E S P L K D K A K K S G
RB K S A E G S N P P K P L K K L G
Nuc K P A A T K K A G Q A K K K
Ku70 N E G S G S K R P

5.3.2.Sitio de ligacao secundario (S;).

Além da presenca do TMNLS em S,, foi observada a presenga do peptideo também
em S, da ImpA. Deve-se ressaltar que a presenca do peptideo em S, foi resultado de um
excesso do ligante presente no experimento, para garantir a interacdo do mesmo com a ImpA,
0 que ndo ocorreria com experimentos com NLS in vivo.

A superposicdo entre peptideos TMNLS e SV40 nesse sitio resultou em um desvio
r.m.s. dos Ca de 1,25A, indicando maiores diferencas de posi¢do que em S; (Figura 34).
Contatos intermoleculares em comum foram observados somente entre ligantes e cadeias
laterais da ImpA na posi¢des P’ e P,’ para pontes de hidrogénio e P,’ e P4’ para interagdes

hidrofébicas com residuos W*** ¢ W**" da ImpA, respectivamente.
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Figura 34 — Superposicdo entre peptideos NLS SV40 (dourado) e TMNLS (verde), indicando as
posicdes que seus residuos ocuparam em S,.
Quando os residuos que ocupam S, foram superpostos com os residuos de NLS
bipartidos que ocupavam as mesmas posicdes (P;” a P,’), houve diferenga de 0,3, 0,5 e 0,7A
para os peptideos NLS N1N2, RB e nucleoplasmina, respectivamente. H4 em comum a todos

ligantes bipartidos e 0 TMNLS um residuo de arginina em P,’ que forma ponte salina com o

396 399

conservado E™ e interagdo hidrofébica com W~ . Este fato deve garantir uma maior
afinidade deste residuo no sitio secunddrio da proteina. Embora presente em todos os
ligantes, o residuo lisina ocupando P, ndo apresentou interacdes comuns a todos os
peptideos, possivelmente em virtude da necessidade da ocupacdo da posi¢do anterior a P1’
por algum residuo que confira maior estabilidade ao NLS. Apesar disso, uma ponte de

. A s ’ 361
hidrogénio com residuo N

da ImpA encontra-se presente na maioria dos ligantes, o que
pode indicar a importancia do mesmo (Tabelas 10, 11, 12 e 13).
Somente a presenca de residuos basicos ocupando essas posi¢des pareceu nao garantir

uma boa interacdo em S,. Possivelmente residuos que proximos esses sitios de ligagdo

também s@o importantes para uma eficiéncia de interagao.
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5.4.Comparacio do modo de ligacido do peptideo T52NLS com peptideos monopartidos.

5.4.1.Sitio de ligacao principal (S)).

Ao contrario da SV40 (*PKKKRKV'™?), o peptideo TMNLS apresenta poucos
residuos baésicos, entretanto a superposi¢do entre ambos peptideos resultou em um desvio
r.m.s. dos Ca de 0,86A, indicando diferencas de posicdo dos Ca. entre os residuos presentes
em S;, quando comparadas ao observado com o TMNLS (Figura 35). Os residuos
posicionados de P, a Ps apresentaram os menores valores médios do fator de temperatura
comparados ao fator de temperatura médio da ImpA, o que mostra que embora apresentando

menos residuos basicos, o peptideo T52NLS apresentou uma boa acomodacdo em S;.

Figura 35 — Superposi¢do entre peptideos NLS SV40 (dourado) e T52NLS (amarelo), indicando as
posicdes que seus residuos ocuparam em S;.

Quando comparado a0 TMNLS, o T52NLS apresenta desvio r.m.s dos Ca. de 0,42 A.
Ambos apresentam muito contatos intermoleculares em comum (Tabela 8 e 9), entretanto,
mesmo com um maior nimero de contatos, o0 TS2NLS parece ter feito contatos mais estaveis,

apresentando menores fatores de temperatura médio para os residuos que ocupam as posi¢des
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em S; como em P, ¢ P; em que a K'' ¢ R"> do TMNLS apresentaram valores médios de 48,0
e 39,0 Az, respectivamente, enquanto os residuos K ¢ A'"' do T52NLS apresentaram os
valores médios para P, e P3 de 40,5 e 40,7 A2, respectivamente.

Foi proposto por Chen em 2005 que a ocupacdo de P, pela glicina da PLSCR1
permite maior flexibilidade do NLS e, conseqiientemente melhor acomodacido do mesmo e
que um residuo de isoleucina ocupando P3 indique a importancia de interagdes hidrofobicas
nessa posicao. O peptideo T52NLS apresenta caracteristicas similares ao NLS de PLSCRI1
(*’GKISK**) e desvio r.m.s. entre os Ca dos ligantes de 0,28 A. Ambos apresentam o

residuo glicina ocupando P, e um residuo hidrofébico curto ocupando P3 (Figura 36).

Figura 36 — Superposicdo entre peptideos NLS PLSCR (rosa) e TS2NLS (amarelo), indicando as
posicdes que seus residuos ocuparam em S1.

Além das caracteristicas em comum ao NLS ndo classico de PLSCRI1, ha
semelhangas do T52NLS com peptideo NLS de c-Myc (*’PAAKRVKLD®). O desvio r.m.s
entre os Co. das posi¢des P,-Ps foi de 0,42A entre os ligantes indicando maiores diferencas de
posi¢do quando comparado ao PLSCRI1 porém ambos apresentam a ocupag@o de P; por um

residuo flexivel e neutro, e uma prolina duas posi¢des antecedendo P, (Tabela 14).
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Embora no apresente um residuo hidrofébico em Ps, a c-Myc apresenta um residuo
neutro e hidrofébico em P4 e, conforme Makkerh e colaboradores em 1996, ao contrario do
NLS de SV40, a c-Myc requer residuos ndo neutros e até acidos em posicdes especificas para
seu reconhecimento. Dessa maneira fica clara que a presenga de muitos residuos basicos nio
¢ essencial para um NLS, desde que existam ao menos dois ocupando posicdes P, e Ps.
Podem existir varias seqiiéncias ndo classicas dependente de outras caracteristicas para seu
reconhecimento, o que pode ser facilmente compreendido uma vez que existem diversas
isoformas da ImpA, inclusive com atividades tecido especificas (KOHLER et al., 1999). Isso
pode sugerir a existéncia de uma ou mais classes de peptideos NLS, conforme proposto

recentemente por Kosugi e colaboradores ( KOSUGI et al., 2008b).

5.4.2 Sitio de ligacao secundario (S;).

Experimentos de cristalografia detectaram a presenca do peptideo TS2NLS em ambos
sitios de ligagdo de NLS da ImpA. Deve-se destacar que, assim como ocorrido com o
peptideo TMNLS, a presenga do peptideo em S, foi resultado de um excesso do ligante
presente no experimento, para garantir a interagdo do mesmo com a ImpA, o que ndo talvez
ndo ocorresse em experimentos com NLS in vivo.

Em todas as estruturas elucidadas até o momento os NLS ligam-se a ImpA de maneira
anti-paralela em relag@o a posicdo da ImpA (FONTES et al., 2000, 2003a, 2003b). Durante
processo de modelagem e refinamento, optou-se por adicionar o ligante na posi¢do paralela a
ImpA pois a ocupagdo em modo anti-paralelo ndo foi satisfatoria o suficiente comparada ao
modo convencional pois fatores temperatura ficaram muito acima da média da ImpA e

refinamento de ocupag@o nio garantiam a presenga do ligante no modo convencional.
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Embora posicionado de maneira alternativa (Figura 37), esse peptideo apresenta em
comum com residuos de NLSs bipartidos a ocupacgido de P,’ por um residuo de arginina, o
qual apresenta ponte salina com E*° e interagdo hidrofobica com W**°. Pode-se constatar
entdo, a importancia da ocupagdo da posi¢do P2’ no reconhecimento de um NLS bipartido.

(Tabelas 10 e 12)

Figura 37 — Superposicdo entre peptideos NLS SV40 (dourado) e T52NLS
(amarelo), indicando as posi¢des que seus residuos ocuparam em S1.

5.5. Residuos chave da Importina — a na importaciao nuclear.

A superposicdo das trés estruturas indicou poucas diferencas entres as mesmas.
Nenhum peptideo alterou bruscamente a conformacdo da ImpA, mesmo na presenga do
peptideo Ku70 que comportou-se de maneira similar ao observado com o peptideo de SV40
fosforilado (FONTES et al.,2003b).

Residuos da ImpA foram destacados como apresentando importante papel no
reconhecimento de seqiiéncia de importacdo nuclear (KOBE, 1999, FONTES et al., 2000).
Ao comparar estruturas elucidadas até o presente momento, foi possivel inferir residuos
essenciais em S; (Tabelas 9-11; figura 40). I) Residuos W142,N146,W184, N8 o 233 interagem
com atomos da cadeia principal do NLS através de pontes de hidrogénio, possibilitando

192

~ , 150 155 ~
acomodac¢do do mesmo como um todo; II) Os residuos G, T'°°, D ”° s@o os que formam
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pontes de hidrogénio com o dtomos da extremidade da cadeia lateral de residuos de lisina dos
NLS acomodados em P, posicdo essa ja observada anteriormente como essencial para

importa¢do nuclear; III) Residuo Q'™

, que faz ponte de hidrogénio com nitrogénio da
extremidade de residuos de lisina ou arginina posicionados em Ps ; IV) Interacdes
hidrofébicas dos residuos W'** ¢ W'®* com a cadeia lateral residuo do NLS que ocupar Ps;
V) Residuos W>' e D'? que realizam interacdes hidrofébicas com residuos do NLS em P; e
P,, respectivamente.

Em relagdo ao sitio secundario ha residuos conservados os quais aparecem sempre
interagindo com os residuos constituintes de um NLS bipartido. Foi dado destaque a P,’, em
virtude dos outros residuos da ImpA que constituem S, ndo apresentarem interagdes com
todos ligantes estudados: I) O residuo N*®' ¢ formando pontes de hidrogénio com atomos da
cadeia principal do NLS em P,’; II) O residuo E**°, que forma ponte salina com atomos de
nitrogénio posicionados nas extremidades de residuos basicos do NLS em P’ ; III) O W™’
que apresenta intera¢des hidrofobicas com residuos longos posicionados também em P;’.

Pouco podemos inferir com os dados cristalograficos obtidos até 0 momento sobre os
residuos da ImpA da regido que constitui o /inker. E uma regido positivamente carregada, o
que ndo favorece a presenca de muitos residuos basicos e ndo foram observadas interagdes
intermoleculares significativas, isto €, comuns a todas estruturas de ImpA cristalizadas na
presenga de peptideos NLS. Conforme Fontes e colaboradores, essa regido C-terminal do
linker apresenta importancia, contudo at¢é o momento as interagdes intermoleculares sdo
especificas para cada NLS (FONTES et al, 2003a).

Todos os residuos destacados, tanto em S; quanto em S, encontram-se conservados

em animais, conforme pode ser observado no alinhamento dessas seqiiéncias (Figuras 38 e

39). Dessa maneira, a interacdo dos NLSs com esses residuos chave parece ser essencial para
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o reconhecimento das NLS. Entretanto deve-se ressaltar que a ImpA apresenta muitos
residuos conservados, principalmente ao longo dos sitios de ligacdo de NLS, cujos papéis

pouco se sabe a respeito, inclusive sobre a especificidade de transporte entre as isoformas.
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Figura 38- Alinhamento dos residuos 135 a 164 da ImpA de diferentes organismos utilizando
o programa ClustalX. As cores laranja, vermelho, azul e verde identificam os grupos de residuos
GPST, HKR, FWY e ILMV respectivamente. ‘*’Indicam residuos conservados em todas sequencias
alinhadas; ‘:” indicam grupo de residuos fortemente conservador e ‘.” indicam residuos fracamente
conservados. Os residuos identificados acima do alinhamento correspondem aos essenciais para
reconhecimento de NLS. As abreviaturas referentes aos organismos encontram-se na Tabela 2.

[
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Figura 39- Alinhamento dos residuos 165 a 244 da ImpA de diferentes organismos utilizando
o programa Clustal. As cores laranja, vermelho, azul e verde identificam os grupos de residuos GPST,
HKR, FWY e ILMV respectivamente. ‘*’Indicam residuos conservados em todas sequencias
alinhadas; ‘:” indicam grupo de residuos fortemente conservador e ‘.” indicam residuos fracamente
conservados. Os residuos identificados acima do alinhamento correspondem aos essenciais para
reconhecimento de NLS. As abreviaturas referentes aos organismos encontram-se na Tabela 2.

%)
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5.6. A busca pelo NLS ideal.

Kosugi e colaboradores desenvolveram, por meio de mutagdes em um peptideo NLS
bipartido artificial, dois peptideos bipartidos com capacidade de inibir o processo de
importagdo nuclear, um deles inclusive atrapalhando a reciclagem da ImpA, impedindo a
interacdo da ImpA com as proteinas responsaveis pelo processo de exportagdo nuclear. Esses
peptideos apresentaram como principais caracteristicas a presenga de 2 clusters altamente
basicos, unidos por um linker de 10-12 residuos, apresentando residuos &cidos na
extremidade N terminal, mais proxima a S; e prolinas na por¢do proxima ao segundo cluster,
posicionado C-terminal (Figura 40). Esses NLSs estariam muito proximos de um NLS ideal,
uma vez que enfoque deles foi exclusivamente inibi¢do da importacdo nuclear (KOSUGI et

al, 2008a).

BIMAX1  RRRRPRKRPLEWDEDEEPPRKRKRLW
BIMAX2 RRRRRRKRKREWDDDDDPPKKRRRLD

Figura 40 — Inibidores especificos para ImpA (KOSUGI et al., 2008).

Um NLS ideal deve apresentar especificidade e grande afinidade exclusivamente a
ImpA, entretanto deve permitir a reciclagem da mesma, caso contrario tanto ImpA quanto
proteina contendo NLS poderiam tornar-se inutilizados, promovendo o acimulo dos mesmo
no nucleo e posteriores conseqiiéncias danosas as células. Obedecendo a essas regras, a
importacdo nuclear ocorre de maneira adequada. Compreeendendo esse mecanismo, uma

aplicacdo poderia ser a adi¢do de um NLS a alguma substancia para envid-la para o nucleo.
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Com os resultados cristalograficos obtidos até o momento, ainda ha distancia de um
NLS ideal para uso aplicado, entretanto caracteristicas essenciais aos NLS podem ser

destacadas (Figura 41).

Figura 41 — Diagrama destacando posi¢des chave em S, e residuos conservados da ImpA. Em laranja
encontram-se residuos que participam de interacdes polares e em amarelo as interagdes hidrofobicas.
Linhas cheias no NLS indicam posi¢des essenciais; linhas tracejadas indicam ocupagdo opcional.

Em relacdo a ocupacdo do sitio principal (S;), duas posi¢des sdo essenciais a P, e Ps, onde
P, deve ser ocupada exclusivamente por uma lisina, que permite a formagdo de pontes de

. . . . , 150 155 192

hidrogénio com residuos e pontes salinas com residuos conservados G°°, T>" e D~ da
ImpA e uma arginina ndo teria um resultado satisfatdrio nessa posigao.

J& na posicdo Ps, que ¢ a segunda posi¢do mais importante, as interagdes hidrofdbicas
com os carbonos da cadeia lateral do ligante tem destaque, entdo a ocupagdo dessa posi¢do
por uma lisina ou arginina ndo resulta em grandes diferencas, uma vez que ambos apresentam
cadeias laterais longas que satisfazem a condi¢do de interagdes hidrofobicas com os
triptofanos 142 e 184 da ImpA e formam ponte salina com Q'®'.

A presenca de residuos hidrofébicos em P3; ou P4 ajudam a manter boa superficie de

contato entre ImpA e o NLS. Nessas posi¢des a formagdo de pontes de hidrogénio com
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atomos da cadeia principal s3o mais importantes que com suas cadeias laterais, por isso no ¢é
essencial a ocupag¢do dos mesmos com residuos de cadeias laterais longas. Entretanto,
melhores resultados de afinidade sdo obtidos quando essas posi¢des sdo preenchidas por esse
tipo de residuo, pois o nimero de contatos intermoleculares aumentam.

Para o sitio secundario (S;), P,” tem sido considerado muito importante, porém em P,’
foram observadas as interagdes comuns a todos os peptideos NLS que se ligaram a S, (Figura

42), interagindo com residuos da ImpA conservados em animais.

Figura 42 — Diagrama destacando posi¢des chave em S, e residuos conservados da ImpA. Em laranja
encontram-se residuos que participam de interacdes polares; em cinza, residuos da ImpA que ndo
apresentam interagdes comuns a todos NLS estudados por cristalografia; em amarelo interagdes
hidrofébicas. Linhas cheias no NLS indicam posi¢des essenciais; linhas tracejadas indicam ocupacgio
opcional.

A respeito do linker, recentemente foi confirmado que o comprimento do mesmo,
apresentando em torno de 10 -12 residuos, proposto por Fontes em 2000 realmente influencia
na ligacdo do sitio secundério. ( KOSUGTI et al, 2008a). Além disso, a presenca de residuos

de prolina proximos ao cluster basico que liga-se a S; parece otimizar ligacdo de NLS, bem

como a presen¢a de residuos acidos proximos ao cluster que liga-se a S,. Prolinas
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antecedendo residuos que irdo se posicionar em S; sdo interessantes por manter um pouco de
rigidez, permitindo boa acomodag¢ao principalmente de NLSs ndo cléassicos, ao contrario de
uma regido mais flexivel, rica em glicinas como observado no peptideo Ku70. Entretanto

nenhuma interagdo marcante foi observada a respeito dessa interagao.
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6. CONCLUSOES

6.1. Residuos da ImpA chave para reconhecimento de NLS.

~ 142 \7146 vx7184 gl 235 ~150 155 14192 181 396

Interagdes polares: W "N 6,W 8 , N 88 NG, T, D"eQ " paraS;; E7 e
1

N¥*'em So;

~ . 1.t 142 184 231 192
Interagdes hidrofobicas: W, W ¥ W2 e D em S; e W em S,.

6.2. Peptideos NLS.

Duas etapas de purificagdo sdo importantes para minimizar a interferéncia de
contaminante na interacdo de um peptideo NLS a ImpA quando empregada E.coli
como sistema de expressao.

NLS com muitos residuos basicos de cadeias longas sdo mais interessantes, mas nao
essenciais para seu reconhecimento;

O peptideo de Ku70 ndo corresponde a um NLS bipartido e apresenta conformacgio

similar a SV40P. Intera¢des hidrofobicas com residuos W” e P**!

da ImpA garantem
essa conformacao;

O peptideo TMNLS, desenvolvido para ser especifico para ImpA de M.musculus,
ligou-se conforme esperado;

O peptideo T52NLS, desenvolvido para ser especifico para isoforma 5 de ImpA de

H.sapiens , ligou-se a ImpA de M.musculus indicando que este ndo ¢ tdo especifico

quanto o esperado;
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T52NLS corresponde a um NLS nio cléassico, assim com a PLSCR1. Foi o primeiro
ligante posicionado na conformagdo paralela no sitio S, da ImpA, ressaltando a

importancia das posi¢cdes P;’ e P,’ no reconhecimento de NLSs bipartidos.

6.3. Sitios de ligacdo de NLS.

Em P}, na auséncia de um residuo basico, residuos curtos que permitam flexibilidade,
facilitam a acomodag¢@o do NLS a ImpA;

P, precisa ser ocupada por um residuo de lisina para que ocorra formagdo de pontes
de hidrogénio com a ImpA, essenciais para reconhecimento do NLS;

P; e P4 ajudam a manter o NLS devido a pontes de hidrogénio e intera¢des
hidrofobicas com residuos da ImpA e a cadeia principal do NLS;

Na auséncia de residuos basicos longos, é recomendavel a ocupagdo de P; e/ou P4 por
um residuo hidrofébico ou anfipatico, que permita interacdes hidrofdbicas;

Em Ps s@o importantes as interagdes hidrofobicas com residuos de cadeias longas.

P,’ precisa ser ocupada por residuo de arginina para ligacdo efetiva de um NLS

bipartido em S,

6.5.Linker.

Prolinas antecedendo residuos que irdo se posicionar em S; sdo interessantes por
manter um pouco de rigidez, permitindo boa acomodag¢@o principalmente de NLSs
ndo classicos;

Muitos residuos curtos, como glicinas, presentes no NLS podem dificultar a sua

ligagdo a ImpA em virtude do aumento da flexibilidade.
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