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RESUMO

A estabilidade e integridade do material genético sdo fundamentais para manutencdo e
continuacdo da vida. O genoma humano é composto por trés bilhdes de pares de bases, 0s
guais codificam entre 30.000 — 40.000 genes, e é constantemente atacado por metabdlitos
reativos endogenos, drogas terapéuticas e uma infinidade de agentes mutagénicos
ambientais que afetam sua integridade. Assim, é evidente que a estabilidade do genoma
deve estar sob vigilancia continua. Isso é conseguido através de mecanismos de reparo de
DNA, que se desenvolveram para remover ou tolerar lesbes e erros no DNA. Dentre os
mecanismos de reparo de DNA presentes nos organismos, eles podem ser divididos em: i)
reparo por excisdo de bases (BER), ii) excisdo de nucleotideos (NER), iii) mal-pareamento
de bases (MMR) e iv) reparo de DNA por jung&o de terminais ndo homologos (NHEJ). Para
0 que esses mecanismos funcionem de maneira adequada, é evidente a importancia da
interagdo entre proteinas responsaveis pela fungdo de reparo, bem como € essencial a
regulacéo da importacdo nuclear para localizagé@o correta das proteinas responsaveis pelos
mecanismos mencionados. Dentre 0s mecanismos responsaveis pela regulacdo da
importacéo nuclear, a via classica constituida pelo heterodimero Importina-a/g € um dos
principais mecanismos de deslocamento. Algumas proteinas de reparo parecem interagir
somente com algumas isoformas da Importina-a (Impa), indicando uma regulagéo adicional
do processo de reparo, porém, pouco se sabe a respeito do reconhecimento das sequéncias
de localizagdo nuclear (NLS) dessas proteinas. Esse trabalho trata especificamente do
estudo do complexo estrutural de complexos de Impa com peptideos NLSs de proteinas
relacionadas ao reparo de DNA utilizando técnicas de cristalografia. A expressdo e
purificacdo da Impa de Mus musculus truncada em sua por¢cdo N-terminal foi realizada, bem
como a co-cristalizagdo da Impa com peptideos NLSs de proteinas relacionadas ao reparo
de DNA, correspondentes as sequéncias monopartidas das proteinas Ku80, PMS2 e MLH1
e a sequéncia bipartida da proteina FEN1. Dados de difracdo de raios-X foram coletados
dos cristais obtidos e processados no intervalo de 2,1-2,38 A de resolucdo. Com esses
resultados, as estruturas contendo NLSs Ku80 e FEN1 foram elucidadas. O peptideo NLS
Ku80, relacionado ao reparo NHEJ, ligou-se a Impa de maneira similar ao NLS do antigeno
T da SV40, no sitio de ligacdo principal (S;). J& o peptideo NLS FEN1, relacionado ao
reparo BER, ligou-se tanto ao sitio S; como ao sitio secundario (S,), comprovando ser uma
sequéncia bipartida. Além disso, a regido de linker do peptideo FEN1 com somente 10
residuos, possibilitou uma melhor ligagdo com a Impa com uma conformacdo mais
estendida e possivelmente mais favoravel para a ligagdo com a Impa do que peptideos que
possuem de 11-12 residuos. Posi¢cdes especificas nos sitios de ligacdo foram confirmadas
como essenciais, bem como residuos da Impa conservados nessas regibes, indicando a
importancia das interagfes intermoleculares nesses sitios. Essas informacgfes indicam que
essas proteinas podem ser transportadas de maneira independente para o nucleo pela Imp-
a, sem a necessidade da formacdo de complexos com outras proteinas envolvidas em
reparo.

Palavras-chave: Importina-a, importagcdo nuclear, NLS, cristalografia de raios-X, Ku80,
FEN1, PMS2, MLHL1.



ABSTRACT

The stability and integrity of the genetic material are essential for the maintenance and
continuation of life. The human genome, comprising three billion base pairs coding for
30.000 — 40.000 genes, is constantly attacked by endogenous reactive metabolites,
therapeutic drugs and a plethora of environmental mutagens that impact its integrity. Thus it
is obvious that the stability of the genome must be under continuous surveillance. This is
accomplished by DNA repair mechanisms, which were developed to remove or tolerate
injuries and mistakes in DNA. In the DNA repair mechanisms available in the organisms,
they can be divided in: i) base excision repair (BER), ii) nucleotide excision repair (NER), iii)
mismatch repair (MMR) and iv) DNA repair by non-homologous end joining (NHEJ). To an
adequate operation of these mechanisms, it is evident the importance of the interaction
between proteins responsible for the function of DNA repair, as well as the regulation for
nuclear import is essential for the correct localization of the proteins responsible for the
mentioned mechanisms. In the group of the mechanisms responsible for nuclear import
regulation, the classical pathway composed by Importin-a/ heterodimer is one of the major
mechanisms of transport. Some DNA repair proteins seem to interact only with certain
isoforms of Importin-a (Impa), indicating an additional regulation of the repair process.
However, little information is known about the recognition of nuclear localization sequences
(NLS) of these proteins. This work concerns specifically the structural studies of complexes
with Impo and NLSs peptides from proteins related to DNA repair using crystallographic
techniques. The expression and purification of Impa from Mus musculus N-terminally
truncated were performed as well as the co-crystalization of the Impa with NLS peptides from
the DNA repair proteins, corresponding to the monopartite sequences from Ku80, PMS2 and
MLH1 and the bipartite sequence from FEN1. X-ray diffraction data from obtained crystals
were collected and processed in the range of 2.1 to 2.38 A resolution. Using these results,
the structures containing NLSs of Ku80 and FEN1 were elucidated. The Ku80 NLS peptide,
related to the NHEJ repair, bound to the Impa in a similar manner of the NLS of SV40 T
antigen in the major binding site (S;). Moreover the peptide NLS FEN1, related to BER
repair, bind to the (S;) site as well the secondary site (S,), proving to be a bipartite sequence.
In addition, the linker region of FEN1 peptide with only 10 residues, allowed a better
connection with the Impa by a more extended conformation and possibly more favorable
binding to the Impa than the peptides that have 11-12 residues. Specific positions in the
binding sites were confirmed as essential as well as residues from Impa that are conserved
in these regions indicating the importance of intermolecular interactions in these sites. This
information indicates that Impa can transport these proteins independently into the nucleus,
without the necessity of complex formation with other proteins involved in DNA repair.

Keywords: Importin-a, nuclear import, NLS, X-ray crystallography, Ku80, FEN1, PMS2,
MLHL1.
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1.INTRODUCAO

1.1 TRANSPORTE DE MACROMOLECULAS PARA O NUCLEO
CELULAR

Em células eucariontes, o maquinario da replicacdo do DNA e a transcricao
do RNA no nucleo, sdo separados espacialmente da sintese de proteinas e dos
sistemas metabdlicos que ocorrem no citoplasma por uma dupla membrana
denominada envelope nuclear (Chook & Blobel, 1999; Conti & lzaurralde, 2001;
Cook et al., 2007; Lange et al., 2007). Essa separacdo possibilita uma regulagao
precisa dos processos celulares, tais como a expressao génica, sinalizacao celular e
ciclo celular, através da regulacao seletiva do transporte bidirecional entre o ndcleo e
o citoplasma (Lange et al., 2007). Dessa maneira € necessario um mecanismo
molecular seletivo de transporte que reconheca especificamente a proteina a ser
transportada de um compartimento para o outro (Lange et al., 2007; Stewart, 2007).

Presente no envelope nuclear, o complexo poro nuclear ou NPC (nuclear pore
complex) é responsavel pela intercomunicacdo entre o citoplasma e o ndcleo. Por
ele é realizado o transporte bidirecional de macromoléculas e a regulacdo do
transporte nucleo citoplasma de varios tipos de RNAs, proteinas de membranas
(receptores) e proteinas solluveis (Franke & Scheer, 1974; Sorokin et al., 2007,
Stewart, 2007).

Proteinas de 20 a 60 kDa podem atravessar para o nucleo sob a acao das
proteinas presentes no NPC, as nucleoporinas (Gorlich, 1998), enquanto ions e
pequenas proteinas neutras que ndo se ligam as nucleoporinas podem atravessam
0 NPC devido ao processo de difusdo passiva (Gorlich & Kutay, 1999; Keminer et
al., 1999; Lange et al., 2007; Knudsen et al., 2009) (Figura 1B). Nesse caso, eles
passam via um canal central de 8 a 10 nm de diametro com cerca de 45 nm de
comprimento (Keminer et al., 1999; Sorokin et al., 2007). Quando as moléculas a
serem transportadas interagem com as nucleoporinas, o diametro do poro aumenta
para 40 nm, facilitando assim o transporte (Ribbeck & Gorlich, 2001). Outras
proteinas sao filtradas seletivamente por uma rede de nucleoporinas desenoveladas

e hidrofébicas, situadas no canal central do NPC (Figura 1B).
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Proteinas
fons neutras Complexos
pequenas

Figura 1 - Modelo simplificado de translocacdo através do envelope nuclear. A:
Representacdo do Complexo Poro Nuclear (NPC). Denominagfes: EN, envelope nuclear;
FC, filamentos citoplasmaticos; FN, filamentos nucleares. Superficie FG é formada por
nucleoporinas Fenilalanina-Glicina. O filtro seletivo constitui-se de cadeias polipeptidicas
hidrofébicas desenoveladas das nucleoporinas, que revestem o canal central do NPC. B:
ions e pequenas proteinas neutras podem passar através do filtro seletivo por difusdo
passiva. C: As grandes moléculas ou complexos atravessam o NPC somente através de
receptores de transporte (Sorokin et al., 2007).

Apesar do didmetro do poro ser relativamente grande, algumas pequenas
proteinas, menores que 20-30 kDa, como por exemplo as histonas, passam via NPC
somente com auxilio de mediadores (Breeuwer & Goldfarb, 1990) (Figura 1C). O
transporte de macromoléculas entre nucleo e citoplasma é mediado por receptores
solaveis que interagem com componentes do NPC para transporte de moléculas
especificas. Esse transporte ocorre por diferentes vias dependentes de receptores e
acessorios utilizados, denominados carioferinas (Stewart, 2006; Cook et al., 2007,
Sorokin et al., 2007). Essas macromoléculas encarregadas do transporte sao
sollveis e reconhecem as proteinas a serem carregadas (Cook et al., 2007; Lange
et al.,, 2007), pelas Sequéncias de Localizacdo Nuclear (NLS), no caso de
importacdo nuclear e em Sinais de Exportacdo Nuclear (NES), para exportacao.
Dessa maneira, pode ocorrer a formacdo de diferentes complexos transportadores
(Sorokin et al., 2007), cujos mais conhecidos podem ser descritos nas vias: i)
importacdo nuclear dependente de importinas ou via classica,; ii) importacdo nuclear
dependente da Importina-f e iii) importacdo nuclear via Importina-B mediada pela

Snuportina 1.
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A maioria dos transportes é realizado dependente de energia em alguma
etapa. Nesses casos, a hidrolise de GTP por proteinas da Familia Ras (RAs-related
Nuclear proteins), GTPases Ran, fornece a energia para o ciclo de importacao
nuclear (Weis, 2003; Stewart, 2006; Lange et al., 2007).

1.2. COMPLEXO PORO NUCLEAR (NPC)

O Complexo Poro Nuclear ou NPC (Nuclear Pore Complex) € uma grande
estrutura que abrange as membranas nucleares interna e externa para facilitar o
intercambio bidirecional de macromoléculas entre o citoplasma e o nucleo (Stewart,
2007), é formado por aproximadamente 30 proteinas diferentes, denominadas
nucleoporinas.

Em geral, o NPC é simétrico quando visto na membrana com relacdo ao seu
didametro e é assimétrico quando analisado pela superficie da membrana. De
maneira simplificada, o complexo € composto por trés subestruturas, i) os filamentos
citoplasmaticos, ii) um nucleo central - “corpo”, que possui aproximadamente 120 nm
de diametro e 70 nm de largura (Akey & Radermacher, 1993; Beck et al., 2004,
Stewart, 2007)e iii) a cesta nuclear (Sorokin et al., 2007) (Figura 2). O corpo do NPC
constitui um canal central que pode atingir aproximadamente 40 nm de diametro
(Feldherr et al.,, 2001; Stewart, 2007) através do qual s&o transportadas
macromoléculas. Esse canal € composto por uma alta concentracdo de cadeias de
proteinas, as quais apresentam pouca estrutura regular (Stewart, 2007).

A reconstrucdo do NPC em microscopia eletronica de alta resolugdo mostrou
gue a arquitetura dos NPC de diferentes organismos, como Saccharomyces
cerevisiae, Xenopus laevis e mamiferos sdo muito conservadas estruturalmente
(Akey & Radermacher, 1993; Sorokin et al., 2007). No entanto, NPCs de vertebrados
sao maiores em tamanho e podem ter estruturas adicionais. Em relacdo a massa
molecular, os NPCs de mamiferos possuem aproximadamente 125 MDa (Ohno et
al., 1998), levedura, Saccharomyces cerevisiae 44 MDa (Rout & Aitchison, 2000;
Sorokin et al., 2007) e Xenopus laevis 60 MDa (Reichelt et al., 1990; Sorokin et al.,
2007).
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Figura 2 - a) Diagrama simplificado do Complexo Poro Nuclear (NPC). b) Distribuicdo das
nucleoporinas FG no ndcleo central do NPC (Stewart, 2007).

1.2.1. NUCLEOPORINAS

Os NPCs séo estruturas plasticas que parecem deformar-se para possibilitar a
passagem de particulas grandes, construidos a partir de multiplas cépias (Rout et
al., 2000), em regra, 8, 16 ou 32 cépias de nucleoporinas (Rout & Aitchison, 2000;
Sorokin et al., 2007; Stewart, 2007). A maioria das nucleoporinas esta localizada
simetricamente e podem ser encontradas em ambos os lados, nuclear e
citoplasmatico dos NPCs e seu numero total pode variar de 500-1000 por NPC (Rout
& Aitchison, 2000; Sorokin et al., 2007). Existe um pequeno subconjunto de
formacBes assimétricas filamentosas localizadas assimetricamente, encontradas
somente em um dos lados do NPC por estarem anexadas ao corpo do NPC (Rout et
al., 2000; Stewart, 2007) (Figura 2a). Essas formacfGes denominadas filamentos
citoplasmaticos foram sugeridas como as primeiras implementadas para o
reconhecimento de complexos de transporte (Rout & Aitchison, 2000; Sorokin et al.,
2007).
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O fracionamento bioquimico do NPCs mostrou que as nucleoporinas se
associam para formar subcomplexos com uma composicéo definida (Tran & Wente,
2006; Stewart, 2007) e podem apresentar enovelamentos comuns, tais como super-
hélices, propulsores WD (WD propelers) e solendides a-hélice (Devos et al., 2004;
Stewart, 2007). As nucleoporinas podem ser divididas em familias: i) Nucleoporinas
transmembrana (TM), fixam os NPCs na membrana nuclear; ii) Nucleoporinas FG,
(Devos et al., 2004) apresentam distintas sequéncias de Fenilalanina-Glicina (FG)
localizadas difusamente no poro (Figura 2b). As repeticdes de nucleoporinas FG
possuem curtos nucleos hidrofébicos contendo residuos Fenilalanina e Glicina com
sequéncias como FXFG (em que X € um residuo pequeno como glicina, alanina ou
serina) ou GLFG. Estes nucleos sao separados por residuos hidrofilicos de
sequéncia e comprimento variavel; iii) Nucleoporinas FN com repeticdes Fenilalania-
Asparagina (FN) como as proteinas Nup35/Nup53; iv) Nucleoporinas WD, que
contém motivos de repeticdes de Triptofano-Acido aspartico, WD propeler -
“propulsor” de sete laminas (Devos et al., 2004; Sorokin et al., 2007; Stewart, 2007)
(Figura 3).

Acredita-se que nucleoporinas FG compdem metade da massa do NPC (200-
700 copias por NPC). A maior parte delas € distribuida simetricamente a membrana
nuclear (Rout & Aitchison, 2000; Sorokin et al., 2007) e sdo as que possuem 0S
sitios de ligacdo das carioferinas. Quando passam ao NPC, todas carioferinas ligam-
se as nucleoporinas FG. Essas interacbes fazem a base do atual modelo de
transporte nucleo citoplasma (Suntharalingam & Wente, 2003; Sorokin et al., 2007).
Supdbe-se que a localizagdo assimeétrica da nucleoporina FG desempenha um papel
importante na direcdo do transporte e liberacdo de substrato. O transporte para o
ndcleo comeca a partir da ligacdo do complexo de transporte com a nucleoporina FG
(Peters, 2005; Sorokin et al., 2007).
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Nucleoporinas FG

Anel externo Nucleoporinas de ligacdo

Anel interior Anel de membrana

Raio

Figura 3 - Estrutura tridimensional do NPC de Saccharomyces cerevisiae - Modelo de
subestruturas protéicas que se unem para formar o NPC - Em cinza o poro da membrana.
Em destaque os grupos de nucleoporinas organizadas em anéis externos (amarelo), anéis
internos (roxo), anéis de membrana (marrom), nucleoporinas de ligacao (TM- azul e rosa) e
nucleoporinas FG (verde)(Albert et al., 2007).
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13. IMPORTACAO NUCLEAR DEPENDENTE DE IMPORTINAS OU VIA
CLASSICA DE IMPORTACAO NUCLEAR

A via classica de importagdo nuclear de proteinas é a melhor caracterizada
dentre os ciclos de transporte, e todos 0s seus componentes foram identificados, tais
como a GTPase Ran (Melchior et al., 1993; Moore & Blobel, 1993), a Importina-a
(Impa) (Gorlich et al., 1994; Imamoto et al., 1995; Weis et al., 1995), a Importina-3
(ImpB) (Adam & Adam, 1994; Chi et al., 1995; Gorlich et al., 1995a; Gorlich &
Laskey, 1995; Gorlich et al., 1995b; Imamoto et al., 1995; Radu et al., 1995) e o
NTF2 (Moore, 1995; Paschal & Gerace, 1995), que esta envolvido na importacéo e
exportacdo da Ran (Ribbeck et al., 1998; Kohler et al., 1999). Essa via de
importacdo nuclear usa Impf como um transportador, a Impa como adaptador e
transporta uma grande variedade de proteinas. Tem sido amplamente estudada em
bioquimica, biologia celular, genética e em detalhes bioldgicos e estruturais.

O ciclo de importagdo nuclear de uma proteina tem como base uma série de
interacbes coordenadas, que precisam de constante regulacdo e gera taxas de
transporte de macromoléculas de aproximadamente 100 a 1.000 proteinas por
minuto, por NPC. Esse ciclo pode ser convenientemente dividido em quatro etapas:
i) Montagem do complexo de importagdo carga proteica/transportador no citoplasma;
i) Translocacéo através de NPCs; iii) Desligamento do complexo de importacdo no
nacleo; iv) Reciclagem das proteinas transportadoras. Sinais especificos contribuem
para a fidelidade desses eventos, dentre 0s quais as sequéncias de localizac&o
nuclear (NLS) (Stewart, 2007). Proteinas que possuem NLS sao importadas para o
nacleo via transportador ImpB, o qual se liga a estas proteinas através da Impa
(Gorlich & Kutay, 1999; Chook & Blobel, 2001; Macara, 2001; Weis, 2003) no seu
sitios de reconhecimento especificos para as NLSs (Conti et al.,, 1998; Conti &
Kuriyan, 2000; Fontes et al., 2000; Stewart, 2006; Stewart, 2007).

Inicialmente, no citoplasma, a Impa liga-se a Impp deslocando o dominio
auto-inibitério ou IBB (Importin beta binding) (Kobe, 1999) da Impa. Apés a formacao
do heterodimero (Importina-o/p), é possivel a ligacdo da proteina a ser importada,
via reconhecimento do NLS (Gorlich & Laskey, 1995; Imamoto et al., 1995) (Figura
4). As cadeias laterais basicas dos NLSs classicos fazem uma série de interacfes
especificas com residuos conservados presentes na porcdo concava da Impa (Conti
et al.,, 1998; Conti & Kuriyan, 2000; Fontes et al., 2000; Stewart, 2006; Stewart,
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2007). Em seguida, a ImpB ancora o complexo aos filamentos citoplasmaticos do
NPC e ocorre o transporte através do poro, em virtude dessas interacdes (Moore &
Blobel, 1993; Gorlich & Mattaj, 1996).

No nucleo, o complexo proteina-substrato se desacopla com a ligacdo da
proteina Ran ligada a GTP (Ran-GTP) a subunidade  da Importina, alterando sua
conformacéao e liberando o IBB da Impa. Esse dominio entédo passa a competir com
a NLS da proteina importada, promovendo uma diminuigdo de afinidade da carga,
facilitando a liberacdo da mesma em virtude do mecanismo auto-inibitério (Kobe,
1999). Uma otimizacdo do processo de desacoplamento da proteina transportada e
reciclagem da Impa ocorre com auxilio da nucleoporina (Nup2 em levedura, Nup50
ou Npap60 em vertebrados) (Lange et al., 2007), que liga-se a uma das regides de
ligacdo do NLS e uma porcao C-terminal da Impa, em virtude de maior afinidade
com a mesma. A nucleoporina liga-se a superficie estendida do dominio de
repeticdo ARM da Impa, incluindo o sitio de ligagdo secundario de NLS, liberando a
proteina transportada e o sitio de ligacdo (Matsuura & Stewart, 2005).

Apoés a proteina importada ter sido liberada pelo deslocamento do NLS pela
nucleoporina, a mesma € deslocada pela ligacdo com a exportina (Csel:RanGTP
em leveduras ou CAS:RanGTP em vertebrados) na regido C-terminal da Impa.
Dessa forma, ocorre a ligacdo do dominio IBB com os sitios NLS da Impa, fato
crucial para a formacdo do complexo de exportacdo exportina:Ran:GTP:Impa. E
essa a ligacdo sequencial das nucleoporinas, seguida por exportinas que fornece
uma regulacdo molecular poderosa para assegurar que Impa sera reciclada para o
citoplasma, apoés a liberacéo da proteina transportada (Cingolani et al., 2002; Lee et
al., 2003; Lange et al., 2007). Enquanto a reciclagem da Impa € dependente de
exportina, a Imp é reciclada para o citoplasma, por meio da formacao do complexo
ImpB:RanGTP. Em ambos os casos a Ran-GAP (Proteina de ativacdo Ran-GTPase)
citoplasmatica dissocia esses dois complexos, liberando as importinas para um novo
ciclo (Stewart, 2006) (Figura 4).
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Figura 4 - Viséo geral da importacdo nuclear de proteinas. a) No citoplasma, um complexo
de importagéo entre NLS e o heterodimero Importina-a/f é formado (Stewart, 2007).

1.3.1. CARIOFERINAS

As carioferinas sao proteinas responsaveis pelo reconhecimento e a
importagdo de proteinas para o nucleo das células eucariontes. Essa familia de
proteinas tem como caracteristicas a interacdo com as nucleoporinas, bem como a
interacdo com a GTPAse Ran em seu estado ligado a GTP (Macara, 2001). As
carioferinas envolvidas na importacdo nuclear sao denominadas importinas,
engquanto as envolvidas com a exportacdo sao as exportinas. Repeticdes de motivos
Armadillo (ARM) e HEAT sao caracteristicas das carioferinas, conferindo em geral

estruturas alongadas (Itzhaki & Lowe, 2000) (Figura 5).
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Figura 5 - Exemplos de proteinas com repeticbes HEAT e ARM. As a-hélices H1, H2, H3 de
proteinas ARM sdo mostradas em verde, vermelho e amarelo respectivamente; hélices A e
B de proteinas HEAT estdo em vermelho e amarelo respectivamente; ligantes estdo em
azul. As estruturas apresentadas sao as de: B-catenina de camundongos; Impa de levedura
ligada a uma NLS bipartida da nucleoporina; Transportina ligada com a Ran; Impf de
humanos ligada ao dominio IBB da Impa; A subunidade PR65/A da proteina fosfatase 2A
humana. As estruturas estéo orientadas com seus N-terminais no fundo e as C-terminais no
topo (Andrade et al., 2001).

O motivo armadillo (ARM) foi identificado pela primeira vez como produto do
gene de Drosophila melanogaster (Riggleman et al., 1989; Itzhaki & Lowe, 2000).
Ele € composto por trés hélices, denominadas H1, H2 e H3. As hélices H2 e H3 e
encontram-se dispostas de maneira antiparalela e ambas sdo quase perpendiculares
a hélice H1, em virtude de uma tor¢cédo entre H1 e H2, mediada por um conservado
residuo de glicina (Chook & Blobel, 1999; Cingolani et al., 1999; Stewart, 2006). O
motivo HEAT, por sua vez, foi inicialmente encontrado em uma familia de proteinas,
incluindo as quatro das quais deriva seu nome: Huntingtin, o fator de alongamento 3,
0 PR65/subunidade A da proteina fosfatase 2A (PP2A) e os lipidios quinase TOR
(Andrade & Bork, 1995; Itzhaki & Lowe, 2000; Andrade et al., 2001; Stewart, 2006;
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Cook et al., 2007). Esse motivo apresenta apenas duas hélices, A e B, constituindo

um grampo (hairpin) (Andrade et al., 2001) (Figura 6).

Figura 6 - Repeticdes de motivos Armadillo (ARM) em Impa e HEAT em ImpB. No topo da
figura, as hélices H1, H2 e H3 de Impa sdo mostradas em verde, vermelho e amarelo
respectivamente. As hélices A e B da ImpB sdo indicadas em vermelho e amarelo. As
repeticdes dos motivos ARM e HEAT ocorrem em uma ampla variedade de proteinas
eucaridticas. Ligantes sdo mostrados em azul. As estruturas apresentadas séo: Impa de
levedura complexada com a NLS de nucleoplasmina, um sinal de localizacdo nuclear
bipartido (Codigo PDB 1EE5) e Imp8 de humano ligado ao dominio IBB (importin-B-binding)
de uma Impa (Codigo PDB 1QGK) (Goldfarb et al., 2004).

Os membros da familia das carioferinas com repeticdes de motivos HEAT,
como a do fator de importacdo Impp e do fator de exportacdo Csel, possuem 19-20
HEATs compondo sua estrutura (Cook et al.,, 2007). Essas repeticdes funcionam
como molas enroladas com uma curvatura torcida, criada pelo conjunto de a-hélices
gue formam a estrutura da super-hélice, mudando drasticamente de conformacéao
dependendo se estdo em sua forma livre ou complexada. Acredita-se que esta
flexibilidade permite que elas se complexem a uma série de ligantes diferentes
(Conti et al., 2006), mostrando a versatilidade destas moléculas em reconhecer as
diferentes proteinas (Iltzhaki & Lowe, 2000; Stewart, 2006). Suas diferentes cépias
da mesma molécula dentro de uma unidade assimétrica ou as formas de cristais
diferentes (Cingolani et al., 1999) comprovam que estas moléculas podem ser

relativamente flexiveis (Stewart, 2006).
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1.3.2. IMPORTINA-a

A Importina-a. (Impa) participa da via classica de importagdo nuclear e é
responsavel pelo reconhecimento inicial do substrato a ser importado pela ligagdo do
seu NLS. Tem aproximadamente 60 kDa e apresenta dois dominios funcionais
(Figura 7). Um pequeno dominio N-terminal denominado dominio de ligagéo a Impf
(IBB - Importin Beta Binding) ou dominio autoinibitorio (Moore & Blobel, 1993;
Gorlich & Mattaj, 1996) e o dominio de ligagcdo de NLS (Gorlich et al., 1994). A
primeira estrutura elucidada de Impa foi a de levedura (Conti et al., 1998) em que a
proteina truncada (88-530) foi elucidada na forma de homodimero, o qual foi
proposto inicialmente como mecanismo pelo qual a Impa participasse da importacao
nuclear. Posteriormente, com a elucidacdo da Impa de camundongo, 0 mecanismo
atual foi comprovado (Kobe, 1999). Nesse mecanismo, foi mostrado que o dominio
IBB contém um conjunto de residuos basicos (KRR) que € semelhante a uma
sequéncia NLS (Kobe, 1999; Matsuura & Stewart, 2004; Lange et al., 2007).
Portanto, além de conectar Impa na ImpB, o dominio do IBB tem um papel
autoinibitorio (Kobe, 1999) de modo que, quando ele ndo estd complexado com a
ImpB, ele compete com os sitios de ligacdo da NLSs da Impa contribuindo na
regulacdo do processo de importacao e também na liberacao da carga.

Figura 7 - Representacdo em diagrama de fitas da Impa (PDB-1IAL) (Kobe, 1999).

O outro dominio, que compreende a maior parte da proteina, € composto por
dez motivos armadillo (ARM) (Gorlich et al., 1994); e contém os sitios de ligacdo de

NLS (Kobe, 1999) (Figura7). Os motivos ARM apresentam cerca de 40 residuos e
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sdo constituidos por trés alfa-hélices, denominadas H1, H2 e H3 (Kobe, 1999;
Andrade et al., 2001). As repeticbes apresentam cerca de trinta graus de rotacao
entre si, resultando em uma molécula alongada e torcida. As hélices H3 formam a
superficie interna concava na molécula onde sédo encontrados conservados residuos
de triptofano e asparagina, cercados por residuos acidos. Esse arranjo confere um
sitio de ligacdo com caracteristicas hidrofébicas e eletrostaticas (Conti & Kuriyan,
2000), em que a ocupacao de determinadas posi¢des, denominadas de P1 a P6 no
sitio principal (S;) e P1' a P5 no sitio secundario (S;), sdo importantes para
reconhecimento de NLS (Fontes et al., 2000) (Figura 8).

Figura 8 - Posicoes de ligagdo na Impa nos sitios secundario (Arm 6-8) e principal (Arm2-4).
Letras D representam o &cido aspartico, N a asparagina, Y a tirosina, W o triptofano, E o
acido glutdmico e R a arginina. A cadeia principal de um NLS é indicada em preto e as
laterais em azul, sinalizando as posi¢6es ocupadas por residuos basicos, importantes em
uma NLS (Fontes et al., 2000).

A Impa apresenta um elevado grau de conservacéo na sua estrutura (Conti &
Kuriyan, 2000; Fontes et al., 2000) e mecanismo de reconhecimento. Enquanto em
leveduras foi encontrada apenas uma isoforma de Impa (SRP1 ou Kap60), em
humanos 7 isoformas ja forma descritas. Com base na similaridade de suas

sequéncias, essas proteinas foram agrupadas em trés grandes familias: Familias
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Kap-al, Kap-a2, e Kap-a3 (Kohler et al., 1999). Os membros dessas familias
diferentes tém cerca de 50% de identidade sequencial (Kohler et al., 1999; Talcott &
Moore, 2000) e dentro de uma familia, a identidade €, no minimo, 80% (Kohler et al.,
1999). Cada uma destas isoformas tem mostrado ser capazes de mediar a
importacdo de um ou mais proteinas contendo NLS classicas (Talcott & Moore,
2000)

Essas isorformas podem apresentar preferéncias por diferentes NLS, bem
como diferentes padrdes de expressdo. Os niveis relativos de expressdo de uma
determinada isoforma da Impa podem variar entre diferentes tecidos, indicando uma
demanda especial de diferentes tipos proteinas especificas para importacdo em
cada tecido (Kohler et al., 1999), o que indica a importancia da regulacdo do
mecanismo de importacdo por essa proteina. Apesar de algumas proteinas se
associarem especificamente apenas a uma isoforma da Impa, outras sdo capazes

de se ligar a diferentes isoformas (Jans et al., 2000; Knudsen et al., 2009).

132.1. SEQUENCIAS DE LOCALIZACAO NUCLEAR (NLS)

O primeiro passo para a importacdo nuclear ocorrer € quando a Impa
discrimina a proteina a ser transportada em relagdo as outras proteinas celulares.
Proteinas destinadas ao nucleo contém sequéncias de aminoacidos chamados de
sinais ou sequéncias de localizacdo nuclear (NLSs) (Lange et al., 2007) que por si
s6 sao suficientes para designar uma proteina a ser importada para o0 nucleo
(Dingwall et al., 1982). Os sinais melhor caracterizados sdo denominados classicos
(cNLS), apresentando um ou mais grupos de aminoacidos basicos (Lange et al.,
2007), essencialmente lisinas e argininas (Christophe et al., 2000) em que duas
classes podem ser destacadas. As cNLS monopartidas requerem uma lisina na
posicdo P2, seguida de residuos basicos nas posicdes P3 e P5 para produzir uma
sequéncia de consenso, até o presente momento, K/RKXR/K e exemplificada pela
NLS do antigeno T do virus simio 40 (SV40), **PKKKRRV***, (Lanford & Butel,
1984; Lanford et al., 1986; Fanara et al., 2000; Fontes et al., 2003a; Fontes et al.,
2003b) e as cNLSs bipartidas, constituidas por dois conjuntos de aminoéacidos
bésicos separados por 10-12 aminoacidos denominados regido linker (Knudsen et
al., 2009), apresentando como consenso KRXj0.12KRXK e exemplificada pela NLS
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da nucleoplasmina, *>KRPAATKKAGQAKKKK'™ (Dingwall & Laskey, 1991; Fanara
et al., 2000; Lange et al., 2007).

As cNLSs ligam-se em uma conformacgdo estendida, com a sua cadeia
principal polipeptidica fazendo ligacdes de hidrogénio com uma série de asparaginas
conservadas nas hélices H3 da Impa. As cadeias laterais dos peptideos presentes
nesta sequéncia sao inseridas numa série de bolsos formados por uma matriz de
residuos de triptofanos conservados que também se projetam na por¢cdo concava
formadas pelas hélices H3. Os triptofanos realizam interacdes hidrofébicas com a
parte alifaticas das cadeias laterais de lisina presentes na sequéncia cNLS. As
cargas positivas das lisinas presentes na NLS interagem de maneira eletrostatica
com os residuos acidos presentes em torno do sitio de ligacdo (Conti et al., 1998;
Cook et al., 2007) (Figura 8). Ha duas regides de ligacdo para as lisinas distribuidas
na superficie de reconhecimento da Impa (formando assim um sitio de ligacao
principal e um sitio de ligacdo secundario), explicando a distribuicdo dos residuos
positivos na cNLS. A distancia entre esses dois sitios de ligacdo explica a exigéncia
de uma distancia de 10 a 12 residuos em sinais bipartidos, o ndmero minimo
necessario para alcancar a distancia entre os dois locais em uma conformacao
estendida (Fontes et al., 2003a). Contudo a presenca de cargas positivas ndo pode
ser considerada como completamente satisfatoria para o reconhecimento de um
NLS e definicdo de uma sequéncia consenso precisa. A presenca de residuos
hidrofébicos em posicdes especificas conforme verificado na NLS de c-Myc (Conti &
Kuriyan, 2000), bem como residuos que conferem maior mobilidade as NLS,
parecem contribuir para o reconhecimento e afinidade das NLS (Chen et al., 2005).

Além desses parametros, foi constatada que a ligagdo da Impa para diferentes
NLSs pode ser modulada pela fosforilagdo da proteina, (Jans et al., 1991; Jans &
Hubner, 1996) e pela interacdo 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 este que
parece ser comum em células de eucariontes desde organismos unicelulares até
mamiferos (Jans et al., 1991; Jans & Hubner, 1996).
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1.3.3. IMPORTINA-B

A Importina-B (ImpB) € uma proteina de transporte bem estudada, também
conhecida como Carioferina31 ou Kap95 em leveduras (Harel & Forbes, 2004; Cook
et al.,, 2007). Ela é constituida por 19 repeticbes de motivos HEAT, 0s quais sao
compostos por cerca de 40 residuos, divididos entre duas hélices (A e B), unidas por
um short turn. Essas repeticbes resultam em uma super-hélice (Chook & Blobel,
2001) que confere uma arquitetura global de super-hélices nessa classe de
proteinas. A superficie interna concava da super-hélice é formada pelas hélices B,
enguanto as hélices A formam a superficie convexa (Andrade et al., 2001; Cook et
al., 2007). A estrutura atbmica da Impf em seu estado nativo ndo é conhecida, mas
por espalhamento de raios-X a baixo angulo (Fukuhara et al., 2004) foi observado
que sua super-hélice é bastante aberta, com dois arcos que assumem uma
conformacdo em forma de “S”. Por convencao, estruturas de super-hélice destas
proteinas sdo subdivididas em dois arcos em forma de “C” (Stewart, 2006), um arco
N-terminal (HEATs 1-8) e um arco de C-terminal (HEAT 9-19) (Cook et al., 2007).

Sua estrutura possui um alto grau de flexibilidade que permite que ela mude de
conformacao dependendo se estdo na sua forma livre ou complexada (Conti et al.,
2006). Como exemplos, (Figura 9a) quando ligada ao dominio IBB da Impa, a Impf3
apresenta uma conformacao enrolada como um caramujo, em que as extremidades
N e C-terminal da proteina encontram-se proximas uma da outra (Cingolani et al.,
1999). Nessa estrutura foi possivel observar a interagdo do dominio IBB com
residuos dos motivos HEAT localizados na porgdo cdncava, no arco C-terminal da
ImpB (Cingolani et al., 1999; Stewart, 2006; Cook et al., 2007). Uma pequena parte
do dominio IBB fica huma conformacéo estendida e se liga na repeticdo HEAT 8,
gue contém varios residuos acidos conservados, conhecido como o loop &cido
(Cingolani et al., 1999; Stewart, 2006; Cook et al., 2007). Por sua vez, no complexo
ImpB:RanGTP (Figura 9b e c) € visivel o distanciamento entre as extremidades N- e
C- terminal da Imp. A interacdo com a proteina Ran ocorre na superficie concava
da ImpB, porém no arco N-terminal (HEATS 4-7) (Chook & Blobel, 1999). Ja a
estrutura cristalografica do complexo com as repeticbes FXFG, presentes nas
nucleoporinas, (Figura 9¢) mostrou a ligacao entre essas sequéncias e a superficie
convexa da ImpB (HEATS 5-6). Essa interacdo pode promover a alteracdo de

conformacdo da ImpPB que possibilite a liberacdo do complexo ImpB-RanGTP
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(Bayliss et al., 2000).

(a)

Kapft1-Kape fragment (11-54): & Kap[1
Kapl acdic kop @ Kapo fragrment (11=584)

(b)

Kappe-FanGppMHp compleo: @ Kapie Kagp2 acidic leop
@ RAzn=GpolHp

(e) (d)

Kapfi (1462 -Fan-GpoMHp complec Kapi [1—-442-Msp1p fragmeant (457-G08) comiplas;
& Kapf(1-462) Kap{i1 acidic loop @ RanGpohHp @ Kap[M(1-242) Kapfi1 acidic loop @ Nspip FXFG care

Current Opinsan In Structursl Biokgy

Figura 9 - Representagcdo em diagrama de fitas de estruturas cristalogaficas de complexos
com a ImpB (vermelho). a) Complexo com o dominio IBB (verde); b) e ¢) Complexo com a
RanGTP (azul); d) complexo com dominios FXFG de nucleoporinas FG (Chook & Blobel,
2001).
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1.4. IMPORTACAO NUCLEAR DE PROTEINAS ENVOLVIDAS NO
REPARO DE DNA

A estabilidade e integridade do material genético sao fundamentais para
manutenc¢do e continuacdo da vida. O genoma humano é composto por trés bilhdes
de pares de bases, os quais codificam entre 30.000 — 40.000 genes, e é
constantemente atacado por metabdlitos reativos endodgenos, drogas terapéuticas e
uma infinidade de agentes mutagénicos ambientais que afetam sua integridade.
Assim, é evidente que a estabilidade do genoma deve estar sob vigilancia continua.
Isso é conseguido atraves de mecanismos de reparo de DNA, que evoluiram para
remover ou tolerar lesdes e erros no DNA. Caso nao sejam corrigidas, essas
alteracdes podem levar a mutacdes, deletérias ou ndo, e até mesmo a morte celular.
Em humanos 130 genes foram identificados que estdo associados com o reparo do
DNA (Christmann et al., 2003). Os mecanismos de reparo de DNA desenvolvidos
pelos organismos capazes de corrigir modificagOes efetuadas no DNA e, com isso,
manter uma maior estabilidade do material genético séo: i) reparo por excisdo de
bases (BER), ii) excisdo de nucleotideos (NER), iii) mal-pareamento de bases
(MMR) (Knudsen et al., 2009) e iv) reparo de DNA por juncdo de terminais néo
homologos (NHEJ) (Christmann et al., 2003). Para o que 0s mecanismos de reparo
funcionem de maneira adequada, fica clara a importancia da interacdo entre
proteinas responsaveis pela funcéo de reparo, bem como é essencial a regulacéo da
importacdo nuclear para localizacdo correta das proteinas responsaveis pelos
mecanismos mencionados.

O reparo por excisdo de pares de base (BER) corrige as modificacdes de
base no DNA decorrentes de fatores enddgenos e exdgenos, tais como oxidacao por
espécies reativas de oxigénio, desaminacdo espontanea e modificacdo por agentes
alquilantes (Fan & Wilson, 2005; Knudsen et al., 2009). Essa via de reparo é
composta por duas grandes sub vias que se distinguem pelo numero de
nucleotideos substituidos e as enzimas envolvidas: i) sub-via curta (short—path, SN-
BER); ii) sub-via longa (long-patch, LP-BER) (Asagoshi et al., 2011). J& o sistema
NER detecta uma grande diversidade de lesGes no DNA e é a principal defesa
contra danos ao DNA induzidos por radiacdo UV ou produtos quimicos eletrofilicos
(Costa et al., 2003; Knudsen et al., 2009). Tem sido descrito por duas vias distintas,

reparo de transcricdo acoplado (TCR) e de reparo do genoma global (GGR)
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(Christmann et al., 2003; Knudsen et al., 2009). Erros da DNA polimerase, como de
pareamento base-base no DNA e insercao/delecdo de loops (IDL) sé&o corrigidos
pela via MMR é um sistema de reparo pos-replicacdo de DNA (Modrich, 2006; Li,
2008). Por fim, o reparo de DNA por juncdo de terminais ndo homologos (NHEJ)
atua nas quebras da dupla-fita DNA (DSBs — DNA double-strand breaks), pois séao
altamente potentes indutores de efeitos genotoxicos (trocas e quebras
cromossOmicas) e morte celular (Dikomey et al., 1998; Pfeiffer et al., 2000; Lips &
Kaina, 2001). Em eucariotos superiores uma simples DSB néo corrigida inativa um
gene essencial, que pode ser suficiente para induzir a morte celular por apoptose
(Rich et al., 2000).

Dentre 0os mecanismos responsaveis pela regulacdo da importacdo nuclear, a
via classica, constituida pelo heterodimero Importina-a/B, € um dos principais
mecanismos de deslocamento. Algumas proteinas de reparo parecem interagir
somente com algumas isoformas da Impa, indicando uma regulacéo adicional do
processo de reparo (Knudsen et al.,, 2009), porém pouco se sabe a respeito do
reconhecimento das sequéncias de localizacdo nuclear (NLS) dessas
macromoléculas. Proteinas envolvidas em reparo e que ndo apresentam cNLS
podem formar complexos no citoplasma e depois serem transportados através do
NPC juntos, um mecanismo conhecido como co-importacdo nuclear. Esse
mecanismo de importacdo, possivelmente reflete um sistema onde proteinas
cariofilicas podem aumentar a sua localizacdo nuclear apos a formacdo do
complexo, ao invés de serem individualmente concorrentes para a interacdo com
receptores de importacdo nuclear (Liu et al., 2000; Knudsen et al., 2009).

A formacdo de complexos entre as proteinas no citoplasma parece ter um
grande efeito sobre sua localizacdo nuclear, no entanto, ndo esta claro se essa é
mecanismo de reserva/emergéncia ou se é essencial para a regulacdo de
importacéo in vivo. No entanto, ele garante que a estequiometria dos complexos de
reparo nuclear seja sustentavel. Conforme descrito, algumas proteinas de reparo
parecem confiar na sequéncia cNLS de um parceiro obrigatério para a importacéao
nuclear in vivo, mas parece também que através da co-importacdo, proteinas de
reparo sem NLS podem ser translocadas para o nucleo (Knudsen et al.,, 2007;
Knudsen et al., 2009). Proteinas que nao sao importadas através da via classica de
importacdo nuclear ou ndo parecem ser importadas através de formacdo de

complexos, devem ser importadas por meio de mecanismos de translocacao
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alternativos (Figura 1C) (Knudsen et al.,, 2009). O termo via de importagéo
alternativo também pode ser aplicado para as proteinas que normalmente seguem
uma ou ambas rotas ja descritas, mas que ainda parecem acumular-se no nucleo

sobre a inibicdo da sua rota preferencial de importacao.

Citoplasma Nucleo
Importina-a/p
Citoplasma Nucleo
Importina-a/B
Citoplasma Nucleo

Figura 10 - (A) Via classica de importagdo nuclear; (B) Via classica de importagdo nuclear
com co-importacdo - formacdo de um complexo de proteinas no citoplasma com uma
proteina de reparo e outra que contém uma sequéncia cNLS; e (C) os mecanismos
alternativos de importagdo. Muitas proteinas de reparo essencial podem ser importadas por
mais de um mecanismo. Os mecanismos de importacdo sao ilustrados por algumas
proteinas envolvidas na BER (verde), NER (vermelho) e MMR (azul) (Knudsen et al., 2009).
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1.4.1. SEQUENCIAS DE LOCALIZACAO NUCLEAR DE PROTEINAS DE
REPARO DE DNA

1.41.1. Ku70 e Ku80

O heterodimero Ku é um importante componente do sistema de reparo de
DNA em eucariotos, envolvido em varios processos hucleares, com um papel
fundamental no reparo de DNA devido a sua capacidade de ligar-se na quebra da
dupla fita de DNA, facilitando assim, o reparo de DNA por juncdo de terminais nao
homoélogos (Ochi et al.; Downs & Jackson, 2004). Outras func¢des estéo relacionadas
ao cromossomo e manutencdo dos telébmeros (Bailey et al., 1999), a regulacéo da
transcricdo de genes especificos (Giffin et al.,, 1996) e protecdo de neurdnios em
desenvolvimento contra a apoptose (Gu et al., 2000). As proteinas Ku70 e Ku80
compdem esse heterodimero e sdo responsaveis por manter a dupla fita de DNA
unida, permitindo a atuacdo de outras enzimas no processo de reparo. A estrutura
cristalogréfica do heterodimero Ku foi elucidada sozinha e ligada & DNA (Walker et
al., 2001). A Ku70 e a Ku80 possuem uma topologia comum e o complexo Ku forma
uma estrutura assimétrica de anel que envolve o DNA. O canal que é formado pelo
anel do complexo Ku interage com a cadeia principal do DNA pela interagdo com o
acucar-fosfato de sua sequéncia (Walker et al., 2001). Ambas as subunidades do
complexo Ku na estrutura cristalografica possuem os dominios C-terminais
truncados ou ndo modelados devido a fraca densidade eletrdonica. Posteriormente os
dominios C-terminal de Ku70 e Ku80 foram elucidadas de forma independente por
técnica de ressonancia magnética nuclear (RMN) (Zhang et al., 2001; Zhang et al.,
2004).

Muitos processos funcionais da Ku ocorrem no nucleo celular e por isso, é
importante estudar como o transporte citoplasma-nucleo ocorre. Alguns estudos
sugerem a formacdo do complexo Ku como condi¢do fundamental para entrada do
heterodimero no ndcleo para atividades de reparo, porém a translocacdo de cada
subunidade para o nucleo via Impa separadamente, indica também a presenca de
atividades independentes ao reparo de DNA (Bertinato et al., 2001; Koike et al.,
2001). Sequéncias de localizacao nuclear (NLSs) foram identificadas tanto na Ku70,
como na Ku80, que lhes permitem ser translocadas para o0 nucleo
independentemente uma da outra usando suas proprias NLSs, mediadas pelo

heterodimero importina-a/p através da via classica de importacdo nuclear (Koike et
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al., 1999b; Koike et al., 1999a; Bertinato et al., 2001; Koike et al., 2001), porém
pouco se sabe a respeito do processo de importagcdo nuclear desses componentes.
Ambas as proteinas Ku70 e Ku80 apresentam sequéncias de localizacdo nuclear,
em que a NLS presente na Ku80 (aminoacidos 561-569) foi proposta como uma
sequéncia classica NLS monopartida, similar ao NLS do antigeno T do virus simio
40 (SV40) e a NLS presente na Ku70 (aminoacidos 539-556) foi identificada como
possivel NLS bipartida, semelhante as NLSs presentes na nucleoplasmina e NiNy,
embora toda sua extensdo seja essencial para o processo de importacdo nuclear
pela Impa (Koike et al., 2001). Posteriormente, o complexo Impa e o peptideo NLS
da Ku 70 foi cristalizado e a estrutura elucidada, comprovando que a o peptideo da
Ku70 nédo corresponde a um NLS bipartido, apresentando uma conformacao
monopartida, similar ao peptideo NLS do antigeno T do virus simio 40 fosforilado
(SV40P) (Takeda, 2009).

1.4.1.2. Endonuclease-1 Flap (FEN1)

A fidelidade da replicacdo do DNA, recombinacao e reparo € essencial para
manter a estabilidade do genoma, e todos esses processos dependem de
exonucleases 5'-3 ', que ocorrem em todos 0s organismos. Para o reparo do DNA,
essas enzimas sao necessarias para a excisao do fragmento danificado e correcéo
de incompatibilidade recombinacional. A endonuclease-1 Flap (FEN-1) é uma
nuclease multifunctional, componente central e critico, tanto para a replicacdo como
para a via de reparo do DNA. Reconhece e processa a fita simples 5 do DNA,
deslocada pelos mecanismos de replicacdo e reparo associadas com a polimerase
(Gloor et al.,2011). Essa proteina participa de seis vias metabodlicas do DNA, i)
maturacdo do fragmento de Okazaki; ii) resgate da forquilha de replicacao
paralisada; iii) manutencdo dos telémeros; iv) via de reparo por excisdo de base
(BER); v) remocédo da proteina chamada de grampos deslizantes; vi) fragmentacao
do DNA apoptotico (Zheng et al., 2011) (Figurall).
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Reparo de DNA por
excisdo de base
(BER)

Fragmentagao do
DNA apoptético

Resgate da forquilha de Remocao da proteina Remocéo do

replicagédo paralisada grampo deslizante primer de RNA Manutencéo dos
telémeros

Figura 11 - Vias metabdlicas do DNA e das atividades bioquimicas correspondentes a FEN1
(Zheng et al., 2011).

A atividade da FEN1 é essencial na clivagem da fita simples de DNA
resultante da sintese de DNA, durante o deslocamento e remocéao do primer de RNA
nos fragmentos de Okazaki e na atuagcdo na sub-via longa de reparo (LP-BER)
(Hosfield et al., 1998), porém o seu papel em células vivas de vertebrados néo foi
totalmente explorado. Estudos com clonagem celular em vertebrados superiores
comprovaram que o silenciamento do gene FEN1 em células de linhagem DT40,
apresentaram hipersensibilidade ao H,O,. Esse oxidante produz lesGes genotoxicas
gue sao corrigidos pela BER, o que sugere que as células tém uma deficiéncia na
BER afetando sua sobrevivéncia. Nestas células também a atividade long-patch-
BER de FENL1 foi deficiente, enquanto o reparo pela sub via de nucleotideo Unico-
BER foi normal (Asagoshi et al., 2011).

Sua estrutura complexada a DNA foi elucidada recentemente, indicando
motivos conservados na estrutura que ligam-se e abrem a dupla fita de DNA,
possibilitando o reparo (Tsutakawa et al., 2011), entretanto o C-terminal onde é
encontrada uma NLS, foi truncado. A presenca dessa NLS possibilita sua
localizac&o nuclear durante a fase S do ciclo celular e como resposta ao dano de
DNA. Mutagdes sitio dirigidas de sua NLS indicaram alteragbes no processo de
importacdo nuclear, e devido a sua extensdo foi sugerido que sua NLS fosse
bipartida (Frank et al., 2001) (Tabela 1).

1.4.1.3. MLH1 e PMS2

Durante o processo de replicagcdo do DNA, alguns erros podem escapar da
verificagao feita pela DNA polimerase. Erros de pareamento, bem como insercgdes e
delecdes nas novas fitas de DNA podem ser corrigidos, mesmo que a DNA
polimerase ndo os tenha detectado. Em humanos o complexo MutLa, um
heterodimero formado pela interacdo das proteinas MLH1 e PMS2, atua
coordenando o processo de reparo de mal-pareamento de bases (MMR) gerado por



39

erros de replicacédo, sendo essencial para a manutencao da fidelidade de replicacéo
do DNA (Brieger et al.,, 2005; Leong et al., 2009). Sua funcédo € identificar a
inadequacao, bem como insercdo/delecdo de loops na fitas de DNA recém
sintetizada. Embora os participantes diferentes do reparo de DNA por MMR em
humanos tenham sido identificados, a regulacédo dos passos essenciais do reparo
por MMR néo é totalmente compreendido. A importacdo nuclear dessas proteinas
pode ser um mecanismo de regulacéo para esse tipo de reparo de DNA (Wu et al.,
2003; Brieger et al., 2005).

Assim como outras proteinas envolvidas em reparo, as estruturas da PMS2 e
MLH1 foram parcialmente elucidadas (Guarne et al., 2001; Dombrowski et al., 2011).
Foi demonstrado que ambas as proteinas apresentam NLS monopartidas essenciais
para seu deslocamento para o nucleo (Tabela 1), presentes no C-terminal nao
elucidado dessas proteinas. A proteina MLH1 contém dois conjuntos de
aminodacidos carregados positivamente, que sdo sequéncias candidatas para NLS
(aa 469-472 e 496-499), enquanto PMS2 contém um (aa 574-580) (Brieger et al.,
2005). Mutagbes em seus NLS indicam alteragcbes tanto na translocacdo das
subunidades quanto na dimerizacdo no nucleo. Apesar de dimerizagdo ndo ser
necessaria para a formacao da NLS, estudos comprovam que o heterodimero MutLa
é importado de forma mais eficiente do que os monémeros MLH1 e PMS2 (Leong et
al., 2009). Ha indicios de que o transporte na forma de complexo otimiza 0 processo
de importacéo (Brieger et al., 2005). Outros estudos ainda apresentam a idéia de
que a dimerizacdo do MLH1 e PMS2 regula a importacdo do complexo MutLa, o que
pode assim representar um novo mecanismo pelo qual as células ativem suas

funcdes no reparo de erros durante a replicacdo do DNA (Wu et al., 2003).

Tabela 1 - NLS de proteinas relacionadas a processos de reparo de DNA.

Proteina NLS

Ku70 >’EGKVTKRKHDNEGSGSKRPKVE™>*®
Ku80 SSEDGPTAKKLKTEQ*®

FEN1 #ISSAKRKEPEPKGSTKKKAKT?™
MLH1 4°SSNPRKRHRED*"®

PMS2 I ATPNTKRFKKEE®®
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2.0BJETIVO

Estudar por técnicas de cristalografia de proteinas complexos Impa de Mus
Musculus, truncada na sua regido N-terminal, com peptideos NLSs de proteinas
relacionadas ao reparo de DNA, dentre os quais as sequéncias NLS MLHI1,
PMS2, Ku80 e FENL1.
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3.MATERIAL E METODOS

O fluxograma da Figura 12 mostra de maneira simplificada as etapas para a
resolucdo de uma estrutura protéica por difragdo de raios-X (Drenth, 1994).

Clonagem, expresséo e producéo da
proteina alvo recombinante

v

Obtencao de cristais convenientes para
difracdo de raios-X

v

Coleta de dados de difracao de
raios-X

|

Processamento dos dados de difrag&o de raios-X
e caracterizacdo inicial dos cristais

l

Resolucéo do problema das fases

A 4
Refinamento/Modelagem

A4
Andlise da qualidade do modelo

y
Modelo final

Figura 12 - Etapas para resolucdo de uma estrutura protéica por difracdo de raios-X de
maneira simplificada.
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3.1. EXPRESSAO DA IMPORTINA-o. TRUNCADA (70-529)

Para a expressdo em larga escala da Impa truncada (70-529), vetores pET-
30a (Novagen) contendo a sequéncia que codifica importina de Mus musculus,
isoforma 2, foram cedidos por nosso colaborador, Prof. Kobe, da Universidade de
Queensland, Australia. Optou-se pela forma truncada para evitar competicdes entre
0s peptideos NLS e o dominio auto-inibitério da Impa. Bactérias Escherichia coli,
linhagem BL21(DES3) pLysS, foram transformadas com o vetor fornecido e os clones
selecionados. A metodologia empregada tem como base o protocolo descrito por
Teh e colaboradores (Teh et al., 1999).

Para expressdo em larga escala, bactérias foram inoculadas em 40 mL meio
LB (Luria Bertani) liquido, contendo os agentes de selecdo, canamicina (1,0 ug.mL™)
e cloranfenicol (1,0 yg.mL™), e em seguida incubadas com agitacéo constante por
15 horas a temperatura de 37°C. Posteriormente, cerca de 20 mL desse pré-indculo
foi transferido para 2,0 L de LB contendo 1,0 pg.mL™ de canamicina e 1,0 pg/mL de
cloranfenicol e as bactérias cresceram sob agitacdo constante a temperatura de
37°C por aproximadamente 3 horas e/ou até atingir Abs 600 de 0,6.

Alcancado o valor de absorbancia, uma aliquota de 1,5 mL desse meio de
cultura foi retirado para controle da indugéo e ao restante foi adicionado 20,0 mL de
IPTG 100 mMol.L™ (Isopropyl-B-D-Galactoside), levando a inducéo da expresséo da
proteina de interesse, com agitacdo constante a 28°C. Apés 4 horas de inducao, as
bactérias foram separadas do meio por centrifugacédo a 4788xg por 10 minutos a
temperatura de 4°C e em seguida, ressuspensas em 100 mL de tampéo (20 mMol.L
! Hepes pH7,0 e 500 mMol.L™ NaCl) e centrifugado novamente. A indugdo foi
verificada por eletroforese em gel de poliacrilamida com uma concentracdo de 12%,
na presenca de dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE).

Para a lise das bactérias, essas foram ressuspensas em 100 mL de tampdao
(20 mMol.L"* Hepes pH7,0, 500 mMol.L"* NaCl, 1 mMol.L* MgCl, e 5 mMol.L™
Imidazol) contendo inibidores de proteases (1 ug.mL* Aprotinina, 1 ug.mL*
Leupeptina, 1 pg.mL™* Pepstatina, 1mM PMSF e 0,1mM TCEP), lisozima (1 mg.mL™)
além de DNAse e RNAse. Com auxilio do vortex, a amostra foi homogeneizada a
cada 10 minutos e mantida no gelo por uma hora. Apés o rompimento celular pela
atuacao da lisozima, o extrato total das bactérias foi submetido a centrifugacéo a
4788xg por 30 minutos a temperatura de 4°C. A parte soluvel foi coletada,
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esperando-se que parte da proteina recombinante induzida estivesse solavel,
possibilitando a continuidade dos experimentos. A solubilidade da proteina foi
observada por eletroforese em gel de poliacrilamida com uma concentragao de 12%,
na presenca de dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE).

3.2. PURIFICACAO POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA

Para a purificacdo da proteina recombinante por cromatografia, duas
metodologias forma testadas e comparadas. Para a primeira metodologia, 0 extrato
solavel de E.coli contendo a proteina recombinante (Impa) foi purificado em duas
etapas. Na primeira etapa o extrato foi aplicado em coluna de afinidade HisTrap™HP
(GE Healthcare), contendo 5,0 mL de resina de Niquel-agarose, a qual foi acoplada
a um cromatografo (AKTA Purifier — GE Healthcare) e submetida a fluxo continuo de
1,0 mL.min"* de solugdo tamp&o A (20 mMol.L™* Hepes pH7,0, 1,0 Mol.L™* NaCl e 15
mMol.L™ imidazol). Posteriormente a amostra foi aplicada com fluxo 0,5 mL.min™ e
pressao controlada, ndo ultrapassando 0,3 MPa. A coluna foi lavada com tampao A
para remover o material que tivesse ligado inespecificamente a coluna. Apos a
passagem de tamp&o A, o mesmo foi substituido pelo tamp&o B (20 mMol.L™ Hepes
pH7,0, 1,0 Mol.L™ NaCl e 150 mMol.L™* imidazol) contendo uma maior concentragéo
de imidazol para eluira proteina recombinante, a qual contém a cauda de histidina
que ficou ligada na resina de Niquel. O imidazol compete com as histidinas pela
interacdo com o niquel, promovendo assim, o desprendimento da proteina com a
resina, permitindo a coleta da amostra purificada. Purificagdo por afinidade foi
observada por eletroforese (PAGE) na presenca de dodecil sulfato de sodio (SDS-
PAGE) com uma concentracao de 12%.

A amostra purificada apds ser eluida da coluna foi submetida a dialise
utilizando a membrana dialysis tubing (Sigma) para proteinas de massa molecular
superiores a 12.000 Da para a troca de tampé&o B para o tamp&o C (20 mMol.L™ Tris
HCI pH8,0 e 100 mMol.L™ NaCl). Para a otimizacdo da purificacdo, uma segunda
etapa foi realizada em coluna de troca i6nica Resource Q de 1,0 mL (GE
Healthcare), a qual foi acoplada a um cromatografo (AKTA Purifier — GE Healthcare)
e submetida a fluxo continuo de 1,0 mL.min? de solugéo tampdo C (20 mMol.L™

Tris HCI pH8,0 e 100 mMol.L™* NaCl) para equilibrar a coluna. Posteriormente a
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amostra foi aplicada a coluna catiénica com fluxo e pressao controlados (0,5 mL.min
! 1,5 MPa). A coluna foi lavada com tamp&o C para remover as moléculas que néo
interagiram com as cargas da resina. ApGs a passagem de tampao C, o mesmo foi
substituido em gradiente de 100 mMol.L™* até 2,0 Mol.L™* de NaCl pelo tamp&o D (20
mMol.L™ Tris HCI pH8,0 e 2,0 Mol.L™ NaCl). Dessa maneira, a proteina Impa foi
separada das impurezas com o minimo de sal possivel. A purificagdo por troca
ibnica foi comprovada por eletroforese (PAGE) na presenca de dodecil sulfato de
sodio (SDS-PAGE) 12%.

A amostra purificada foi submetida a dialise utilizando a membrana dialysis
tubing (Sigma) para proteinas de PM 12.000 Da para cima, para a troca de tampéo
D para o tamp&o E (20 mMol.L™* Tris HCI pH8,0, 100 mMol.L™ NaCl e 2,0 mMol.L™
DTT (DL-Dithiothreitol)), para diminuir a concentragdo salina na amostra de Impa, o
que poderia interferir em futuras cristalizacbes. Posteriormente a amostra foi
concentrada até 20 mg.mL™?, utilizando o centricon-30 (Millipore) e a centrifuga com
rotacdo de 4000xg por 15 minutos, e essa amostra foi armazenada a temperatura de
-20°C.

Para a segunda metodologia testada, o extrato soltvel de E.coli contendo a
proteina recombinante (Impa) foi purificado somente em uma etapa, utilizando a
coluna de afinidade HisTrap"™HP (GE Healthcare), contendo 5,0 mL de resina de
Niquel-agarose, a qual foi acoplada a um cromatégrafo (AKTA Purifier — GE
Healthcare) e submetida a fluxo continuo de 1,0 mL.min™® de solugéo tamp&o A.
Posteriormente a amostra foi aplicada com fluxo 0,5 mL.min™ e presséo controlada,
ndo ultrapassando 0,3 MPa. A coluna foi lavada com tamp&o A para remover o
material que tenha se ligado inespecificamente a coluna. Posteriormente foi
realizada a eluicdo da amostra por meio de gradiente de 15 mMol.L™" até 150
mMol.L™? de imidazol pelo tamp&o B. Purificacdo por afinidade foi observada por
eletroforese (PAGE) na presenca de dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) com uma
concentracéo de 12%.

A amostra purificada foi submetida a dialise utilizando a membrana dialysi
stubing (Sigma) para proteinas de PM 12.000Da para cima, para a troca de tampao
B para o tamp&o E (20 mMol.L™ Tris HCI pH8,0, 100 mMol.L™* NaCl e 2,0 mMol.L™
DTT (DL-Dithiothreitol)). Posteriormente a proteina foi concentrada até 20 mg.mL™,
utilizando o centricon-30 (Millipore) e a centrifuga com rotacdo de 4000xg por 15

minutos, e essa amostra foi armazenada a temperatura de -20°C.
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3.3. SINTESE DE PEPTIDEOS NLS

A sintese dos peptideos, correspondentes a NLS de proteinas que
participam de vias de reparo de DNA, foi solicitada para garantir pureza dos
mesmos. Os peptideos Ku80, FEN1, PMS2, MLH1 foram sintetizados pela empresa
Proteimax, com pureza de 99% (Tabela 1). Para a sintese dos peptideos, foram
adicionados residuos as extremidades dos NLSs, para garantir melhor interacao
com a Impa, uma vez que a extremidades costumam apresentar maior grau de

mobilidade, observando-se menor ocupacao.

3.4. CRISTALIZACAO

De maneira a testar a Impa purificada em nosso laboratério, foram
realizados experimentos de cristalizacdo com a Impa nativa empregando-se a
técnica de difusdo de vapor por gota suspensa (hanging drop) (Mcpherson, 1989)
tendo como ponto de partida as condi¢cdes de cristalizacdo da Impa nativa (Kobe,
1999). Constatada a viabilidade da amostra, experimentos de co-cristalizagdo com
peptideos NLS foram realizados com base na variagdo de parametros de
cristalizacdo 0s quais resultaram em estruturas com presenca de peptideos NLS
(Fontes et al., 2000; Fontes et al., 2003a; Fontes et al., 2003b).

Figura 13 - Método para cristalizacdo: hanging drop (gota suspensa). Imagem obtida do
catalogo da empresa Hampton Research.

Para a obtencéo de cristais dos peptideos FEN1, Ku80, PMS2 e MLH1 a

gota foi constituida por 1,0 ul da solucao da proteina recombinante, 0,5 pl da solucdo
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do peptideo, na qual a proporcéo calculada foi de 8 moléculas de ligante, no caso,
0s peptideos para 1 de proteina recombinante, Impa, e mais 0,5 ul da solucado do
reservatério contendo 0,5 mL da solucdo de citrato de sodio como agente
precipitante com variacdes de 0,5 Mol.L™* a 0,75 Mol.L™:; 0,1 mMol.L™ de citrato de
s6dio pH6,0 como tamp&o e 10 mMol.L™* de DTT (DL-Dithiothreitol) como aditivo.

3.5. COLETA DE DADOS E PROCESSAMENTO

Conjuntos de dados de difracdo de raios X dos complexos Impa com o0s
peptideos FEN1, Ku80, MLH1 e PMS2 foram coletados no laboratério Nacional de
Luz Sincrotron (LNLS-Campinas), com comprimentos de onda de 1,46 A para a
FEN1, coletado na MX2 e A=1,43 A para os demais peptideos, coletados na MX1 (L.
Sanfelici & F. De Mattos; Polikarpov et al., 1997; Polikarpov et al., 1998; Guimaraes
et al., 2009), montados em loops de nylon e mantidos em fluxo de nitrogénio gasoso
a 100K (Oxford Cryosystems®).

Em todos os experimentos houve a necessidade de crioprotetor, nesse caso,
glicerol com concentracdo de 25% (v/v) as condi¢cdes da solucdo-mae, para evitar
perda do cristal por causa do congelamento na presenca de agua.

Imagens foram coletadas utilizando os detectores CCD (MarResearch) para
MX1 e MarMosaic 225 CCD para MX2. Os programas DENZO e SCALEPACK do
pacote HKL2000 (Otwinowski & Minor, 1997) foram utilizados para o processamento

dos dados coletados.

3.6. ELUCIDACAO E REFINAMENTO DAS ESTRUTURAS

A obtencgdo da estrutura tridimensional de uma proteina pode ser realizada
utilizando-se as intensidades coletadas por difracéo de raios X as quais podem ser
obtidas por diversas metodologias. Em estruturas com alta homologia sequencial
pode-se utilizar o método da substituicdo molecular (Mcree, 1993). Ainda, no caso
da obtencdo de cristais de complexos isomorfos com o nativo, a estrutura pode ser
resolvida simplesmente por sintese de Fourier (Mcree, 1993). Cristais de complexos

formados pela Impa podem ser resolvidos dessa maneira (Fontes et al., 2005).
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Os modelos gerados foram submetidos a um refinamento de corpo rigido,
utilizando-se as coordenadas de uma das estruturas de Impa elucidadas
anteriormente (codigo no banco de dados protein data bank 1Q1S). A seguir, foram
efetuados refinamentos de posicado de atomos e fatores de temperatura com 0 uso
do programa Refmac 5 (Murshudov et al., 1997). Ao gerar mapas de densidade
eletrbnica, os modelos proteicos foram visualizados e modelados com o programa
Coot (Emsley & Cowtan, 2004). Na modelagem, foi efetuado o ajuste manual dos
residuos em relacdo ao mapa densidade eletronica (calculado a partir das
informacgdes de intensidades e fases das reflexdes de difracdo de raios X). Essas
informacdes (experimentais) e outras informacfes estruturais como, distancias de
ligacdes, angulos, interacbes com os atomos da vizinhanca séo utilizados em um
programa que minimiza todas estas energias, tal como o Refmac 5 (Murshudov et
al., 1997), presente no pacote CCP4i (The CCP4 suite: programs for protein
crystallography, 1994; Potterton et al., 2003).

Os modelos foram refinados até a maxima concordancia entre os dados
experimentais e a estereoquimica da molécula. Esse processo ocorre de maneira
alternada com a modelagem, com adicdo de moléculas de 4gua e também ligantes,
até que se chegue a estrutura final. A qualidade estereoquimica dos modelos
obtidos foram verificadas utilizando-se o programa PROCHECK (Laskowski et al.,
1996).

As etapas descritas neste item, foram realizadas somente com os complexos

da Impa com os peptideos NLSs Ku80 e FENL1.
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4. RESULTADOS

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

A partir dos clones armazenados a -80°C, experimentos de inducdo em larga
escala foram efetuados para obtencdo de amostras em quantidade e qualidade
suficientes para os procedimentos seguintes. Conforme esperado, constatou-se a
inducdo da proteina recombinante (Figurald). Aléem disso, apos lise celular,
verificou-se Impa presente tanto na fracdo solluvel (sobrenadante) quanto insoltvel
(pellet) (Figura 15), confirmando a presenca de Impa em quantidade suficiente para
purificacdo e cristalizacdo. Apenas a fracao sollvel do extrato total foi utilizada na
purificacdo para garantir que a Impa presente na amostra, apresentasse integridade

estrutural, fator essencial para sucesso na obtencéo de dados cristalograficos.

Figura 14 - Verificagéo da indugéo da Impa em gel de poliacrilamida a 12% (SDS-PAGE).
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4.2. PURIFICACAO'DA IMPORTINA-a TRUNCADA (70-529) POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA

Para a purificagcdo da proteina recombinante por cromatografia, duas
metodologias forma testadas e comparadas. Para a primeira metodologia utilizada, a
purificacdo em coluna de afinidade separou a Impa da maioria das proteinas
presentes na fragdo sollvel do extrato total de E.coli. Devido a quantidade de
impurezas restantes (Figura 15), optou-se por realizar a purificacdo por troca-idnica
como segunda etapa de purificacdo. Portanto, apos a purificagdo por afinidade em
coluna de niquel, a amostra de Impa passou por uma dialise em tampédo C (20
mMol.L™ Tris HCI pH8,0 e 100 mMol.L™ NaCl), condicdo em que a proteina fica mais
estavel, seguida da purificacdo por troca-iénica, na qual a concentracdo de NacCl foi
mantida constante a medida que a leitura da luz UV a 280 nm indicava
desprendimento de material da coluna com o intuito de obter a Impa pura e remover
proteinas que pudessem interferir nos experimentos de co-cristalizagdo. Fragfes de
ambas as purificacfes foram analisadas em SDS-PAGE a 12% para verificar a
pureza das mesmas conforme figuras 15 e 16. A figura 15 mostra que a etapa de
purificacdo 1 nao foi suficiente para deixar a amostra de Impa pura, mas que apés a
segunda etapa, purificagao 2, a amostra de importina ficou com um grau elevado de
pureza. Aliquotas retiradas durante a purificacdo por troca-ibnica (Figura 16)
mostraram que algumas fracGes ainda ndo possuiam a pureza desejada, sendo as
mesmas descartadas. Apos a purificacdo 2, a amostra passou por uma nova etapa
de didlise em tamp&o Tris HCI pH8,0, 100 mMol.L™ NaCl, 100 mMol.L™* DTT (DL-
Dithiothreitol), para viabilizar a condicdo da amostras para futuras cristalizagoes.
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Figura 15 - Confirmacdo das etapas realizada de expressdo e purificacdo em gel de
poliacrilamida a 12% (SDS-PAGE).

Figura 16 - Verificacdo da purificagcdo por troca-ibnica da Impa em gel de poliacrilamida a
12% (SDS-PAGE). Onde os numeros de 1-7 correspondem a aliguotas retiradas durante
eluicéo.

Para a segunda metodologia empregada, a purificagdo em coluna de
afinidade separou a Impa de todas as outras proteinas presentes na fracao soluvel
do extrato total de E.coli através da realizagdo de um gradiente de imidazol de 15 a
150 mMol.L™. Nessa purificagéo, a concentracdo de imidazol foi mantida constante a

medida que a leitura da luz UV a 280 nm indicava desprendimento de material da
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coluna com o intuito de eluir a Impa pura e remover proteinas que pudessem
interferir nos experimentos de co-cristalizacao.

Apo6s a purificacdo por afinidade, em coluna de niquel, a amostra de Impa
passou por uma dialise em tamp&o Tris HCI pH8,0, 100 mMol.L™* NaCl, 100 mMol.L™
DTT (DL-Dithiothreitol), para viabilizar a condicdo da amostras para futuras
cristalizagOes. Fracdes da purificacdo foram analisadas em SDS-PAGE a 12% para
verificar a pureza das mesmas. A figura 17 mostra que esta etapa de purificacao foi
suficiente para deixar a amostra de Impa pura, de acordo com as aliquotas retiradas

durante a eluicéo.

Figura 17 - Verificacdo da purificagédo por afinidade da Impa em gel de poliacrilamida a 12%
(SDS-PAGE). Onde os numeros de 1-5 correspondem a aliquotas retiradas durante eluicao.

As duas metodologias nos permitem amostras viaveis para a cristalizacao,
porém a segunda metodologia, de acordo a verificagdo da purificacdo em gel de
poliacrilamida a 12% (SDS-PAGE) (Figuras 16 e 17), mostrou um grau de pureza
superior que a primeira, fator importante para a técnica de cristalizacao de proteinas.
Outra vantagem desta segunda metodologia foi o rendimento da proteina
recombinante com maior grau de pureza durante 0s processos, garantindo assim,
em maior quantidade de amostra pura para as etapas seguintes, visto que para essa
metodologia ocorre menor perda da proteina em virtude do menor nimero de etapas

realizadas.
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4.3. CRISTALIZACAO DA IMPORTINA-a (70-529) E OS PEPTIDEOS
NLSs: KU80, FEN1, PMS2 E MLH1

A amostra concentrada a 20 mg.ml™, obtida pela segunda metodologia, foi
utilizada nos experimentos de cristalografia. A obtencéo de cristais nativos visa a
confirmacédo da viabilidade da amostra obtida (Figura 18). Para os experimentos de
co-cristalizacdo da Impa e os peptideos NLSs, foi feita uma busca pelas melhores
condicBes de cristalizagdo com base nas condi¢gbes descritas por (Kobe, 1999).
Peptideos NLS foram adicionados as gotas na proporcédo de 8 moléculas de ligante

para 1 molécula da Impa.

Figura 18 - Cristal da Impa nativa,condicdo citrato de sodio 0,6 Mol.L™", tamp&o citrato de
sédio pH6,0 e DTT 10 mMol.L™.

Os complexos Impa e os peptideos Ku80, FEN1, PMS2 e MLH1 resultaram
em cristais convenientes para experimento de difracdo de raios X. Os cristais de
todos os complexos foram obtidos em condi¢gBes similares as da Impa nativa, com
variacbes de: 0,55-0,7 Mol.L™ de citrato de sédio, tamp&o citrato de sédio 0,1
mMol.L™* pH 5,8-6,2 e 10 mMol.L™ de DTT (DL-Dithiothreitol) (Tabela 2). O tempo
médio para crescimento dos cristais foi de 20-30 dias. Nas figuras 16, 17, 18 e 19
sdo mostrados cristais dos complexos Impa/peptideos NLSs: Ku80, FEN1, PMS2 e

MLHL1 respectivamente.
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Tabela 2 - Condigfes de cristalizagéo dos cristais utilizados em experimentos de difragéo de
raios-X.

i Concentragao - agente precipitante Tampéo
Impa/Peptideo _ o . o DTT
(Citrato de sadio) (Citrato de sodio)
Ku80 0,650 Mol.L™ pH 6,0 10 mMol.L*
FEN1 0,600 Mol.L™ pH 5,8 10 mMol.L™?
PMS2 0,600 Mol.L™ pH 6,0 10 mMol.L™?
MLH1 0,625 Mol.L™ pH 6,0 10 mMol.L*

Figura 19 - Cristais do complexo Ku80NLS:Impa, condicdo citrato de sédio 0,65 Mol.L™,
tamp&o citrato de sédio pH 6,0 e DTT 10 mMol.L™.

Figura 20 - Cristais do complexo FEN1INLS:Impa, condi¢do citrato de sédio 0,6 Mol.L™?,
tamp&o citrato de sédio pH 5,8 e DTT 10 mMol.L™.
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Figura 21 - Cristais do complexo PMS2NLS:Impa, condicéo citrato de sédio 0,6 Mol.L™,
tamp&o citrato de sédio pH6 ,0 e DTT 10 mMol.L™.

Figura 22 - Cristais do complexo MLH1INLS:Impa, condicéo citrato de sodio 0,625 Mol.L™,
tamp&o citrato de sédio pH 6,0 e DTT 10 mMol.L™.

4.4, COLETA E PROCESSAMENTO DE DADOS DE DIFRACAO DE
RAIOS X

Os cristais dos complexos peptideosNLSs:Impa foram coletados no
Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron de Campinas (LNLS), submetidos a fluxo de
nitrogénio liquido na presenca de crioprotetor (25% de glicerol) e de acordo com os

parametros presentes na Tabela 3.
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Tabela 3 - Dados referentes aos parametros utilizados nos experimentos de difracdo de
raios X com os complexos peptideosNLSs:Impa no LNLS em Campinas.

Peptideo NLS:Impa

Ku80 FEN1 PMS2 MLH1

Comprimento de onda (A)

Energia (KeV)
Linha

Temperatura (K)

1.43A 1.45A 1.43A 1.43A
8.67 850 867 8.67
MX1 MX2 MX1 MX1
100 100 100 100

Angulo de rotagdo do cristal (A)  1° 1.5° 1° 1.5°
Numero de imagens coletadas 148 102 141 118

Grupo espacial

P2,2:2,

O processamento foi efetuado com programas do HKL2000 (Otwinowski &

Minor, 1997). Os cristais obtidos eram isomorfos (grupo espacial P2:2;2;) em

relacdo aos outros complexos peptideosNLSs:Impa (Fontes et al., 2003a). Dados

obtidos dos complexos com os peptideos Ku80, FEN1, PMS2 e MLHL1 resultaram em

conjuntos de dados processados a 2.30, 2.38, 2.1 e 2.17A de resolucéo

respectivamente (Tabela 4).

Tabela 4 - Estatisticas da coleta de dados de difracdo de raios X.

Ku80ONLS:Impa FENINLS:Impa PMS2NLS:Impa MLHINLS:Impa

a=77,35
Cela unitaria b=88,29
¢=98,30
a=B=y=90
Grupo espacial
3 40,0-2,3
Resoluczo () (2,34-2,29)*
Reflexoes 20010
Unicas
Dados .
completos (%) 98,7 (91,8)
Rerge’ (%) 8,1 (52,3)
s (1) 20,77 (2.45)°
Redundancia 5,3 (4,5)?

a=78,87 a=77,14 a=77,21

b=89,56 b=89,54 b=89,07
c=100,34 c=97,03 €=99,139
q:B:Y:QO q:B:v:gO q:B:Y:QO

P2,2:2,

40,0-2,38 40,0-2,1 40,0-2,17

(2,44-2,38) (2,18-2,1)° (2,25-2,17)?
28970 39970 36854

98,0 (95,6)° 99,7 (98,9) 99,5 (97,9)°
10,5 (68,5)° 6,1 (46,8)° 7.4 (61,8)°
15,04 (2,0)* 18,56 (2,19)° 24,11 (2,38)

3,0 (2,5)° 2.9 (2,6) 6,4 (5,4)°

% Numeros em parénteses correspondem aos dados de mais alta resolugéo.
® Rmerge = )hkIQi(|l hkl,i-<I hkl >[))/)hkli <I hkl>, onde I hkl,i é a intensidadede cada medida individual da reflexao
com indices de Miller h, k and |,e <Ihkl> é a intensidade média daquela reflexdo. Calculado para | > -3% (I)

(Otwinowski et al., 1997)
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4.5. ELUCIDACAO, MODELAGEM E REFINAMENTO DAS ESTRUTURAS

A estrutura dos complexos Ku80ONLS:Impa e FENINLS:Impa foram
elucidadas por sintese de Fourier (Mcree, 1993), utilizando o programa Refmac 5
(Murshudov et al., 1997), presente no pacote de programas do CCP4i (The CCP4
suite: programs for protein crystallography, 1994; Potterton et al., 2003). Em ambos
0S casos 0s cristais eram isomorfos (grupo espacial P2;P2:P2;) em relacdo ao
cristal da Impa nativa (Kobe, 1999) e aos outros complexos peptideosNLSs:Impa
(Fontes et al., 2003a). Por esse motivo o0 arquivo de coordenadas 1Q1S da Impa
truncada em sua porgdo N-terminal, co-cristalizada com o peptideo NLS
monopartido SV40CN (antigeno T do virus simio 40, versdo alongada)(Fontes et al.,
2003Db) foi utilizado como modelo.

Os modelos dos complexos foram submetidos a refinamento de corpo rigido e
restritos, mapas de densidade eletronica foram gerados, cujos ciclos também foram
executados através do Refmac 5 (Murshudov et al., 1997; Potterton et al., 2003). O
programa “Coot” foi utilizado para a modelagem manual dos complexos (Emsley &
Cowtan, 2004). Apoés o refinamento de corpo rigido, pode-se verificar claramente a
presenca de densidades eletrbnicas correspondentes aos peptideos. Para o
complexo com a Ku80, houve o reconhecimento de densidade eletronica
correspondente ao peptideo NLS somente no sitio principal (S1) de ligacdo da Impa,
enguanto para a FEN1 houve o reconhecimento de uma densidade eletronica que se
estendia do sitio principal (S;) até o sitio de ligacdo secundario (S,). Dessa maneira
0s peptideos foram adicionados aos modelos, modelados e refinados levando se em
consideracdo as densidades eletronicas. Ambas as conformacdes dos peptideos

Ku80 e FEN1 puderam ser modeladas sem ambiguidade (Figura 23 e 24).
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A B
Figura 23 - Mapa de densidade eletrénica 2|Fgps|-|Fcac] da Impa com o peptideo NLS da
Ku80. Em destaque s&o mostrados alguns residuos do sitio de ligagdo principal. A:
Densidade eletrénica no sitio principal de ligacdo. B: Densidade eletrénica no sitio principal
com peptideo adicionado ao modelo.

C D

Figura 24 — Mapa de densidade eletronica 2|Fqps|-|Fcac] da Impa com o peptideo NLS da
FEN1. Em A e B sédo mostrados alguns residuos do sitio de ligacédo principal e em C e D
residuos do sitio de ligacdo secundario. A: Densidade eletrénica no sitio principal de ligacao.
B: Densidade eletrénica no sitio principal com peptideo adicionado ao modelo. C: Densidade
eletrbnica no sitio secundario de ligacdo. B: Densidade eletronica no sitio secundario com
peptideo adicionado ao modelo.

Os modelos dos complexos dos peptideos:Impa tiveram seus refinamentos
iniciados com fatores R inicial de 32,4%, 32,8% e Rfree 32,0%, 31,7% para a Ku80 e

FEN1, respectivamente. Apos adicdo e modelagem dos peptideos nas respectivas
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densidades eletronicas presentes nos sitios de ligacdo da Impa, ciclos de
refinamento de posicdo e fator de temperatura foram efetuados. Ao término do
processo, a qualidade estereoquimica dos modelos foi confirmada através do
programas PROCHECK (Laskowski et al., 1996) e SFCHECK (Vaguine et al., 1999)
presentes no pacote de programas do CCP4 (The CCP4 suite: programs for protein
crystallography, 1994; Potterton et al., 2003). As estatisticas de refinamento

encontram-se na Tabela 5.

Tabela 5 — Estatisticas de refinamento dos complexos Impa com peptideos NLS.

Ku8ONLS:Impa FENINLS:Impa
Resolucdo (A) 40,0-2,3 (2,34-2,29)* 40,0-2,38 (2,44-2,38)*
NUumero de reflexdes.
20 29010 28970
Dados completos (%) 98,7 (91,8)% 98,0 (95,6)*
Reryst” (%) 17,77 16,78
Riree” (%) 21,79 21,50
Numero de atomos (ndo hidrogénios):
Proteina 3207 3237
Peptideo 87 146
H.O 216 157
Fator de temperatura médio (A%® 41,08 48,65
Gréfico de Ramachandran®
Residuos nas regides mais favoraveis
98 (0,2) 98,2 (0,2)

(n&o permitidas) (%)

@ Numeros em parénteses correspondem aos dados de mais alta resolucéo.

b Rcryst = )hkl(||Fobshkl|-|Fcalchkl||)/|Fobshkl|, onde |Fobshkl| e |Fcalchkl| sdo as amplitudes dos fatores de
estrutura observados e calculados.

¢ Rfree é equivalente ao Rcryst ,mas calculado com base em 5% do total de reflexdes obtidas.

4 Calculado com o programa PROCHECK (Laskowski et al., 1993).

Também foram verificadas interacbes do tipo hidrofébicas e ligacbes de
hidrogénio dos complexos Ku80ONLS:Impa e FEN1NLS:Impa entre as proteinas e os
peptideos ligantes que sdo mostradas esquematicamente na figura 25. Merecem
destaque as interacdes hidrofébicas, comuns aos dois modelos, os residuos W,
S w D2 w2t W2 e Y27 da Impa interagindo com as sequéncias dos
peptideos NLSs (Tabela 6).

Em relacdo a interacdes do tipo ligac6es de hidrogénio, sdo comuns aos dois

modelos, os residuos W**?, N*#° w84 N w2l N?* e R?® da Impa que se ligam
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com a cadeia principal das sequéncias dos peptideos NLSs e os residuos G**°, T**°
e D™ da Impa que se ligam com cadeias laterais dos residuos presentes nas
sequéncias dos peptideos NLSs (Tabela 7). Essas interagcbes comuns, nesse caso,
ocorrem somente para o sitio principal de ligacdo da Impa, visto que a sequéncia

NLS para a proteina Ku80 € monopartida.

Figura 25 — Esquema mostrando a interacdo entre Impa e peptideos NLS . A: Diagrama das
interacbes entre 0 peptideo Ku80 e Impa. Contatos  polares  sao
mostrados com linhas tracejadas e contatos hidrofébicos séo indicados por arcos com raios.
Os residuos NLS do peptideo ku80 sio identificados com a letra B (azul). Atomos de
Carbono, nitrogénio e oxigénio sdo mostradas em preto, azul e vermelho, respectivamente.
Essa figura foi preparada com o programa LIGPLOT (Wallace et al., 1995). B: Diagrama das
interacdes entre o peptideo FEN1 e Impa. Os residuos do peptideo NLS sé&o identificados
com a letra A (azul).
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Tabela 6 — Interacdes hidrofébicas entre o peptideo NLS e a Impa nos sitios de ligacao
principal (S;) e secundario (S,). Em vermelho foram destacadas interaces comuns aos

modelos.

Complexo Ku8ONLS:Impa FENINLS:Impa
A58 7 55A
- PL
Sitio ) 356.1 /399
Secundario Eg FI2<357"\'II'V322
(S2) ; '
P4
[D560-y 277" p359. 315
p359.\p/357
G5BL\N273 K362:0/273
K362 311
K362\ 350
K362-R315
562273 G363/273
7563\ 235 G364,y 277"
A564:'W231 K366;W231
P1 K366 R238
K 565. [)192 K367: Dlo2
P2 K565: gL K367'. gL
Sitio K566:W231 368:W231
Principal P3 K56\ 184 K368\ 184
S | 567146 369184
R
K568.'W142 K 370-\\ 142
P5 K568.: N146 K37o': 181
K568/ 184 K 3707184
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Tabela 7 — Intera¢Bes do tipo ligacGes de hidrogénio entre os peptideos NLSs e a Impa nos
sitios de ligacao principal (S;) e secundario (S,). Em vermelho foram destacadas interacbes

comuns aos modelos.

Complexo

Ku8ONLS:Impa

FENINLS:Impa

Cadeia do ligante PRINCIPAL LATERAL PRINCIPAL LATERAL
K355\ 361
P1’ K 355. /321
K355'.-|-328
Sitio R356: 3L R356:' NEG!
Secundario p2’ R3%: g3%
(SZ) R356: 8360
’ K37 3281
P3 K357 322
P4’
[£360.¢353
P361: R31S
8364':Y277
p562. 238 5364238
g364.p270
56325 365231
P1 564235 K366 235
: : K367 188
K565 3150 K367':G150
P2 K565- 192 K367-plo2
- [ 565. 155 K367 155
Prﬁllgio A I 566/ 184 I 368/ 184
p P3 I 566 \| 188 I 368\ 188
(S1) K 368- 228
P4
K568y 146 K370\ 146
P5 K568.w142 K370.w142
' K588 L N1eL '
4.6. ESTRUTURA DA Impa NOS COMPLEXOS

A Impa truncada (72-529) de M. musculus consiste de uma estrutura

alongada, composta por dez repeti¢cdes tipo armadillo (ARM) (Gorlich et al., 1994), a

qual contém os sitios de ligagcdo de NLS (Kobe, 1999). As hélices H3 formam a

superficie interna concava na molécula onde sdo encontrados residuos conservados

de triptofano e asparagina, cercados por residuos acidos, na qual, entre os ARM 2-4,

em que a ocupacdo de determinadas posi¢des, denominadas de P1 a P6, no sitio

principal (S;) e entre os ARM 6-8, as ocupacgfes de P1' a P5’, no sitio secundério

(S2), sdo importantes para reconhecimento de NLS (Fontes et al., 2000).
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Figura 26 — Representacdo dos complexos de Impa em diagrama de fitas e seus
respectivos peptideos NLS. Em destaque motivos ARM e a localizacéo dos sitios de ligacéo
de NLS da Impa. Em rosa esta destacado o complexo FENLINLS:Impa e em lilas o complexo
Ku8ONLS:Impa.

Para os modelos obtidos da Impa truncada, complexadas com os peptideos
Ku80 e FEN1, foram encontradas densidades eletrénica para os residuos 72 ao 496.
Os modelos da Impa nos complexos sdo em esséncia, idénticos quando observado
em relacdo ao modelo nativo. O desvio r.m.s. (root mean square) dos Ca dos
residuos 72-496 entre a Impa nativa (PDB ID 1IAL) e a Impa dos complexos com
ligantes sdo 0,54 e 0,39A para os modelos contendo os peptideos Ku80 e FENI1,
respectivamente. O desvio r.m.s. dos Ca dos residuos 72-496 da Impa entre o0s
complexos Ku8ONLS:Impa e FEN1INLS:Impa é de 0,45A.

4.7. ESTRUTURAS DOS COMPLEXOS IMPORTINA-a E OS PEPTIDEOS
NLSs

4.7.1. Ku8ONLS:Impa

O peptideo correspondente ao NLS da  proteina Ku80,
*EDGPTAKKLKTEQ®", se liga somente ao sitio principal de ligacdo da Impa, com
a cadeia principal posicionada em configuracédo antiparalela quando comparada com

a direcdo das repeticbes ARM. Houve densidade eletronica para os residuos 560-
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571 do peptideo NLS da Ku80, os quais puderam ser identificados de forma
inequivoca nos mapas de densidade eletrénica (Figura 27 e 28), enquanto para o
residuo 559 ndo houve o aparecimento de densidade eletrénica interpretavel. A area

de superficie de contato entre a proteina e o peptideo é de 793,2 A%

Figura 27 - Representacdo do complexo Impa:Ku80ONLS - Impa truncada (72-496)
encontra-se em diagrama de fitas (branco) e o peptideo NLS da Ku80 em ball and sticks
(azul). Em azul o mapa de densidade eletrénica 2|Fops|-|Fcac|, gerado com desvio padréo de
o=1,2.

Tabela 8 — Tabela indicando o fator de temperatura dos residuos presentes na sequéncia do
peptideo NLS Ku80.

Fator de temperatura

Sequéncia (B-Factor) (AZ)
G 70,01
p62 61,25
o83 52,99
Sitio  P1 A 39,04
Principal P2 K6 27,31
(Sy) P3 K358 32,64
P4 L5¢7 32,99
P5 K308 32,51
T°%° 42,66
E>7° 60,52

Q" 62,09
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A distribuicdo dos fatores de temperatura (B-factor) ao longo da cadeia
peptidica reflete as diferencas das interacdes dos residuos do peptideo com a
proteina. A média do fator de temperatura do peptideo NLS Ku80 no sitio de ligagédo
principal da Impa (46,46 A%) é maior que a média do fator de temperaturada Impa
(40,89 A?), entretanto, a média do fator de temperatura dos residuos 564-568,
posicionados no sitio principal de ligacéo da Impa (posicbes P1-Ps), é 32,28 A% Os
residuos K565 e K568 (posicbes P2 e P5) possuem os menores fatores de
temperatura (27,31 e 32,5 A% respectivamente). O conjunto de interacdes entre o
peptideo e a Impa permite melhor ancoramento do peptideo com a proteina. A
presenca de interacdes hidrofébicas em todas as posicbes do sitio principal de
ligacdo S; e ligacdes de hidrogénio em P2 e P5 acarretam em um menor fator de
temperatura para essa regido e para esses dois residuos, refletindo a forte interacéo
dos mesmos com a proteina (Tabela 6 e 7) (Figura 28).

Figura 28 - Mapa de densidade eletronica 2|Fos|-|Fcacl, gerado com desvio padrédo de
c=1,2, correspondendo ao peptideo NLS da Ku80 no sitio principal (S,). Peptideo em azul
apresenta indicacdes de posi¢ces P1-P5 que correspondem a regifes do S; na Impa.
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C

Figura 29 — Representacao em ball and stick do Peptideo NLS Ku80, em azul escuro, com
residuos dos sitios de ligacao da Impa, em amarelo, rosa claro e ciano, respectivamente. A:
Residuos da Impa que fazem interacdo hidrofébica, sdo mostrados em amarelo. B:
Residuos da Impa que fazem ligacdo de hidrogénio sdo mostrados em rosa claro. C:
Residuos da Impa que fazem tanto interagdo hidrofébica, como ligacdo de hidrogénio séo
mostrados em ciano.
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O peptideo que se ligou ao sitio principal (S;) do complexo Imp:Ku80, tem
estrutura similar ao do peptideo NLS da SV40TAg (Fontes et al., 2000). ApGs a
superposicado dos atomos de Ca equivalentes em ambos peptideos o desvio r.m.s.
dos residuos no sitio principal (P1-P5) foi de 0.43 A.

Figura 30 - Comparagdo dos peptideos NLS no sitio de ligacdo principal (S;) da Impa,
indicando Ku80 (azul) e SV40TAg (amarelo) (cédigo PDB 1Q1T). Os NLSs foram
sobrepostos usando atomos de Ca dos peptideos. Posi¢cdes de ligacdo no sitio principal (P1-
P5) séo indicados ao longo da cadeia.

4.7.2. FENINLS:Impa

@] peptideo correspondente ao NLS da proteina FEN1,
BISSAKRKEPEPKGSTKKKAKT®, liga-se simultaneamente a ambos os sitios de
ligacdo, principal (S;) e secundario (S2), com a cadeia principal posicionada em
configuracdo antiparalela quando comparada com a direcdo das repeticdes ARM.
Foram modelados de maneira inequivoca os residuos de 353 a 371 da FEN1, sendo
$BKRKE®* 0 sitio de ligacdo de P1’ a P4’ (S,) e *®*KKKAK®™ o sitio de ligacdo de P1
a P5 (Sy). Para o residuo 352 ndo houve o aparecimento de densidade eletrbnica
interpretavel (Figura 31 e 32). A area de superficie de contato entre a proteina e o
peptideo é de 1334,7 A2,
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Figura 31 - Representagdo do complexo Impa:FENINLS —Impa truncada (72-496) encontra-
se em diagrama de fitas (branco)e o peptideo NLS da FEN1 em ball and stick (rosa). Em
azul o mapa de densidade eletrénica 2|Fqps|-|Fcac|, gerado com desvio padréo de o= 1,2.

Tabela 9 - Tabela indicando o fator de temperatura dos residuos presentes na sequéncia do
peptideo NLS Ku80.

Sequéncia Fator de temperatura
(B-Factor) (A%

s%3 67,27

A 58,57

P1 K3 49,83

Sitio P2 R 46,42
Secundario

) P3 K3 48,44

P4’ E38 61,38

p3%9 50,27

g3 62,26

p36t 54,39

Linker K362 53,28

G 45,71

g4 44,42

T30% 46,14

P1 K36 48,09

Sitio P2 K3 39,17

Principal  P3 K308 44,68

(Sy1) P4 A3 40,99

P5 K30 44,55

T 56,95
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A distribuicdo de fatores de temperatura (B-factor) ao longo da cadeia
peptidica reflete as diferencas das interacdes dos residuos dos peptideos com a
Impa. A média do fator de temperatura do peptideo NLS FEN1 no sitio de ligacéo
principal da Impa (50,55 A%) é maior que a média do fator de temperatura da Impa
(49,49 A?), entretanto, a média do fator de temperatura dos residuos 366-370,
posicionados no sitio principal (S;) de ligacdo da Impa (posicbes P1-P5), é 43,74 A%,
Os residuos K367 e A369 (posicbes P2 e P4) possuem os menores fatores de
temperatura (39,17 e 40,99 A? respectivamente). Em relacéo ao sitio secundario
(S2) (posicoes P1'-P4’), a média do fator de temperatura dos residuos 355-358, é
51,25 A?, valor maior que a média do fator de temperatura total do peptideo NLS
FEN1 e consequentemente maior que a média do fator de temperatura da Impa,
porém o residuo K356, na regido P2’, possui um fator de temperatura menor que da
estrutura da Impa, sendo 46,42 A? indicando uma forte interacdo desse residuo
nesse sitio de ligacéao.

A regido de linker, P3’-P1, entre os sitios principal e secundario do peptideo
NLS FEN1, possui 52,19 A? como média do fator de temperatura, porém os residuos
K357, G363, S364, T365 e K366 também possuem fatores de temperatura menores
que o fator de temperatura da Impa, sendo 48,44; 45,71; 44,42; 46,14 e 48,09 A?,
respectivamente (Tabela 9), refletindo também a forte interacéo destes residuos com

a proteina.

Figura 32 - Mapa de densidade eletrénica 2|Fqps|-|Fcac|, gerado com desvio padrdo de o=
1,2, correspondendo ao peptideo NLS da FEN1lligado aos sitio principal (S;) e secundario
(S,). Peptideo em rosa apresenta indicagbes de posicbes P1-P5 e P1-P4’ que
correspondem a regides do S;e S, da Impa.
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Dentre as interacOes entre este peptideo NLS e a Impa que permitem melhor
ancoramento do peptideo com a proteina, no sitio S; a presenca de interacfes
hidrofébicas e ligacdes de hidrogénio ocorrem em todas as posi¢ées do sitio S;, 0
que é comprovado pelo menor fator de temperatura para esta regido. No sitio S,
ocorrem interacdes hidrofébicas e ligacdes de hidrogénio em P1’, P2’ e P3’, regido
com menor fator de temperatura para essa regido (49,83; 46,42 e 48,44 A?
respectivamente). Na posicdo P4’ (Fator de temperatura= 61.38 A), nZo foi
constatada nenhuma interacdo com a Impa (Tabela 9).

A sequéncia linker do peptideo NLS FEN1 faz interacdes favoraveis entre os
arms 4-7 da Impa. Os contatos mais importantes dessa regido com a proteina Impa
sdo os residuos G363, S364, T365 do peptideo (Tabelas 6, 7 e 9). Outro contato
importante é feito com o seguinte residuo da Impa: R238, que se liga com a cadeia
principal do peptideo FEN1 e com a cadeia principal de ambos os peptideos N3N, e
RB (Fontes et al., 2003a).

Tabela 10 — Comparacao apés superposi¢cao dos atomos Ca do peptideo FEN1 com outros
peptideos monopartidos e bipartidos elucidados anteriormente.
Desvio r.m.s. (A)
Regido de comparagcdo com FEN1
Peptideo S, Linker S

N;N, 3,80 0,53 2,57 0,18

. Nucleoplasmina Bipartido 2,23 0,53 2,57 0,36
Peptideos g 2,90 0,88 255 0,32
SV40 Monopartido - - - 0,13

N1N,, cédigo PDB 1PJN; Nucleoplasmina, cédigo PDB 1EJY; RB, cédigo PDB 1PJM; SV40T, cédigo PDB 1Q1T.

A tabela 10 indica valores de desvio r.m.s. obtidos da superposicdo dos
atomos de Ca equivalentes referentes a trés diferentes regifes dos peptideos NLS
da FEN1, superpostos com outras trés estruturas de peptideos elucidadas
previamente. Esses resultados mostram que o sitio principal para os complexos
bipartidos FEN1, N1N2, nucleoplasmina e RB e o complexo monopartido SV40TAg
possuem estruturas bem similares (Figura 33). Os sitios secundarios dos complexos
bipartidos N;N,, nucleoplasmina e RB comparados com a FEN1 também mostram
pequenos valores de desvio r.m.s., mostrando-se quase idénticas nas posi¢cées P1’,
P2’ e P3 de S; O desvio r.m.s. dos atomos dos Ca desses residuos € 0,10; 0,5 e
0,09 A, respectivamente. Apo6s a posicdo P3’ do sitio secundario, em direco ao seu
C-terminal, os peptideos adotam uma conformacdo bem diferente entre si, a

similaridade retorna nos residuos de regido P1.
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Por outro lado, a regido do linker dos peptideos bipartidos mostraram ser

bastante diferentes (Figura 33), com valores de desvio r.m.s. maiores que 2,5A.

Figura 33 - Comparacdo dos peptideos NLS. Os NLSs FEN1 (rosa escuro), N;N, (rosa
claro) (cédigo PDB 1PJN), Nucleoplasmina (amarelo) (cédigo PDB 1EJY), RB (verde)
(cédigo PDB 1PJM) e SV40TAg (azul claro) (codigo PDB 1Q1T) foram sobrepostos usando
a sobreposicdo dos atomos de Ca dos peptideos da regido de P1-P5. Posi¢des de ligacdo
no sitio principal (P2-P5) e secundarios (P1'-P2’) séo indicados ao longo da cadeia.
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Figura 34 - Representagdo em ball and stick do Peptideo NLS FEN1, em rosa escuro, com
residuos dos sitios de ligacdo da Impa, em amarelo, rosa claro e ciano, respectivamente. A:
Residuos da Impa que fazem interacdo hidrofébica, sdo mostrados em amarelo. B:
Residuos da Impa que fazem ligacdo de hidrogénio sdo mostrados em rosa claro . C:
Residuos da Impa que fazem tanto intraragdo hidrofébica, como ligacdo de hidrogénio séo
mostrados em ciano.
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5.DISCUSSAO

5.1. Ku80ONLS:Impa

O peptideo NLS da Ku80 € uma sequéncia monopartida classica em que 0s
nove residuos de sua sequéncia, correspondentes aos residuos 561-569, foram
identificados como a regido minima exigida para o transporte ideal dessa proteina
para o nucleo (Koike et al., 1999a). Também foi demonstrado que a NLS Ku80 foi
reconhecida e transportada para o0 nucleo celular pelo complexo formado pelo
heterodimero Importina-a/B, mas ndo pode ser transportada para o nucleo apenas
através de uma das formas da Importina (Impa ou Imp) (Koike et al., 1999a).

Em nossa estrutura cristalina, o complexo Ku80ONLS:Impa, o peptideo NLS da
Ku80 liga-se a Impa com os residuos de Lisina nas posicées P2, P3 e P5 (KKXK),
de acordo com o consenso NLS monopartido: KR/KXR/K. (Gorlich et al., 1994,
Fontes et al., 2003a). Além disso, a sequéncia NLS da Ku80 possui exatamente a
mesma sequéncia NLS monopartida estudada da SV40 (KKXK) nas posicoes P2, P3
e P5, respectivamente. A superposi¢cao dos atomos de Ca entre o peptideo Ku80 e o
peptideo SV40 fornece um desvio r.m.s. de 0,43 A. Dessa maneira, constata-se que
a Ku80 liga-se a Impa usando uma NLS monopartida e pode ser transportada
sozinha (independentemente de Ku70) para o nucleo celular, através da via classica,
mediada pelo heterodimero Importina-a/p.

Cabe ressaltar que apesar da estrutura cristalina do complexo heterodimérico
da Ku70/Ku80 ter sido resolvida, as regides C-terminal das duas moléculas que
contém as NLSs ndo puderam ser modeladas (Walker et al., 2001). As regides C-
terminais de ambas as moléculas, foram resolvidas posteriormente por técnicas de
RMN, mas novamente as regides contendo as NLSs nao foram elucidadas devido a
sua alta flexibilidade. Estes resultados estdo em completo acordo com as
expectativas que NLSs sdo encontradas em regifes flexiveis das proteinas,
facilitando a ligacdo a NLS Impa (Stewart, 2007).

Alguns estudos sugerem que as proteinas Ku70 e Ku80 séo transportadas
para o nucleo como um complexo heterodimérico (Koike, 2002). Este complexo
possui uma topologia assimétrica (Koike & Koike, 2005) com a regido C-terminal da
Ku80 mais longa do que a mesma regido para a Ku70, portanto, o complexo poderia

se ligar a Impa usando apenas a NLS da Ku80. No entanto, as proteinas também
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podem ser transportadas para o nucleo de forma independente, proporcionando um
meio poderoso de regulacdo para as suas respectivas funcbées como um
heterodimero ou por conta propria (Bertinato et al., 2001; Koike et al., 2001). Essas
proteinas podem apresentar funcdes exclusivas que sdo independentes umas das
outras (Seki et al., 1997). O transporte nuclear poderia, portanto, representam um
importante mecanismo de regulacdo da funcéo fisiologica de proteinas Ku (Seki et
al., 1997).

5.2. FENINLS:Impa

O peptideo NLS da FEN1 é uma sequéncia bipartida classica em que 0s
guatorze residuos de sua sequéncia, correspondentes aos residuos 355-368 da
sequéncia da FEN1, foram identificados como a regido minima exigida para o
transporte ideal dessa proteina para o nucleo (Qiu et al.,, 2001). Também foi
demonstrado que a NLS FENL1 foi reconhecida e transportada para o nucleo celular
pelo complexo formado pelo heterodimero Importina-a/f, mas ndo pode ser
transportada para o nucleo apenas através de uma forma da Importina (Impa ou
Impp).

Em nossa estrutura cristalina, o complexo FE1INLS:Impa, o peptideo liga-se a
Impa no sitio principal (S;) com os residuos de lisina (K) nas posi¢des P,, P3 e Ps
(KKXK), e ao sitio secundario (Sz) com um residuo de lisina (K) na posi¢cdo P1’ e
com um residuo de arginina (R) na posicdo P2’, além de uma regido linker de 10
residuos entre esses sitios. Esses resultados estdo de acordo com o consenso NLS
bipartido KRX10.12KRXK (Fontes et al., 2003a).

A sequéncia NLS da proteina FEN1, em comparacdo com outras sequéncias
bipartidas, como a N;N, (Fontes et al., 2003a), Nucleoplasmina (Fontes et al., 2000)
e RB (Fontes et al., 2003a) resolvidas anteriormente possuem similaridade em
relacdo ao sitio S;, apresentando a mesma sequéncia neste sitio (KKXK) nas
posicdes P2, P3 e P5, respectivamente. A superposicdo dos atomos de Ca entre
esses peptideos com o peptideo FEN1 nos fornece um desvio r.m.s. 0,18; 0,36 e
0,32 A, respectivamente. Para o sitio S, também ocorre essa similaridade (KRX) nas
posicdes de P1’ e P2’, sendo o desvio r.m.s. para essa regido em comparacao com

esses peptideos s&o, 0,10; 0,5 e 0,09 A, respectivamente.
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Devido ao tamanho da nuclease FEN-1 ser relativamente pequeno, 43 kDa,
supbs-se que tal proteina pudesse se difundir passivamente através dos poros
nucleares. Entretanto, comparando com ovalbumina, que tem tamanho similar e
baixa taxa de difusdo, mostra que provavelmente ocorre algo similar com com a
FEN1, isto € baixa taxa de difusdo passiva (Featherstone et al., 1988). A FEN-1 é
uma nuclease multifunctional, componente central e critico tanto para a replicagédo
como para a via de reparo do DNA (Gloor et al.). Ambos os processos podem exigir
um transporte rapido da nuclease do citoplasma para o ndcleo em resposta a
sintese de DNA celular e danos (Qiu et al., 2001), e para isso é importante o controle
do seu deslocamento, por intermédio de um transportador como o heterodimero
importina-a/p.

A estrutura da FEN1 complexada a DNA foi elucidada recentemente, indicando
motivos conservados na estrutura que se ligam e abrem a dupla fita de DNA,
possibilitando o reparo (Tsutakawa et al.,, 2011), entretanto o C-terminal onde é
encontrada uma NLS, foi truncado em virtude da alta flexibilidade da regido.
Resultados obtidos da co-cristalizagcdo do NLS da FEN1 com Imp-a confirmaram que
a FEN1 é capaz de ligar-se a Impa usando uma NLS bipartida pode ser transportada
para o nucleo celular, através da via classica, mediada pelo heterodimero Importina-
a/p.

5.2.1. Aligacéo da regiao do linker do peptideo bipartido NLS FEN1 a Impa

A comparagdo da regidao de linker do complexo FEN1NLS:Impa com os
complexos NLSs bipartidos N;N, (Fontes et al., 2003a), Nucleoplasmina (Fontes et
al., 2000) e RB (Fontes et al., 2003a) com a Impa de Mus musculus, resolvidos
anteriormente (Tabelas 12 e 13), mostram residuos na Impa que se repetem em
ligacbes com os peptideos para os diferentes complexos, dentre os quais: R238,
W273, Y277, T311 e R315. Conforme observado por Fontes e colaboradores
(Fontes et al., 2000), nos complexos NLSs bipartidos, regifes de residuos que se
ligam a residuos estritamente conservados na Impa de Mus musculus como a R315
(arm 6), Y277 (arm 5) e R238 (arm 4) possuem uma importancia fundamental para a
ligacdo dos peptideos e os residuos R315 e Y277 apresentam uma importancia
similar a do arranjo Trp-Asn para os sitios principais e secundarios. A estrutura com

complexo FEN1NLS:Impa reforca este fato. Além disso, com as comparacdes
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efetuadas entre peptideos, os residuos W273 e T311l da Impa também se
mostraram importantes no ancoramento da regido de linker desses peptideos na
Impa.

Os contatos importantes do linker do peptideo FEN1 com a Impa sédo os
residuos K359, K362,G363 e S364, os quais realizaram intera¢des hidrofobicas com
residuos da Impa e os residuos E360, P361, S364 e T365 que realizaram ligacdes
de hidrogénio com os residuos da Impa. Como verificado anteriormente por Fontes e
colaboradores (Fontes et al., 2003a), alguns contatos importantes para o linker séo
os situados proximo da regido do sitio S3, visto que essa € a regido mais conservada
estruturalmente entre os peptideos NiN,, Nucleoplasmina e RB. Mapas de
densidade eletronica para essa regido também apresentaram qualidade superior,
quando comparado ao restante do linker, para essas estruturas. A estrutura do
compexo FENINLS:Impa possui melhor resolugcdo dentre as estruturas contendo
NLSs bipartidos e os residuos foram modelados sem ambiguidade dentro de sua
densidade eletrbnica. As regides de contatos proximos ao sitio principal também se
repetem para a estrutura do peptideo NLS FEN1 e além disso, residuos antes da
posicdo P1’ e depois de P4’ no peptideo NLS FEN1 realizam interacdes hidrofébicas
gue se mostraram importantes para a ligacdo do sitio secundario (Fontes, 2002)
(Tabela 12).

Devido ao linker do peptideo FEN1 ter somente 10 residuos, o peptideo liga-se
a Impa com uma conformacédo mais estendida que € aparentemente mais favoravel
para a ligacdo com a Impa do que peptideos que possuem de ou 11-12 residuos,
como por exemplo, o linker do peptideo NiN,. A presenca de residuos adicionais
pode aumentar a flexibilidade da regido NLS, o que poderia deixar a cadeia do

peptideo distante da proteina para interacdes favoraveis.
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Tabela 11 - Interac¢des hidrof6bicas entre o peptideo NLS e a Impa nos sitios de ligagédo
principal (S;) e secundario (S,). Em vermelho foram destacadas interages comuns aos
modelos.

Complexo NLS:Impa

N:N» Nucleoplasmina RB FEN1

Sitio Pl
Sec I(Jélti ario p3 K572 p157. 322 K357 322
2
p359. 315
p 359357
P545.w273 KlGl.w273
P545'.-|-311 K161'.-|-311
P545;Y277 '
Linker

K547 :W273 A163 :W273 G363:W273
K547: R315
K547 : Y277
K547: R238

1.~192 167.~192 74.1~192 7.1192

KD K!":p K84:.p1%?  K397.pt°
551. 149 167.c149 874.149 367.149

K>S K-S K843 K3¢":s

L876:W184 A369 W 184
K169. 8149 L876. Sl49
L876. N 146

K169: PllO
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Tabela 12 — InteragGes do tipo ligacdes de hidrogénio entre os peptideos NLSs e a Impa nos sitios de ligagao principal (S;) e secundario (S,).
Em vermelho foram destacadas interacGes comuns aos modelos.

Comilexo NLS:Imia N3N, Nucleoilasmina RB FEN1
K>*:N

R

R538:/ 357 : R156:\/357 RE62:\\/357

Linker D>¥&:R?%® K81.R238 364, 2238
5%4.p270

P1 K!!IN!II KI!!Nlll L! IN!!! KI!!Nlll

Sitio : K™%:W K°™:W K=%:W
Principal : KO8 N1E8 KO7o:N'E8 K38 N1E8
(Sl) K168:N228 K368:N228
E554::\II\IVI46 K170:W146 E877::\’/\\l/146 5370::\’,\\11146
P5 Ko Qtet KET. Qe

877,105
S

-~
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5.3. Sitios de ligacdo da Impa

Comparando as sequéncias dos complexos resolvidos nesse trabalho com
resolvidos anteriormente, pode-se notar que os residuos presentes em ambos 0s
sitios basicos NLS, sitio S; de P1-P5 e o sitio S, de P1'-P4’, sdo essencialmente
idénticos em todas as estruturas, com excec¢do das sequéncias da AR e PLSCR1, as

guais néo possuem R/K na sua posi¢cédo P3, conforme a tabela 13.

Tabela 13 — Peptideos NLS e sitios de ligacdo da Impa, sitio principal (S;) P1-P5 e sitio
secundario (S,) P1'-P4'. Regides sinalizadas completamente em amarelo sdo residuos
hidrofébicos, com hachuras amarelas indicam residuos bésicos, azul indicam residuos
acidos e rosas sao os residuos polares neutros; residuos em vermelho indicam posicdes
mais importantes e em cinza que nao se ligaram ao sitio indicado. Siglas correspondem aos
peptideos NLS presentes em estruturas da Impa elucidadas por cristalografia.

Proteinas S2 : S

P1' P2' P3' P4’ Linker P1 P2 P3 P4 P5
Ku80 - DGPTAIKIKTULKTE
FEN1 S S A K R K IE PEPKGSTKKKAK'T
Ku70 KoV T KCRK-HMBENEG S |G |S KR.P K
SV40 A A PP KIKIKRKVE
AR R K CYEAGMTULGARIKTILIKKL
PLSCR1 G K I S K HW
Nucleopl AV KRPA AT KKAGOQOQATZKKKK L
RB K R 'S A E GSNZPPKPLIKIKTLRG
NIN2 R K KRKTEEESUPLKDIKATZKIK S K G
c-Myc K RV K L P A A KRV K LD
Consenso R}Z RZ X10-12 RIZ X R;(/

SV40, Antigeno T do virus simio 40(Fontes et al., 2000); AR, receptor de andrégeno (Cutress et al., 2008); PLSCR1, Proteina Phospholipid
scramblase 1 (Chen et al., 2005); Nucleopl, nucleoplasmina (Fontes et al., 2000); RB, proteina retinoblastoma (Fontes et al., 2003a); NIN2,X.
laevis phosphoprotein N1IN2, Proteina ligadora de histona (Fontes et al., 2003a); c-Myc, proteina proto-oncogenese (Conti & Kuriyan, 2000). O
consenso é de (Chelsky et al., 1989).

As posi¢cdes que sdo melhor definidas e consistentes entre as estruturas
disponiveis sdo P2-P5 no sitio principal e P1'-P2’ no sitio secundario da Impa, que
podem ser explicadas ao analisar o sitio de ligacdo para os aminoacidos individuais.
Os pares de triptofanos conservados das repeticdes vizinhas criam sitios de ligacéo
para as cadeias laterias nas posi¢coes P2’, P3 e P5, selecionando desta maneira
cadeias alifaticas longas. Cargas positivas sao equilibradas a curta distancia nas
posicdes P2’, P4’ e P2, e com mais longo alcance nas posi¢cdes P1’, P3 e P5. Essas
cargas também sao neutralizadas pelo dipolo das hélices H3 nas posicdes P1’, P3’,
P1, P2 e P4. Assim, amino&cidos positivamente carregados serdo equilibrados nao

somente nas posicdes P2’ e P2, mas também nas posicées P1’, P3 e P5 (Fontes et
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al., 2000). Esse padrao reproduz inteiramente o consenso determinado pela anélise
da sequéncia de muitos NLS e por estudos de mutacdes (Chelsky et al., 1989;
Dingwall & Laskey, 1991; Fontes et al., 2000).

Experimentos realizados por Kosugi e colaboradores (Kosugi et al., 2008) na
tentativa de desenvolver peptideos bipartidos artificiais, com a funcéo de inibir o
processo de Importacdo nuclear, confirmou como caracteristica essencial que uma
NLS ideal deve apresentar, em relacdo ao sitio principal (S;), as posi¢cdes P2 e P5,
onde P2 deve ser ocupada exclusivamente por uma lisina, que permite a formacao
de ligagbes de hidrogénios com residuos e pontes salinas com o0s residuos
conservados G150, T55 e D192 da Impa. J4 para a posicdo P5, a interacdo
hidrofébica com os carbonos da cadeia lateral do ligante tem destaque, e dessa
maneira, a ocupacao dessa posi¢cdo por lisina ou arginina nao resulta em grandes
diferencas, pois ambas apresentam cadeias laterais longas que realizam as
interacOes hidrofobicas com os W 142 e 184 e realizam ponte salinas com o residuo
Q181 da Impa. A presenca de residuo hidrofébicos em P3 ou P4 ajuda a manter a
superficie de contato entre peptideo e Impa. Nessas posicbes, a formacdo de
ligacbes de hidrogénio com atomos da cadeia principal sdo mais importantes que
com suas cadeias laterais, por isso ndo é essencial a ocupacao dessa regidao com
residuos de cadeias longas, entretanto, melhores resultados de afinidade sao
obtidos quando essas regifes sao preenchidas por esse tipo de residuos (Takeda,
2009).

No sitio secundario de ligacdo, P1’ e P2’ sdo consideradas posi¢des muito
importantes. Em P2’, a interagdo hidrofobica com os carbonos da cadeia lateral do
ligante tem destaque, desta maneira, a ocupacdo dessa posi¢cdo por lisina ou
arginina ndo resulta em grandes diferencas, ambas apresentam cadeias laterais
longas que realizam as intera¢des hidrofébicas com os W 399 e 357 da Impa
(Takeda, 2009).
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Figura 35 — Diagrama das interacfes realizadas entre os residuos do peptideo NLS Ku80
com a Impa no sitio principal de ligacdo (S;). A cadeia principal é mostrada com uma linha
preta, com as cadeias laterais mostradas perpendiculares a esta. Tracejado indica ligacéo
de hidrogénio entre o peptideo e a Impa. Cadeias laterais de residuos da Impa que
interagem com o peptideo s&o indicadas em: letras D representam o acido aspartico, N a
asparagina, W o triptofano, T a treonina, G a glicina e Q a glutamina.

Nesse trabalho, tanto os peptideos NLSs Ku80 e FEN1 se ligaram ao sitio
principal de maneira esperada, conforme demonstrado na figura 35. O peptideo NLS
Ku80 possui uma sequéncia “®*AKKLK®*’ localizada na posicdo P1-P5 do sitio
principal. Os pares de triptofanos W231, W184 e W142 conservados das repeticoes
vizinhas criam sitios de ligacdo para as cadeias laterais das lisinas nas posi¢cdes P3
e P5. A carga positiva da lisina € equilibrada a curta distancia na posicao P2, e, a
mais longo alcance nas posi¢cée P3 e P5. A carga positiva da lisina de P2 foi também
neutralizada pelo dipolo das hélices H3 nesta posicéo.

O peptideo NLS bipartido FEN1 possui uma sequéncia >®*KKKAK3"

localizada na posicdo P1-P5 do sitio principal e uma sequéncia ***KRKE®*?®
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localizada na posicdo P1’-P4’ do sitio secundario. No sitio principal, as interacdes

realizadas foram idénticas com o complexo com o peptideo NLS monopartido Ku80.

Figura 36 — Diagrama das interacfes realizadas entre os residuos do peptideo NLS FEN1
com a Impa no sitio secundario de ligacdo (S,). A cadeia principal € mostrada com uma linha
preta, com as cadeias laterais mostradas perpendiculares a esta. Tracejado indica ligacéo
de hidrogénio entre o peptideo e a Impa. Cadeias laterais de residuos da Impa que
interagem com o peptideo sdo indicadas, letras N representam a asparagina, W o triptofano
e o E &cido glutamico.

No sitio secundario, os pares de triptofanos W 399 e 357 conservados das
repeticdes vizinhas criam sitios de ligacdo para as cadeias laterais nas posicdes P2’,
selecionando desta maneira cadeias longas. As cargas positivas sao equilibradas
nas posicbes Pl e P2’ e também neutralizadas pelo dipolo das hélices H3 nas
posicbes P1’, P3'. Diante dos resultados apresentados, os peptideos NLSs em
estudo nesta dissertacdo, comprovam as caracteristicas essenciais propostas em
trabalhos anteriores (Fontes et al., 2000; Fontes et al., 2003a; Kosugi et al., 2008;
Takeda, 2009)
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6. CONCLUSOES

O peptideo NLS Ku80, relacionado ao reparo NHEJ, ligou-se a Impa de
maneira similar ao NLS do antigeno T da SV40, no sitio de ligacdo principal (Sy),
confirmando ser uma sequéncia monopartida classica. Ja o peptideo NLS FENL1,
relacionado ao reparo BER, ligou-se tanto ao sitio S; como ao sitio secundario (S,),
comprovando ser uma sequéncia bipartida. Além disso, a regido de linker do
peptideo FEN1 com somente 10 residuos, possibilitou uma melhor ligacdo com a
Impa com uma conformag&o mais estendida e possivelmente mais favoravel para a
ligacdo com a Impa do que peptideos que possuem de ou 11-12 residuos.

Posicbes especificas nos sitios de ligacdo foram confirmadas como
essenciais, bem como residuos da Impa conservados nessas regides, indicando a
importancia das interacfes intermoleculares nesses sitios. A elucidacdo do
complexo FENINLS:Impa proveu maiores informacdes a respeito da regido
denominada linker de uma NLS bipartida em virtude da qualidade dos dados obtidos.
Residuos da Impa entre os sitios de ligacdo que interagem com o linker, possuem
uma importancia fundamental para a ligagdo de NLS por apresentarem uma
importancia similar a do arranjo Trp-Asn para o0s sitios principal e secundario
proposto em estudos anteriores.

As informac0des obtidas nesse estudo indicam que as proteinas Ku80 e FEN1
podem ser transportadas de maneira independente para o nucleo através Impa, pela
chamada via classica, sem a necessidade da formacdo de complexos com outras
proteinas envolvidas em reparo. Novos estudos nessa area auxiliardo na
compreensao do mecanismo de importacdo dessas proteinas que podem apresentar

mais de uma atividade nuclear.
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