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- Resumo -

A formacdao dos complexos proteina-DNA depende da
complementaridade de cargas entre as cadeias laterais dos aminoacidos
que compoem a proteina e os nucleotideos que compdem a cadeia de DNA
(reconhecimento direto) e do reconhecimento da estrutura, da
conformacao tridimensional, adotada ou capaz de ser adotada pela cadeia
de DNA (reconhecimento indireto).

A proteina PDEF esta relacionada com o controle da transcricdo
de genes responsaveis pelo desenvolvimento de tumores em tecidos
sujeitos a regulacdo por hormonios sexuais; principalmente cancer de
mama e de prostata. Assim como as demais proteinas da familia ETS de
fatores de transcricao, a PDEF reconhece e se liga a cadeia de DNA através
do dominio ETS, que caracteriza esta familia. As proteinas ETS apresentam
maior dependéncia dos fatores de reconhecimento indiretos na formacdo
dos complexos proteina-DNA. Ou seja, a conformacdo adotada pela cadeia
de DNA tem maior influéncia sobre a afinidade de ligacdo da proteina do
que a propria sequéncia de nucleotideos.

Ao contrdrio das demais proteinas ETS, que reconhecem com
alta afinidade a sequéncia 5’-GGAA-3’, e apresentam baixa ou nenhuma
afinidade pela seqiiéncia 5’-GGAT-3’, a proteina PDEF apresenta alta
afinidade de ligacdo pela sequéncia 5’-GGAT-3’ e ndao forma complexos

com cadeias de DNA que contenham o sitio de ligacao 5’-GGAA-3’. A PDEF



apresenta ainda substituicbes Unicas de aminoacidos na hélice de
reconhecimento da cadeia de DNA.

Para avaliar os efeitos destas substituicbes de aminoacidos e
das substituicoes de pares de base no sitio de ligacao da proteina na
conformacdo tridimensional da cadeia de DNA, e conseqiientemente, na
afinidade de ligacdo entre proteina e DNA, foram realizadas analises das
seqUéncias de aminoacidos das proteinas ETS e das interacoes observadas
experimentalmente na interface proteina-DNA e simulacdes pela dinamica
molecular dos tridecameros de DNA que contém as seqiiéncias de alta e de
baixa afinidade pela proteina PDEF (GGAT e GGAG, respectivamente) e do
sistema controle sem afinidade de ligacdo, GGAA.

Os resultados das analises e das simulacoes pela dinamica
molecular indicam que as alteracdes na sequéncia de aminoacidos da
proteina, e a substituicao dos grupamentos expostos no sulco maior da
cadeia de DNA (padrao de reconhecimento direto, ou intermolecular),
aliados a alterac6es na conformacdo da cadeia de DNA induzidas pelas
substituicbes das bases na posicdo +4 do sitio de ligacao (padrao de
reconhecimento indireto ou intramolecular) parecem ser responsaveis pelo
padrao de afinidade distinto da PDEF. No entanto, a ndo conservacao dos
residuos que interagem com a cadeia de DNA, e o grande numero de
contatos ndo especificos com a cadeia fosfato-acucar corroboram o padrao
de leitura intramolecular como o principal mecanismo de reconhecimento

da cadeia de DNA pelas proteinas ETS.



- Abstract -

Protein-DNA complex assembling depends on amino acid side
chains and nucleotides charge complementarity (direct readout
mechanism) and on recognition by the protein of an already existing or
induced three-dimensional DNA conformation (indirect readout
mechanism).

The PDEF protein is a transcriptional factor of genes related
with cancer development in tissues under sexual hormones regulation,
mainly prostate and mammary epithelia. Similar to the other proteins of the
ETS family, PDEF binds DNA sequences through its ETS domain, which
characterizes this family of transcription factors.

Experimental studies indicate that ETS proteins are more
dependable on indirect readout mechanism for complex formation, where
the structure adopted by the DNA double helices has greater influence on
the protein binding affinity than the nucleotide sequence.

While most ETS have high affinity for the nucleotide core
sequence 5’-GGAA-3’ and low affinity to 5’-GGAT-3’, PDEF binds with
high affinity the core sequence 5’-GGAT-3’ and did not bind 5’'-GGAA-3’
sequences at all. PDEF has unique amino acid substitutions on the helix
that binds DNA in the major groove.

In order to evaluate these amino acid substitutions

consequences and the effect of base pair replacement on ETS binding site



on DNA’s three-dimensional conformation, and consequently on protein-
DNA affinity, we performed bioinformatics analyses on the ETS protein
sequences and protein-DNA binding pattern analyses, as well as molecular
dynamics simulation of 13 base-pairs DNA sequences with PDEF’s high
(GGAT), low (GGAG) and null (GGAA) affinity binding site.

Bioinformatics analyses and molecular dynamics simulations
results indicate that the protein amino acids substitutions and the altered
hydrogen bonds donor and acceptor exposed on the major groove of the
DNA (direct readout mechanism), along with conformational changes
induced by base pair replacement on protein binding site position +4
(indirect readout mechanism) seems to be responsible for PDEF distinct
binding pattern. However, non-conserved residues that contact DNA and
the greater number of unspecific protein side chain hydrogen bonds to the
DNA’s main chain phosphates point out to the intramolecular readout

mechanism as the most important recognition mode for ETS proteins.
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- Artigo “The mutation Y69Q on the PDEF protein effects its binding
affinity and defines a new subfamily of ETS transcription factors” -
submetido a revista Oncogene, ISSN 09509232, classificacdo Qualis A, de
circulacdo internacional, como um dos pré-requisitos para a obtencdo do
titulo de mestre pelo Programa de Pés-Graduacao em Biologia Celular e

Molecular da PUCRS.



- Introducao -

1. Expressao Génica

Os diversos tipos celulares que constituem um organismo
diferem grandemente tanto em estrutura quanto em funcao, diferencas
estas inicialmente atribuidas a delecdes de genes no curso da diferenciacdo
celular [1]. Avancos nas areas da biologia molecular e genética permitiram
0 maior entendimento dos processos de diferenciacao e especializacao das
células que compdem um organismo e a constatacdo da manutencdo da
integridade do genoma em cada uma destas células [1,2]; onde a
diferenciacdo depende de modificacdes no padrdo de expressdo génica e
nao de alteracdes na seqiiéncia de nucleotideos do genoma celular".

A expressao génica pode ser controlada em diferentes pontos
da via que engloba a transferéncia de informacao do DNA até a proteina
funcional [4]. Uma célula pode controlar as proteinas que expressa pela
regulacao quantitativa e qualitativa dos genes que transcreve (controle
transcricional), por padroes diferenciados de processamento de moléculas
de RNA, pela selecao de quais moléculas de RNA mensageiro (mMRNA) serdo
exportadas ao citosol e qual sera a sua localizacao, pela escolha de quais
moléculas de mMRNA presentes no citoplasma serdo traduzidas em

aminoacidos nos ribossomos, pela regulacao da degradacdo das moléculas

" Exceto na formacdo da regido varidvel da cadeia pesada de anticorpos, onde ocorrem
eventos de rearranjo génico [3].



de mRNA, e por fim, pela ativacdo, inativacdo, degradacao e

compartimentalizacdo de proteinas (Figura 1).
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Figura 1. A expressdo génica de eucariotos pode estar sujeita ao controle transcricional
(1), controle do processamento do RNA (2), do transporte e localizacdo do mRNA no
citosol (3), da degradacdo das moléculas de mRNA (4), da traducdo (5) e da atividade
protéica (6). A etapa 6 pode ter carater reversivel, através de ciclos de fosforilacdo e
defosforilacdo e alosteria (adaptado de Alberts, et al., 4° Ed., 2001).

A regulacao pode ocorrer simultaneamente em mais de um
dos pontos de controle para um mesmo gene; apesar da manutencao do
genoma integro, apenas uma pequena fracdo do total de genes é expressa
nas células, estando os demais genes inativos. A capacidade de regulacao
da expressao génica confere vantagens adaptativas aos organismos, como
por exemplo, a capacidade de modular o padrao de expressdao de proteinas
em resposta a estimulos externos, como as variacdes hormonais. Ou seja,
esta capacidade de regulacao permite que organismos procariotos e

eucariotos se adaptem as variacdes do ambiente. Organismos eucarioticos



ndo apenas respondem as variagcdbes ambientais, como também alteram seu
padrdo de expressdao génica no decorrer do seu desenvolvimento. Em
humanos, por exemplo, a passagem da infancia para a adolescéncia e a
fase adulta é acompanhada por modificacoes fisicas e fisioldgicas
resultantes da variacdo da expressao génica e, por conseqiiéncia, das
proteinas expressas. Mesmo apds o organismo ter atingido a fase adulta, a
regulacdo da expressdao génica permite a diferenciacao de células para
novas funcoes [5].

Como os processos de transcricio do RNA e de sintese de
proteinas sao dependentes de energia, as células poupam reservas
energéticas sintetizando proteinas apenas quando necessarias; desta
forma, a principal forma de controle da expressdao génica é o controle
transcricional, a Unica forma de controle que evita de maneira efetiva a

sintese supérflua de intermediarios [4].



2. Controle de Expressdao Génica em Procariotos e Eucariotos

O controle da expressdo génica observada em organismos
procariotos € significativamente mais simples que a de organismos
eucariotos, uma vez que nestes organismos o empacotamento do seu
material genético na forma de cromatina cria novas categorias de controle
nao observadas nos procariotos [6].

Procariotos sdao organismos unicelulares cujo genoma se
constitui de um cromossomo circular, seu material genético nao se
encontra complexado a histonas, ndao é separado do conteudo
citoplasmatico por envelope nuclear e seus genes nao possuem introns [4].

A transcricdo e traducdo sdo processos simultaneos nestes
organismos [4,5]. A meia vida das moléculas de mRNA é bastante curta,
sendo degradadas em poucos minutos, assim, novas moléculas precisam
ser constantemente transcritas para manter a sintese de proteinas. Por
estas caracteristicas, a regulacdo da transcricio - ou controle
transcricional, é suficiente para a regulacdo dos niveis de proteinas da
célula [5].

Os genes codificadores de proteinas, os genes estruturais,
quando de funcdes correlatas, encontram-se agrupados sequencialmente
em unidades chamadas operons. Os genes de um operon sao expressos de
forma coordenada, em uma Unica cadeia de mRNA (mRNA policistronico).

Em procariotos, o controle transcricional se da através de

repressores, proteinas regulatérias que evitam a ligacao da RNA polimerase



ao promotor, interferindo na iniciacao da transcricao (controle negativo); e
por ativadores, pela estimulacdao da transcricao (controle positivo) [4,5,7].

Organismos eucariotos tém seu DNA organizado em
nucleossomos, formando a cromatina; seus genes precisam estar na forma
ativa para serem expressos. A estrutura de operon como em procariotos
nao é observada nestes organismos; genes que codificam proteinas de
funcdo correlata ou de uma mesma via estao geralmente localizados em
cromossomos diferentes. Assim, cada gene possui seu préprio promotor e
os processos de transcricdo e de traducao sdao separados espacialmente
pela compartimentalizacao celular, bem como temporalmente, uma vez
que o mRNA sé é traduzido depois de transladado para o citosol [8] (Figura
1).

A expressdo génica de eucariotos é regulada em multiplos
niveis (Figura 1). Uma vez que o gene esteja ativado pela remodelagem da
cromatina, o principal mecanismo de regulacao da expressdo se da na
iniciacdo da transcricdo na regidao promotora dos genes [9], este controle
pode se dar pela regulacao da formacao do complexo de transcricao basal
e pela sua ligacao a regiao TATA box promotora do gene [5,10].

O complexo de transcricio basal é formado pela RNA
polimerase Il, a proteina de ligacdo a regido TATA box - TBP (TATA Box
binding protein) e outras proteinas chamadas fatores gerais de transcricao
[6,9]. Fatores de transcricio adicionais sdo necessarios para todos os

genes e ligam-se na porcao wupstream adjacente a regido promotora dos



genes que regulam; sua funcao é aumentar a frequéncia de transcricao
génica e sdo necessarios para o funcionamento adequado dos promotores
[11,12,13].

A regido controladora dos genes contém ainda seqiiéncias de
DNA ditas regulatérias, especificas para cada gene e capazes de aumentar
sua transcricio em até 1000 vezes ou mais, razao pela qual sao
denominadas enhancers, podendo estar localizadas a centenas de
nucleotideos de distancia da regiao promotora do gene. Fatores de
transcricdo especificos para cada gene ligam-se a estas sequéncias
regulatorias e interagem com proteinas mediadoras chamadas co-
ativadoras que, por sua vez, induzem a formacdo de um /oop na cadeia de
DNA, possibilitando a sua interacdo com o complexo de transcricao basal,
induzindo alteracdes conformacionais no complexo para a sua forma ativa,
no sitio de iniciacao da regiao promotora do gene que regulam [6,8,9,14]
(Figura 2).

As principais diferencas no controle da expressao génica de
eucariotos e procariotos podem ser resumidas em trés pontos principais,
em razdo da maior complexidade da organizacdo do material genético dos
organismos eucariotos. Primeiro, o empacotamento do DNA de eucariotos
em cromatina permite novos niveis de regulacdo nao disponiveis em

procariotos.



- Introducdo -

fatores gerais
de transcrigao

regido promotora

Figura 2. Representacdo esquematica do controle transcricional mediado por fatores de
transcricdao (ativador), que atuam sobre o complexo de transcricao basal (RNA polimerase
Il, fatores gerais de transcricio e TBP) através das proteinas mediadoras. Proteinas
regulatérias ou fatores de transcricio ligam-se diretamente a cadeia de DNA, nas
seqliéncias regulatérias da cadeia, podendo ser tanto ativadoras quanto repressoras da
transcricdo génica. O ativador (em rosa) liga-se a proteinas mediadoras (co-ativadoras ou
co-repressoras - em verde claro) que por sua vez atuam sobre o complexo de transcricao
basal, induzindo sua alteracdo para a conformacdo ativa capaz de reconhecer a regido
promotora do gene (a proteina TBP liga-se a porcao TATA box do promotor) iniciando o
processo de transcricdao. A linha interrompida indica que a porcdo da cadeia de DNA em
loop pode ser bastante longa e de comprimento variavel (adaptado de Smith et al/., 2° Ed.,
2004).

Segundo, as proteinas regulatérias de eucariotos podem atuar
sobre a regido promotora de genes localizados a grandes distancias no
genoma, e um mesmo promotor pode sofrer influéncia simultanea de

multiplos fatores de transcricdo.



Terceiro, a RNA polimerase Il ndo é capaz de iniciar o processo
de transcricao sozinha, sua atividade é dependente dos fatores gerais de
transcricio e da TBP, que devem estar arranjados corretamente no
complexo de transcricao basal, o que aumenta as possibilidades de
controle e regulacao do processo de transcricdo em organismos eucariotos,
onde os fatores de transcricdo sao habeis a atuar em diferentes etapas do

processo de iniciacdo da transcricao génica.

2.1 Fatores de Transcricao

As proteinas regulatérias que se ligam diretamente a
sequéncias de DNA sdao chamadas de fatores de transcricio e ndo devem
ser confundidas com os fatores gerais de transcricdio do complexo de
transcricao basal. Estas proteinas sdao também chamadas de ativadoras,
transativadoras, indutoras, repressoras ou receptores nucleares. Estima-se
que de 5 a 10% dos 30000 genes humanos codifiquem fatores de
transcricao [5].

Além do sitio de ligacao ao DNA, as proteinas regulatorias
geralmente possuem sitios de ligacao a proteinas mediadoras (co-
ativadoras, co-repressoras ou TAFS - TATA binding protein associated
factor) [6,12]. As proteinas mediadoras ndo se ligam diretamente a cadeia

de DNA, interagindo com componentes do complexo de transcricdao basal,



mediando sua ligacdo a regido promotora; podem ser especificas ou ligar-
se a diferentes fatores de transcricao [5,6,8,9].

Quando estdo formadas as ligacoes apropriadas entre o fator
de transcricao, o co-ativador e o complexo de transcricao basal, a taxa de
transcricdo do gene regulado é aumentada\reduzida. Fatores de
transcricdao inibitorios, ou repressores podem atuar inibindo a ligacdao de
ativadores a seqliéncia regulatéria, ou ainda pela ligacdo de um co-
repressor que inibe a formacao do complexo de transcricao basal. Alguns
repressores ligam-se diretamente ao complexo de transcricio basal,
inibindo-o, outros atuam através do recrutamento de complexos de
remodelagem da cromatina em heterocromatina ou ainda, no recrutamento
de histonas deacetilases [4,5,8,9,12].

Como precisam interagir com as proteinas mediadoras para
estimular a transcricdo génica, os fatores de transcricao tém sua atividade
regulada pela disponibilidade destas proteinas. O aumento ou diminuicao
da sintese dos co-ativadores, co-repressores ou TAFS influem sobre a taxa
de transcricdo. Também a quantidade de fatores de transcricdo sintetizada
e\ou disponivel afeta o processo de transcricao [5,6], assim como a ligacao
de ligantes estimulatérios ou inibitérios e a atividade antagonista de
diferentes fatores de transcricao sobre um mesmo gene [4,6,9].

Um mesmo fator de transcricio pode induzir e ativar a
transcricdo de genes diferentes caso estes genes apresentem a mesma

sequéncia regulatoria [9], num efeito conhecido como cascata



transcricional (Figura 3). Um exemplo de cascata de transcricio é o
processo de diferenciacdao de adipocitos, onde um estimulo inicial (insulina)
induz a sintese de fatores de transcricao especificos que atuam em cascata

para a expressdo de genes exclusivos de células adiposas [5,15].

proteina regulatoria

,, l

# gene A ! gene B

l l transcrigio
mRNA ANV FAVAYATAYAY
| sintese proteica
gene E gene F gene G
l transcrigao 1 1
mRNA FAVAVAYAVAS TAVAVATATA

Figura 3. Ativacdo de um conjunto de genes a partir de um Unico ativador. Os genes A e B
e os genes E, F, e G possuem seqiliéncias regulatorias comuns entre si. O produto do gene
B é um fator de transcricdo que estimulard a sintese do segundo conjunto de genes
(adaptado de Smith er al., 22 Ed., 2004).

Além da sua atividade sobre a formacao do complexo de
transcricao basal e sua ligacdo a cadeia de DNA, os fatores de transcricao
podem promover a transcricdo génica pelo rearranjo da cromatina nas
sequUéncias regulatéorias ou regidoes promotoras do gene através do

recrutamento de histonas acetilases e complexos de remodelagem de



cromatina ATP-dependentes [4,8,11], garantindo maior acessibilidade a
cadeia de DNA, facilitando o reconhecimento e ligacdo de fatores de
transcricao adicionais e do préprio complexo de transcricao basal.

A localizacao das sequéncias regulatdrias distante da regiao
promotora do gene abre a possibilidade de um mesmo gene estar sujeito a
acdao de multiplos fatores de transcricdo, sendo o controle transcricional o
produto final da acao conjunta em sinergia destes fatores [6,9].

Cada gene apresenta caracteristicas peculiares na ativacao da
sua transcricdao, muito embora, para dar inicio ao evento de transcricdo,
um fator de transcricio especifico (uma proteina regulatéria) deve
inicialmente reconhecer e liga-se a seqliéncia regulatoria da cadeia de DNA
para desencadear todo o processo subseqliente de transcricdo génica

[6,8,12].



3. Motivos Estruturais de Reconhecimento do DNA - Reconhecimento da
Cadeia de DNA por Fatores de Transcricao

As proteinas regulatorias reconhecem e se ligam a sequliéncias
de DNA através da complementaridade ao seu sitio de ligacdo, através de
pontes de hidrogénio, ligacbes idnicas e contatos hidrofébicos [4]. Apesar
de cada contato ser fraco individualmente, o conjunto deles torna a ligacao
proteina-DNA de alta afinidade e especificidade.

Apesar de cada interacao proteina-DNA ser especifica, os
métodos experimentais de determinacao de estruturas por cristalografia
por difracdo de raios X e ressonancia magnética nuclear, permitiram a
identificacdo e classificacdo dos padrdes de interacoes e reconhecimento
da cadeia de DNA pelos fatores de transcricdo em cinco grupos principais
[4,16,17]. Cada um destes grupos comporta um conjunto de proteinas
cujas estruturas mantém o motivo de reconhecimento e ligacao a cadeia de
DNA embora possam apresentar variacdes na organizacdo e composicao da

sua estrutura terciaria.

|.Helix-turn-helix (HTH): Foi o primeiro motivo estrutural de

reconhecimento de seqliéncias de DNA a ser descrito, identificado
inicialmente em bactérias, é encontrado em procariotos e eucariotos. E
formado por duas hélices « conectadas por uma volta (turn); a hélice da

porcdo carbéxi terminal (C-terminal) é denominada hélice de

reconhecimento, por ser a responsavel pela interacdao direta com o DNA, no



sulco maior da cadeia (Figura 4A). A variacdo dos aminoacidos que
compdéem a hélice de reconhecimento confere especificidade ao HTH,
motivo estrutural que é observado em diversos fatores de transcricao,

incluindo as proteinas de homeodominio [16,18].

Il. Zinc Fingers: As diferentes estruturas agrupadas sob o nome de “zinc

fingers” tém em comum ions zinco como componente estrutural. Desde a
sua descoberta em Xenopus, diversos motivos de ligacao contendo ions
zinco foram descobertos e identificados como “zinc fingers’, sendo suas
estruturas tdo diversas quanto suas funcoes [19,20]. A nomenclatura do
grupo é derivada da representacdo esquematica reproduzida na primeira
descricdo deste motivo de reconhecimento. Este motivo estrutural é
formado por uma hélice @« e uma folha B, unidos por um ion zinco,
geralmente em repeticoes ao longo da proteina, envolvendo a cadeia de
DNA, ligando-se aos seus sulcos maiores através de suas hélices « (Figura

4B).

lll. Folhas B: Apesar de as hélices @ serem o motivo de reconhecimento de
seqliéncias de DNA mais comum, estruturas de reconhecimento formadas
por folhas p também sdo conhecidos (Figura 4C). Assim como nos grupos
descritos acima, os aminoacidos que formam as folhas B e que interagem
com a cadeia de DNA sdo responsaveis pela especificidade do

reconhecimento e ligacdo as sequéncias regulatorias [4,5,16].



(B)
Figura 4. Exemplo de motivos estruturais de reconhecimento da cadeia de DNA. (A) Motivo
HTH. A proteina mostrada é o fator de transcricio PDEF (prostate-derived ETS factor,
cédigo PDB: 1YO5), com sua sequiéncia de DNA complementar, o dominio HTH da proteina

estd destacado em magenta, a hélice de reconhecimento (horizontal) reconhece o padrao
de pares de bases expostos no sulco maior da cadeia de DNA. (B) Zinc finger (cé6digo PDB:
1A1G). Cada uma das trés repeticdes do motivo de reconhecimento é composta por uma
hélice &, uma folha f e um ion zinco (esferas azuis). Cada uma das hélices reconhece
seqliéncias especificas da cadeia de DNA nos seus sulcos maiores, enlacando a dupla
hélice. (C) Estrutura do repressor met, responsavel pelo controle da transcricio das
enzimas relacionadas com a sintese de metionina de £. co/i (c6digo PDB: 1CMA). A folha
de reconhecimento da seqliéncia regulatéria é formada por uma fita B de cada uma das
subunidades da proteina (coloridas em rosa e magenta). Em (A), (B) e (C), a topologia da
proteina estd representada no modelo de fitas, suas cadeias laterais ndo estao
representadas para maior clareza da figura. Cadeias de DNA representada no modelo de
palitos.

IV. Ziper de Leucina: Motivos em hélice o« que apresentam residuos de

leucina a cada sete aminoacidos, voltados todos para a mesma face da
hélice. Duas hélices se associam formando dimeros através de interacoes
hidrofobicas entre seus residuos de leucina alinhados (Figura 5A). Ao
contrario dos demais motivos de reconhecimento, no caso dos ziperes de
leucina as subunidades que se associam ndo precisam ser idénticas,
podendo haver tanto estruturas de homodimeros quanto de

heterodimeros. A formacao de heterodimeros confere mais um grau de



- Introducdo -

especificidade de ligacao possivel para os fatores de transcricdo, ja que
duas seqliéncias regulatérias distintas podem ser reconhecidas

simultaneamente [4,16].

V. Helix-loop-helix — (HLH): Estruturalmente similares aos ziperes de
leucina, também se associam em homo e heterodimeros, o que influi na
sua especificidade de ligacao (Figura 5B). Ndo devem ser confundidos com
o motivo HTH. O motivo HLH consiste em duas hélices unidas por uma alca
(loop), cuja flexibilidade permite a formacdo do dimero e sua ligacao a
cadeia de DNA. Mais de 240 fatores de transcricdio HLH ja foram
identificados em organismos desde Saccharomyces cerevisae a Homo

sapiens [21,22,23].

Figura 5. (A) Ziper de leucina. Fator de transcricio SREBP (stero/ regulatory element
binding protein, codigo PDB: 1AM9). (B) Homodimero HLH da proteina ativadora do
sistema fosfato de S. cerevisiae (c6digo PDB: 1AOA). Em (A) e (B), As regides de
reconhecimento de cada hélice ligam-se a sulcos maiores adjacentes na cadeia de DNA.
Subunidade do homodimero coloridas em (A) rosa e magenta e (B) salmdo e amarelo.
Proteinas e cadeias de DNA representadas como na Figura 4.
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4. A Familia ETS de Fatores de Transcricdao

Em 1983, foi identificado o virus da eritroblastose aviaria E26,
cujo genoma € composto por sequéncias de genes caracteristicos de
retrovirus e por dois oncogenes celulares, myb e um segundo gene até
entdo desconhecido, designado ets (€26 transformation-specific sequence)
[24]. A identificacdo da proteina vEts-1 levou a descoberta de proteinas
homoélogas em multiplas espécies, agrupadas na familia ETS de fatores de
transcricao. As proteinas que fazem parte desta familia foram identificadas
e agrupadas com base na homologia com o dominio de ligacdo ao DNA da
proteina Ets-1, chamado dominio ETS [24,25].

O dominio ETS é um subgrupo do motivo de reconhecimento
da cadeia de DNA HTH, denominado winged helix-turn-helix, wHTH,
constituido de 85 aminoacidos, composto por duas hélices «x conectadas
por uma volta e por duas folhas B conectadas por uma alca (esta alca se
destaca da estrutura principal como uma asa - wing, o que originou a
nomenclatura deste motivo estrutural - Figura 6). Estudos estruturais
mostraram uma grande conservagao no arranjo deste dominio, com as trés
hélices « e quatro fitas B arranjadas na seguinte ordem: o1 -B1-f2-02-a3-
B3-B4 [26]. O principal ponto de interacao com a cadeia de DNA ¢é a volta
formada entre as hélices 2 e 3, a hélice niumero 3 (a3), e a alca entre as
fitas B3 e B4 [25].

As proteinas ETS reconhecem e se ligam a seqiiéncia de

nucleotideos 5’-GGA(A/T)-3’. Os quatro nucleotideos localizados nas
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posicoes 5’ e 3’ desta seqliéncia central também sdao responsaveis pela
especificidade de ligacao de cada um dos membros da familia ETS [25],
bem como as proteinas mediadoras ou co-ativadoras [6].

Apenas 0s organismos metazoarios (a linhagem eucaridtica,
exceto fungos, leveduras e plantas) apresentam fatores de transcricao da
familia ETS, cuja funcdo parece estar relacionada a cascatas regulatorias

exclusivas a estes organismos [25,27].

Figura 6. A mesma estrutura mostrada na Figura 4A (c6digo PDB: 1YOS5), PDEF colorida por
sucessdo de estrutura secunddria, da extremidade N-terminal (azul) para C-terminal
(vermelho). Além da hélice 3 (hélice horizontal), caracteristica do motivo HTH, também a
volta que conecta as hélice 2 e 3 e a alca entre as fitas B3 e B4 fazem contato com a
cadeia de DNA. Cadeia de DNA representada no modelo de palitos, atomos de fosforo em
laranja, carbono em ciano, oxigénio em vermelho e nitrogénio em azul. Estrutura da
proteina na representacdo de fitas. Os atomos de hidrogénio da cadeia de DNA e as
cadeias laterais da proteina foram suprimidos para maior clareza da figura.
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Os fatores de transcricdo ETS atuam como receptores
nucleares de cascatas de transducao de sinais, geralmente funcionando em
colaboracao com outros fatores de transcricdo, ligados ou ndo a cadeia de
DNA, com co-reguladores, histona acetilases e proteinas fosfatases
[26,28,29,30,31]. Os mecanismos de sinalizacdo variam significativamente
entre os membros da familia, havendo tanto ativadores quanto repressores
do processo de transcricao [29,32], com funcles tao diversas quanto o
desenvolvimento hematopoiético e neuronal em mamiferos, ocular em
drosofila e diferenciacdao sexual em Caenorhabditis elegans [25].

O padrdo de distribuicao temporal e espacial destas proteinas
e de seus co-reguladores em embrides e em organismos adultos contribui
para a especificidade de seus efeitos no controle transcricional [33].

As proteinas desta familia sdo classificadas em subfamilias de
acordo com a similaridade de suas sequéncias e outros dominios
conservados em suas estruturas terciarias, o que se reflete nas suas
funcoes bioldgicas e moleculares (Tabela 1).

Um dos dominios que também é altamente conservado entre
0os membros da familia ETS é o dominio pointed (PNT) descrito inicialmente
em Drosophila melanogaster, composto por um dominio HLH que atua
como sitio de interacdes proteina-proteina, como local de oligomerizacao
na formacdo de homo e heretodimeros, como ponto de ligacao de
inibidores da funcdo das proteinas ETS e sitio de fosforilacdao pela proteina

ERK2, na cascata de ativacao das MAP cinases (MAPK) [25,26,28,30,31].



Tabela 1. Proteinas que integram a familia ETS, identificadas na Classe Mammalia.
Proteina de Dominio  Ativador ou
dominio ETS PNT Repressor
Subfamilia Ets

Funcdo bioldgica

Ets-1 Sim A Diferenciacdo de células T NK*
Ets_2 Sim Desenvolvimento de tecidos 'extra—embrionérios,
remodelagem da matriz extracelular
Pointed Sim A Multiplos papéis no desenvolvimento
Subfamilia TCF
Elk-1 Nao A/R Diferenciacdo neuronal
SAP-1 Nao A Diferenciacao de células T
SAP-2/Net Nao R/A Formacao de vasos linfaticos
Lin-1 Nao R (?**) Diferenciacdo sexual em C. elegans
Subfamilia Erg
Fli=1 Sim A Diferenciacdo de megacariécitos, angiogénese
Erg Sim A
Subfamilia PEA3
PEA3 Nao A Diferenciacdo neuronal
ERM Nao A Diferenciacdo neuronal (?) e muscular
ER81 Nao A Formacao de conexdes sensoriais
Subfamilia GABP
GABPo Sim A Atuacdo na sinapse muscular
Subfamilia EIf
Elf-1 Nao A ?
NERF-1/-2 Nao A/R ?
MEF Nao A ?
Subfamilia Spi
PU.1 Nao A Diferenciacdo linféide e mieldide
SpiB Nao A Observado em células B
SpiC Nao A ?
Subfamilia Yan
TEL Sim R Angiogénese no saco vitelinico, hematopoiése em
TEL2 Sim R adultos
Yan Sim R Multiplos papéis no desenvolvimento
Subfamilia Erf
ERF Nao R ?
PE-1 Ndo ? ?
Outras ETS
ESE-1/-2/-3 Sim A/R
PDEF Sim A/R Expressdo epitélio especifica
ER71 Nao ?

* Células natural killer.
** Funcdo ainda ndo identificada ou confirmada experimentalmente.
Dados originais e referéncias para cada subfamilia em [25], nimeros de acesso no GenBank em [34].



As proteinas ETS estdo relacionadas a processos bioldgicos
distintos, sem haver ainda uma funcao que abranja todos os membros da
familia. Funcbdes tao diversas como crescimento, inducao e inibicao de
apoptose, desenvolvimento, diferenciacdo, regulacdo da senescéncia,
hematopoiése, angiogénese, transformacdo oncogénica entre outras sao
decorréncia da divergéncia das seqliéncias destas proteinas nos seus
demais dominios estruturais, o que contribui para diferentes padroes de
expressao, propriedades de regulacao da transcricdo e por fim, diferentes
papéis bioldgicos [26], assim como sua interacdo com outros fatores de
transcricao nao relacionados, o que origina o chamado controle
combinatoério, propriedade caracteristica dos membros da familia ETS [33].

Algumas proteinas ETS sdao tecido-especificas, e estao
envolvidas no crescimento e diferenciacao das células do tecido em que
sdao expressas através da ativacdo da transcricao de genes codificantes de
fatores de crescimento caracteristicos de cada tecido [26].

A sinalizacdo mediada por fatores de crescimento e seus
receptores modulam a atividade de diversas proteinas ETS pela via MAPK
através de fosforilacdes que podem afetar a sua capacidade de ligacao a
cadeia de DNA, e a sua capacidade de associacao com outras proteinas
regulatorias ou co-regulatérias, bem como a sua localizacao celular
[26,28,31].

Subfamilias de proteinas ETS estdo envolvidas na regulacdao da

expressdo de genes relacionados com o controle do ciclo celular,



oncogenes e genes supressores de tumor [26]. A desregulacdao ou
expressao inapropriada destas proteinas parecem ter papel crucial no
desencadeamento de alguns tipos de cancer [25,34,35], estando co-
relacionadas com altas taxas de invasividade e metastase [26,36,37].

Estudos com ratos knockout apontam uma nova etapa no
estudo destes fatores de transcricao, onde conhecer e caracterizar cada um
dos membros da familia ETS, seus mecanismos moleculares e funcoes
bioldgicas tém tido maior relevancia que a procura pelo fator comum entre
seus membros [36]. Uma vez que estas proteinas estdo envolvidas em
processos de crescimento celular, desenvolvimento, diferenciacdo e
apoptose, o entendimento preciso do seu funcionamento pode auxiliar no
controle de varias doencas humanas incluindo desordens imunologicas,
doencas vasculares e o desenvolvimento de tumores malignos.

Uma vez conhecidos os mecanismos de acao dos membros da
familia ETS, a etapa seguinte deve ser a integracao deste conhecimento na
andlise do impacto funcional de multiplas proteinas ETS expressas em um
mesmo tipo celular e sua capacidade de regular a expressdao de genes em
comum, com diferentes magnitudes e propriedades (ativador\repressor) e
ainda padroes de expressoes diferentes (constitutiva\transiente), assim
como a relacdo com outros fatores de transcricdo e seu sinergismo no

controle transcricional [36].



5. PDEF (Prostate-derived ETS factor)

No ano de 2000 foi identificado e caracterizado um novo fator
de transcricao especifico de células epiteliais da prostata, denominado
PDEF (prostate-derived ETS factor - numero de acesso do GenBank:
NM_012391), mais tarde também observado, porém em menores
concentracdes, no epitélio dos ovarios, glandulas mamarias e salivares;
todos tecidos sujeitos a regulacdo por androgénios ou esterdides [38].

A proteina PDEF (Figura 7), composta por 335 aminoacidos,
integra a familia ETS de fatores de transcricao, constituindo uma nova
subfamilia da qual era até entao Unico membro para a Classe Mammalia
(Tabela 1) [39]. A proteina homodloga da PDEF, mPSE (mouse prostate
specific ets - PSE corresponde a nomenclatura inicialmente atribuida a
proteina PDEF) é observada no tecido epitelial da prostata em
camundongos, com 98.2% de identidade entre as seqliéncias de
aminoacidos (niumero de acesso no GenBank: ABO19436) [40].

A proteina D-Ets4 de Drosophila (ndmero de acesso no
GenBank. AF071538 - proteina expressa nas células polares, relacionada
com a diferenciacdao das células germinais) também apresenta similaridade
significativa com PDEF, com 42% de identidade entre as sequéncias de
aminoacidos [41].

O alinhamento do dominio ETS na porcao C-terminal da PDEF
e de outras proteinas ETS indica alta identidade, 75%, 76% e 98.8%

respectivamente, apenas com as proteinas D-Ets4 de Drosophila, SpEts4 de
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Strongylocentrotus purpuratus (ourico do mar purpura), proteina envolvida
no estabelecimento do eixo corporal (nUmero de acesso no GenBank:
NP_999699) [38], e com a proteina mPSE [40], o que aponta que estas
proteinas podem ser agrupadas como uma nova subfamilia dos fatores ETS

de transcricdo [40].

Helice 3

Valta entre as
hélices 2e 3

Alga entre as fitas
fi3ed-wing

N

Figura 7. Estrutura do dominio ETS da proteina PDEF (c6digo PDB: 1YO5), composta por 85
aminoacidos. A estrutura secundaria da proteina, representada no modelo de fitas, esta
colorida do azul para o vermelho, da extremidade amino terminal (N-terminal) para C-
terminal. Os pontos de contato com a cadeia de DNA, caracteristicos do motivo de
reconhecimento wHTH, estdo destacados na figura.
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A proteina PDEF apresenta o dominio PNT caracteristico da
familia ETS [25,26]; entretanto, ao contrario das demais proteinas da
familia onde o dominio PNT esta localizado na porcao N-terminal da
proteina e o dominio ETS na porcao C-terminal [26], na PDEF ambos
ocupam posicoes adjacentes na porcao C-terminal da cadeia, entre os
nucleotideos 142-210 e 248-331 para os dominios PNT e ETS,
respectivamente [38].

Além destes dominios conservados, a PDEF também apresenta
em sua sequéncia de aminoacidos potenciais sitios de fosforilacio por
MAPK e tirosina cinases [38].

O dominio ETS da PDEF reconhece e se liga a seqiiéncia de
nucleotideos 5’-GGAT-3’ com alta afinidade, sendo a alta afinidade por
esta seqliéncia especifica uma caracteristica peculiar da PDEF. Demais
membros da familia ETS tém preferéncia pela seqiiéncia de nucleotideos
5’-GGAA-3’, havendo algumas proteinas que reconhecem a variante 5’-
GGAT-3’, apresentando porém baixa afinidade de ligacdo. Esta diferenca
de afinidade de ligacdo resulta no reconhecimento de seqiiéncias
regulatérias que nao sdo sitios de ligacao para as demais proteinas ETS
[38,39].

A PDEF apresenta varias substituicoes de aminodacidos na
hélice 3, a hélice de reconhecimento da cadeia de DNA [25], assim como na
volta e na alca que caracteristicamente interagem também com a cadeia de

DNA no motivo estrutural de reconhecimento wHTH; estas substituicoes



podem explicar a diferenca de especificidade de ligacdo da PDEF em
relacdao a familia ETS [39]. Diferentes estudos indicam a presenca de
residuos conservados na hélice 3 como responsaveis pelo reconhecimento
e ligacdo aos trés primeiros nucleotideos do sitio de ligacdao (5’'-GGA-3’)
[33,42] e alteracbes na afinidade de ligacdo das proteinas ETS observadas
em decorréncia da substituicio de apenas um residuo de aminoacido na
sequéncia desta hélice [42,43], bem como em aminoacidos localizados na
porcao N-terminal da proteina, cuja substituicio afeta a conformacao do
dominio ETS [44,45].

Dados experimentais obtidos a partir das estruturas
cristalograficas e ensaios de afinidade de ligacdo apontam, porém o
mecanismo de reconhecimento intramolecular como componente principal
na formacao do complexo proteina-DNA para proteinas da familia ETS,
onde estas proteinas reconhecem uma conformacao especifica da cadeia
de DNA [46,47], conformacdo esta dependente da sua seqliéncia de pares
de bases [48,49].

A cadeia de DNA nestas estruturas apresenta curvaturas entre
11 e 28° no complexo formado, também sdo observadas pontes de
hidrogénio entre residuos conservados da terceira hélice e a seqiiéncia de
ligacdo de alta afinidade no sulco maior da cadeia de DNA, e contatos
diretos e mediados por moléculas de agua entre os residuos da volta entre
as hélices 2 e 3 e da alca entre as fitas 3 e 4, com os fosfatos dos sulcos

menores adjacentes ao sulco maior onde se localiza a hélice de



reconhecimento [47]. Os contatos observados, além dos formados entre
base e aminoacido, ressaltam a importancia dos pares de bases nas
porcoes 5’ e 3’ da seqliéncia de ligacao de alta afinidade e da conformacao
da cadeia de DNA, dois fatores relacionados entre si [48,49].

E possivel que a combinacdo dos contatos com os atomos de
fosfato da cadeia de DNA, as variacoes na sequéncia primaria de
aminoacidos e variacdes sutis na conformacdao do dominio ETS, bem como
a flexibilidade conformacional do DNA, contribuam para a preferéncia por

sitios de ligacao especificos com maior ou menor afinidade [39].



5.1 PDEF e Oncogénese

O cancer de prostata é o mais frequente em homens no
mundo e no Brasil, com risco estimado na regiao Sul de 68 casos a cada
100.000 homens e de 81.92/100.000 homens no Estado do Rio Grande do
Sul (RS) [50]; é uma das causas mais freqientes de morte em homens de
terceira idade, e a falta de uma terapia efetiva decorre em parte da falta de
conhecimento acerca dos mecanismos moleculares envolvidos no
desenvolvimento e progressao da doenca [51].

A expressdao da PDEF no epitélio da prostata indica um papel
ativo no desenvolvimento da glandula e possivelmente também no
desenvolvimento de cancer. Estudos iniciais apontavam a possivel relacao
entre o aumento da expressdao de PDEF com o desenvolvimento de cancer,
pois foram encontrados sitios de ligacao de dominios ETS na regido
promotora do gene psa, codificante do antigeno especifico da prostata PSA
(prostate specific antigen) [38], proteina utilizada no diagndstico do cancer
de préstata.

A expressio da PDEF em epitélio da prostata estaria
relacionada com a expressao de PSA de forma hormodnio independente e
também hormoénio dependente através da sua ligacao e co-regulacdao do
receptor de androgénio AR (androgen recepton. Ensaios in vitro mostraram
um aumento em 57 vezes da taxa de transcricdo deste gene na presenca

de androgénio, AR e PDEF; e 11 vezes na presenca apenas de PDEF,



indicando uma provavel acdo na expressao androgénio independente de
PSA nos casos avancados de cancer de prostata [38].

Estudos posteriores demonstraram, porém, a auséncia da
proteina PDEF em células cancerigenas do epitélio da préstata, e a sua
expressao apenas nas células saudaveis deste tecido [48]. Nas células que
desenvolviam processos cancerigenos foram observadas grandes
quantidades de mRNA da proteina PDEF apesar da auséncia da proteina,
indicando que a PDEF sé é traduzida nas células saudaveis e que a
regulacdo da sua expressao é pos-transcricional (Figura 1) [52].

Assim como a perda da expressao de PDEF observada em
linhagens celulares em casos avancados de cancer de préstata, uma
expressdao reduzida da proteina PDEF em células invasivas de cancer de
mama e sua auséncia em linhagens celulares cancerigenas derivadas de
tecido mamario também é descrita, acompanhada do aumento na
quantidade de mRNA presente [53,54].

A inducao da expressdo normal de PDEF inibe a invasao,
migracdo e crescimento destas células, indicando que a perda do fator de
transcricao PDEF leva a uma alteracdo na expressao de genes relacionados
com o controle e progressdo do cancer de mama, possuindo papel no
potencial de metastase destas células [53].

O cancer de mama ¢ o segundo tipo de cancer mais freqiente
no mundo e o primeiro entre as mulheres, embora seja o cancer maligno

de diagnéstico mais comum [55]. Sua estimativa de risco é de 69 casos a



cada 100 mil mulheres para a regiao Sul do Brasil e de 88.81/100.000 no
Estado do RS [50]. Sua mortalidade é atribuida a alta taxa de metastase e a
auséncia de resposta a quimioterapia e radioterapia [55].

Quando normalmente expressa, a PDEF inibe a transcricdo do
gene uPA e ativa a transcricao do gene maspin . uPA é um marcador de
células mamarias em metastase e é responsavel pela degradacao da
membrana basal; maspin é um gene supressor de tumor com propriedades
anti-metastase quando expresso em células mamarias cancerigenas e
invasivas [36,53]. A perda da PDEF resulta num aumento da transcricao do
gene wPA e diminuicao do maspin, efeitos que podem contribuir para a
invasividade e metastase [36].

A inducdao da expressdo de PDEF em linhagens celulares
cancerigenas inibe ainda o crescimento celular; mantendo as células no
estagio Go-Gi, através da inibicao da ciclina A [53].

Chama atencdo ainda o fato de apesar da perda de PDEF; a
qguantidade de mRNA sintetizada a partir do seu gene é aumentada nas
células mamarias cancerigenas [53,54], assim como nas células de préstata
cancerigenas [52], corroborando a hipétese de um mecanismo de controle
pos-transcricional ou ainda, pos-traducional (Figura 1) para este fator de
transcricao.

Estudos posteriores porém, identificaram aumento na
expressao também da proteina PDEF em tumores de mama [56] quando

comparada a sua expressdao em tecido normal; assim como o aumento da



quantidade de mRNA observada, de acordo com estudos anteriores
[52,53,54].

Estudos mais recentes sobre a atividade da proteina PDEF
apontam para a sua regulacdo pela via MAPK, através da proteina fosfatase
ERK, que fosforila residuos especificos de treonina localizados no dominio
PNT, e que esta ativacao via fosforilacdo da PDEF leva a um aumento de 10
a 30 vezes na mobilidade celular [57], o que sugere que a proteina PDEF
esta de fato relacionada com o aumento da expressdao do gene wPA, e que
a ativacao da via MAPK/ERK colabora com a inducdo da invasao celular
mediada pela PDEF [57].

A co-relacdo entre a repressdao do gene wPA e a proteina PDEF
foi sugerida inicialmente com estudos comparativos entre as seqliéncias da
proteina PDEF e outras proteinas ETS cuja acdao sabidamente é de repressao
da expressio deste gene [36]. E sabido que a acdo destes fatores de
transcricio é dependente do contexto celular, e que podem atuar tanto
como ativadores quanto repressores em funcao do controle combinatério
[26,28,29]. E possivel entdo, que apesar da similaridade entre as
seqliéncias de aminoacidos do dominio ETS e PNT da proteina PDEF com
outras proteinas que reprimem a expressdao do gene wPA, ela exerca um
controle positivo sobre a sua transcricdo pela associacdo com outros
fatores de transcricdo ou proteinas regulatérias.

A atribuicdo da atividade de indutor do gene maspin foi

inferida da mesma forma que a atividade de repressor do gene wuPA;



entretanto, estudos mais recentes indicam a auséncia de relacdo entre a
expressao da PDEF e do gene maspin, cuja transcricdo seria unicamente
dependente da presenca de p63 [58].

O papel da PDEF na ativacdo e expressao da PSA foi
corroborado pela identificacio do gene NKX-3.1 e da sua interacdo com a
proteina PDEF. A perda da atividade de NKX-3.1 esta relacionada com o
desenvolvimento de cancer de prdstata, e a sua expressdo evita a funcao
de ativador da transcricaio do promotor PSA pela PDEF [59,60]. Assim, a
perda da atividade deste gene liberaria o controle negativo sobre a PDEF,
levando ao aumento da transcricio de PSA observado no cancer de

préstata.



6. A Estrutura do DNA

Estudos realizados por Rosalind Franklin, James Watson e
Francis Crick em 1953 [61,62,63] revelaram nao apenas a estrutura em
dupla hélice da cadeia de DNA como também a existéncia de dois tipos de
cadeias, DNA A e DNA B, com caracteristicas estruturais particulares.
Posteriormente, em 1972, uma terceira forma de DNA foi também descrita,

o DNA Z (Tabela 2) [64].

Tabela 2. Caracteristicas estruturais principais das diferentes conformacdes da cadeia de
DNA (1nm = 10 A). Adaptado de Bates & Maxwell, 1993.

Conformacao da Orientacdo da Pares de Diametro da )
. - . Sulco maior  Sulco menor
cadeia de DNA hélice base/volta hélice (nm)
P
B Horaria 10 ~2.0 Grande e equeno e
profundo profundo
P d
A Horéria 1 ~2.6 equenoe  Grande e
profundo raso
P
z Anti-horéria 12 ~1.8 Raso equeno
profundo

O DNA B equivale a forma mais comum adotada pela cadeia de
DNA e corresponde a forma observada com maior freqiiéncia /n vivo. Sua
estrutura foi determinada experimentalmente por cristalografia por
difracao de raios X de fibras de DNA em condicbes de 92% de umidade. A
caracteristica que o difere das demais formas é a orientacao quase
perpendicular das bases em relacdo ao eixo da hélice e os sulcos maior e
menor da cadeia, com acesso facilitado as bases pelo sulco maior [64].
Seus parametros estruturais (Tabela 2) definem a estrutura candnica da

molécula de DNA, embora a molécula observada /n vivo ndo corresponda a



uma molécula de DNA B perfeita, uma vez que tanto a seqliéncia de
nucleotideos quanto as condicdes do meio e a formacdao de complexos
proteina-DNA afetam a sua estrutura local [48,49,65].

A forma DNA A foi identificada em estudos de cristalografia
por difracdo de raios X de fibras de DNA sob condicbes de baixa umidade
(75%), e equivale a forma B desidratada. Seus sulcos ndao sdao tdo profundos
quanto os da forma DNA B e seus pares de base ndo apresentam
disposicdo perpendicular. Sequéncias de bases homopurinas ou
homopirimidinas (poli-G e poli-C, por exemplo) apresentam caracteristicas
estruturais da hélice de DNA A [66]. Assume-se que na molécula de DNA B
observada /n vivo, algumas de suas regides estejam na forma DNA A em
decorréncia da sua seqliéncia de nucleotideos [66].

A cadeia de DNA Z é a uUnica de orientacdao anti-horaria, e
apresenta conformacao em z/ig-zag da cadeia principal de acucar-fosfato.
Esta forma é observada em seqiiéncias onde ha alterndncia de bases
puricas e pirimidicas e é favorecida por condicdes de alta salinidade e em
regides de superenrolamento da cadeia de DNA, atuando na manutencao
da sua integridade e como provavel elemento regulatério no controle da
expressao génica [66,67,68]. A forma DNA Z é dinamica, sendo formada
como resultado de processos fisioldogicos (transcricio génica, por
exemplo), depois relaxando e retornando a forma DNA B [68,69].

Outras variacées da estrutura da cadeia de DNA podem se

formar sob condicoes especiais, como DNA C, DNA D e DNA T [66], com
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parametros estruturais caracteristicos. A ocorréncia de diferentes formas
da cadeia de DNA ilustra a sua plasticidade estrutural [64].

A ligacdo assimétrica das bases aos anéis de ribose da cadeia
principal fosfato-aclcar confere a caracteristica assimetria da cadeia de
DNA em sulco maior e menor (Figura 8), essencial para os processos de
replicacdo, transcricio e controle da expressao génica, pois todos
dependem do reconhecimento de seqliéncias especificas da cadeia de DNA
por proteinas, reconhecimento este facilitado pela maior exposicao das
bases no sulco maior da cadeia. Algumas proteinas, entretanto reconhecem
e se ligam ao sulco menor da cadeia de DNA, como por exemplo, a

proteina TBP [46].

suloa
1}

sulea
M

Figura 8. Sulco maior e menor da cadeia de DNA B (estrutura candnica). A mesma cadeia é
mostrada em trés representacoes diferentes, no modelo de palitos onde se pode notar a
disposicdo quase perpendicular das bases em relacdo ao eixo da hélice; e em duas
representacdes da superficie da cadeia, no modelo mesh e de esferas, onde a diferenca
entre os sulcos é melhor visualizada. Nas trés representacdes os atomos de carbono estdo
em azul claro, nitrogénio em azul escuro, oxigénio em vermelho, fésforo em laranja.
Atomos de hidrogénio suprimidos para maior clareza da figura (cédigo PDB: 114D).
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As proteinas regulatorias reconhecem e se ligam a seqiliéncias
especificas de nucleotideos na cadeia de DNA. Inicialmente especulou-se
ser necessario um acesso direto as pontes de hidrogénio entre as bases
para o reconhecimento das seqiiéncias, porém, a superficie da dupla hélice
da cadeia de DNA prové informacdao suficiente para a diferenciacao e
reconhecimento dos pares de base pelos fatores de transcricao, sem ser
necessario romper a sua estrutura [4].

Cada par de bases possui uma superficie caracteristica com
padrdao Unico de doador de hidrogénio, aceptor de hidrogénio e
grupamentos hidrofébicos que permite a sua identificacdo tanto no sulco
maior quanto no sulco menor da cadeia de DNA (Figura 9) [65].

No entanto, apenas a superficie exposta no sulco maior da
cadeia é que permite a diferenciacao clara entre os pares de bases (Figura
10), sendo por esta razao a superficie onde geralmente se ligam as
proteinas regulatérias [16].

Os padroes de distribuicio de grupamentos aceptores e
doadores de hidrogénio sdao utilizados no reconhecimento da cadeia de
DNA pelos fatores de transcricao; padroes estruturais da propria cadeia de
DNA determinados pela sua seqliéncia de nucleotideos, que distorcem os
parametros da hélice “classica” (Tabela 2, DNA B), também sdo importantes

na identificacao de seqiiéncias regulatorias [16,46,49,70].
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Figura 9. Os diferentes pares de bases da cadeia de DNA podem ser reconhecidos pelas
suas superficies desiguais. Podem-se observar ainda as diferencas no mesmo par de
bases entre a superficie exposta na face do sulco maior e sulco menor da dupla hélice do
DNA. As faces do sulco maior e menor da cadeia de DNA estdo indicadas para cada par de
bases. As bases estdo representadas no modelo de palitos e coloridas como na Figura 6.
Os grupos potenciais doadores de hidrogénio estdo assinalados em amarelo, potenciais
aceptores de hidrogénio em verde e grupamentos metila (CHs) hidrofébicos em rosa. Os
atomos de hidrogénio ligados a atomos de carbono e nao disponiveis para a formacao de
pontes de hidrogénio ndo estdo destacados. Pontes de hidrogénio representadas pelas
linhas pontilhadas. A= adenina, T= timina, C= citosina e G= guanina.

O reconhecimento da cadeia de DNA por proteinas regulatorias
diretamente através de contatos atomicos é chamado de padrao de leitura
ou de reconhecimento intermolecular. JA o reconhecimento indireto por
meio de propriedades conformacionais da cadeia de DNA é chamado de

padrdo de leitura ou reconhecimento intramolecular. Da mesma forma que

mutacdes na sequéncia de aminoacidos da proteina afetam a
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especificidade de ligacao, alteracdes na conformacao ou na flexibilidade da

cadeia de DNA também o fazem [46].

sulco maior sulco menor

lo0ee | |0 @
l0o0® |- | 000 :
| 0000 O O
000 | 008

Figura 10. Representacdo esquematica dos grupamentos expostos nos sulcos da cadeia de
DNA mostrados na Figura 9. Fatores de transcricdio podem reconhecer os grupamentos
expostos nos sulco maior e menor da cadeia de DNA. Cada par de bases possui um
padrdo caracteristico de grupamentos que permite sua identificacdo e diferenciacdo no
sulco maior da dupla hélice. J4 o padrdao de grupamentos expostos no sulco menor nao
permite a diferenciacdo entre pares AT e TA, GC e CG. Circulos verdes indicam
grupamentos potenciais aceptores de hidrogénio, circulos laranja indicam potenciais
doadores de hidrogénio, circulos rosa indicam os grupamentos hidrofébicos e os circulos
brancos indicam os atomos de hidrogénio ligados a &tomos de carbono e ndo disponiveis
para a formacdo de pontes de hidrogénio. A= adenina, T= timina, C= citosina e G=
guanina (adaptado de Branden & Tooze, 2% Ed., 1999).

Os padroes de reconhecimento intermolecular e intramolecular
contribuem para a especificidade de ligacdo na formacdao dos complexos
proteina-DNA em proporcdes que variam para cada complexo, nao
parecendo haver associacao entre motivos estruturais de reconhecimento
da cadeia de DNA ou estruturas secundarias de proteinas e preferéncia por

um ou outro mecanismo de reconhecimento [46].
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6.1 Parametros Conformacionais da Cadeia de DNA

A cadeia de DNA é formada por nucleotideos unidos por
ligacdes fosfodiéster. Cada nucleotideo é composto por uma base
nitrogenada, um aclcar e um grupamento fosfato, unidos por ligacdes

covalentes (Figura 11).

acido fosfarico

base nitrogenada

nucleosideo

nucleotideo

Figura 11. Estrutura de um nucleotideo, unidade basica da cadeia de DNA. A ligacdo
glicosidica entre o aclcar e a base nitrogenada forma o nucleosideo. A adicdo de um acido
fosférico ao carbono C5’ do acglcar forma o nucleotideo. O aclucar observado nas
moléculas de DNA (B-D-desoxirribose) apresenta um hidrogénio ligado ao carbono C2’ do
anel; em moléculas de RNA existe um grupamento hidroxila ligado a este atomo. O
nucleotideo mostrado é a desoxiguanosina. Estrutura representada no modelo de palitos.
Atomos de carbono em ciano, nitrogénio em azul, oxigénio em vermelho e fésforo em
laranja. Os atomos de hidrogénio foram omitidos para maior clareza da figura. Numeracao
padrdo dos atomos da base e aclicar em amarelo.
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As bases nitrogenadas de ocorréncia mais comum sao
divididas em bases puricas, cuja estrutura é formada por dois anéis -
adenina (A) e guanina (G) (Figura 12); e bases pirimidicas, com apenas um
anel em sua estrutura - timina (T) e citosina (C) (Figura 13). O acucar
observado nas cadeias de DNA é a B-D-desoxirribose, que apresenta um
hidrogénio ligado ao carbono C2’ do anel da ribose, o que o diferencia do
acucar observado nas moléculas de RNA, uma B-D-ribose, que apresenta
um grupamento hidroxila nesta mesma posicao (Figura 11). A ligacdo
glicosidica entre a base nitrogenada e o anel da ribose se da através do
carbono C1’ do aclcar e o nitrogénio N1 para as pirimidinas e N9 para as

bases puricas [71].

Figura 12. Bases nitrogenadas puricas: adenina (A - a esquerda) e guanina (G - a direita).
Os nucleotideos estdo representados e coloridos como na Figura 11. Existem ligacbes
duplas entre os atomos C2 e N3, C4 e C5, N7 e C8 para adenina e guanina e ainda uma
ligacdo dupla adicional entre os atomos N1 e C6 na adenina. A numeragdao dos atomos de
cada um dos nucleotideos estd indicada em amarelo.
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Figura 13. Bases nitrogenadas pirimidicas: timina (T - a esquerda) e citosina (C - a direita).
Os nucleotideos estdo representados e coloridos como na Figura 11. Existem ligacbes
duplas entre os atomos N1 e C2, C5 e C6 para timina e citosina e ainda uma ligacao
dupla adicional entre os atomos N3 e C4 na citosina. A numeracdo dos atomos de cada
um dos nucleotideos esta indicada em amarelo.

A estrutura formada pela base nitrogenada e pelo acucar
conectados pela ligacao glicosidica é chamada de nucleosideo (Figura 11).
Quando um acido fosférico é esterificado com um grupo hidroxila da
porcdao acucar de um nucleosideo, forma-se um nucleotideo [71]; sendo
os nucleotideos 5’ (ligacao do acido fosfoérico ao carbono C5’ do aclicar) os
de ocorréncia mais comum.

A formacao da estrutura em dupla hélice da cadeia de DNA se
da pela ligacdo fosfodiéster entre nucleotideos adjacentes, e pelo
pareamento das bases complementares em cada uma das cadeias da
hélice.

A ligacdo entre os nucleotideos adjacentes ocorre entre o

atomo de fésforo e os grupos hidroxila dos carbonos C3’ e C5’ destes

nucleotideos, originando uma ligacao 3’,5’-fosfodiéster. A numeracao dos
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nucleotideos de cada uma das cadeias é feita a partir da extremidade 5’
que apresenta um grupo fosfato, até a extremidade 3’ que apresenta uma
hidroxila livre.

O pareamento das bases complementares ocorre por pontes
de hidrogénio entre os grupos eletrofilicos doadores e aceptores de
hidrogénio de cada base. O pareamento ideal descrito por Watson e Crick
[61] ocorre entre uma base purica e uma base pirimidica, mais
especificamente entre A e T e entre C e G, com duas e trés pontes de
hidrogénio respectivamente (Figura 9). As cadeias de DNA que compdem a
dupla hélice sao complementares e antiparalelas.

A cadeia principal fosfato-aclcar da molécula de DNA
apresenta seis angulos conformacionais (Figura 14), o que confere as
cadeias polinucleotidicas uma maior flexibilidade quando comparadas com
as cadeias polipeptidicas, pelo maior numero de angulos rotacionais.

A disposicao planar dos atomos que compdem o anel do
acucar também afeta a conformacdo da cadeia de DNA (denominado
empacotamento do acucar) e caracteriza formas distintas de moléculas de
DNA [72]. A conformacdo C2’-endo é tipica de moléculas de DNA B,
enquanto a conformacao C3’-endo é observada em moléculas de DNA A
(Figura 15) [73].

Os parametros conformacionais empregados na definicio da
geometria da cadeia de DNA foram normalizados e definidos inicialmente

em 1989 [48] e atualizados em 2001[49]. Tais parametros compreendem
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angulos e distancias entre as bases de um par (AT, TA, CG e GC) e entre
pares de bases adjacentes na dupla hélice (Figuras 16 e 17) e sao todos
dependentes da seqiiéncia de nucleotideos, além de apresentarem

correlacdes entre si [49].

Figura 14. A conformacdo do esqueleto fosfato-aclcar em uma cadeia de DNA é definida
pelos angulos rotacionais «a, B, v, 8, € e {. A orientacdao da base nitrogenada em relagao ao
acucar é dada pelo angulo y. Estrutura da cadeia de DNA representada e colorida como na
Figura 11. Cada um dos angulos esta indicado por setas em cinza. Em cinza mais claro
estd indicada a repeticdo dos angulos diedros no nucleotideo adjacente.
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C2’ endo: DNA-B
C3’ endo: DNA-A

Figura 15. Disposicdo dos atomos do aclcar no plano do aclcar para um nucleotideo de
adenina. A direita, conformacdo C2’-endo tipicamente observada na forma DNA B. A
esquerda, o arranjo dos atomos do aclcar caracteristico da forma DNA A, C3’-endo.

Strand

Figura 16. Definicdo dos eixos x, y e z para os pares de bases da cadeia de DNA. A partir
do sulco menor da cadeia, eixo x na direcdo do sulco maior, eixo y na direcdo da base
para a cadeia fosfato-aclicar e eixo z na direcio do eixo da hélice. Adaptado de
Dickerson, et al. JMB. 205:787-791, 1989.
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Figura 17. Principais parametros conformacionais utilizados na descricdo da geometria da
cadeia de DNA. Eixos X, y e z definidos conforme a Figura 16. Demais pardmetros
conformacionais e figuras originais na referéncia [48].
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As funcoes bioldogicas das cadeias de DNA e a sua estrutura
sao dependentes da sua sequéncia de nucleotideos [49,117]. Uma nova
forma de codificacao de informacao, além da seqliéncia de trincas de bases
traduzida em aminoacidos, esta sendo reconhecida, onde a conformacao
adotada pela dupla hélice também tem papel nas suas funcées [130].

O uso de simulacbes pela dinamica molecular permite a
caracterizacdo da estrutura atomica e do movimento de macromoléculas
em sistemas aquosos e, em ultima analise, a quantificacao das diferentes
forcas que atuam em um sistema biolégico como uma cadeia de DNA
[131], provendo uma descricio dos eventos dinamicos ao longo de uma
trajetoria em um nivel nao acessado pelos métodos classicos de estudos de
estruturas de macromoléculas bioldgicas (cristalografia por difracdo de
raios X e RMN).

Foram realizadas simulacées pela DM de quatro sistemas
contendo tridecameros de DNA representando os sitios de ligacdo de alta
afinidade (1YO5, GGAT) [38], de baixa afinidade (GGAG) [74] e sistema
controle (GGAA), sem afinidade de ligacao pela proteina PDEF [38]. Cada
sistema foi neutralizado pela adicdo de contra-ions e solvatados de forma

a manter as condicoes de solucoes diluidas [83], com uma camada de agua



suficientemente espessa para evitar a interacdo entre as imagens das
cadeias de DNA nas condicOes periédicas de contorno [84,85].

Cada um dos sistemas foi aquecido lentamente [86,89] até a
temperatura de 298.16K e pressdo de 1 atm, onde foi equilibrado até
atingir a fase de producao. O tempo de simulacao foi de 5ns para os
quatro sistemas estudados.

Estudos realizados em cadeias de cadeia de DNA B compostas
por 12 pares de bases indicam que os parametros helicoidais e
conformacionais das cadeias de DNA apresentam um tempo de relaxacao
inferior a 500ps [132], e que um tempo de simulacao igual a dez vezes o
tempo de relaxacdo destas variaveis deve ser suficiente na auséncia de
sub-estados no decorrer de trajetéria dinamica [133,134]. A escala de
tempo de 5ns utilizada, além de ter sido suficiente para que os sistemas
entrassem em fase de producdo, também satisfaz a premissa acima.

Os resultados destas simulacées pela DM permitem um maior
entendimento dos fatores intrinsecos a cadeia de DNA relacionados com a
formacdo dos complexos proteina-DNA para a proteina PDEF, membro da
familia ETS de fatores de transcricao.

A analise bioinformadtica da seqliéncia primaria das proteinas
ETS indicam que o padrao de distribuicao dos grupamentos aceptores e
doadores de hidrogénio e dos grupamentos hidrofobicos da cadeia de
DNA e a sua complementaridade com a seqliéncia de aminoacidos da

hélice 3 da proteina PDEF e a presenca apenas nesta subfamilia do residuo



de glutamina na posicao 69 parecem ser um dos motivos da diferenca de
afinidade observada entre a PDEF e as demais proteinas ETS.

A substituicdo observada nas proteinas da subfamilia PDEF, do
residuo de tirosina por uma glutamina na posicdo 69 (Y69Q), um residuo
sabidamente essencial para o reconhecimento e ligacdo a sequiéncia 5’-
GGAA-3’ [33,42] pode ter induzido a alteracao da afinidade destas
proteinas por sequiéncias promotoras distintas, levando ao reconhecimento
com alta afinidade de seqliéncias que anteriormente apresentavam apenas
baixa afinidade de ligacao para as proteinas ETS.

Aliado as alteracdes na seqliéncia de aminoacidos da proteina
PDEF; as alteracdes na conformacdo da cadeia de DNA induzidas pelas
substituicdes das bases na posicdo +4 do sitio de ligacdo também sdo
responsaveis pelo padrao de afinidade distinto observado na subfamilia
PDEF.

As estruturas das cadeias de DNA simuladas sdao mais similares
(ttm menor valor de RMSD) a estrutura experimental (1YO5.pdb) que as
formas canonicas DNA B e DNA A; e mesmo livres em solucdo, apresentam
uma curvatura intrinseca a sua seqiéncia de nucleotideos, responsavel
pelo padrdo indireto de reconhecimento. Estudos da afinidade de ligacao
da proteina Ets-1 pelas seqliéncias 5'-GGAA-3’ e 5’-GGAG-3’ também
relatam a presenca da curvatura intrinseca das cadeias de DNA
reconhecidas pela proteina ETS, favorecendo o seu reconhecimento, cuja

amplitude de curvatura depende da seqliéncia de nucleotideos [74,78].



A substituicao da base na posicdo +4 do sitio de ligacao de
alta afinidade (1YO5 e GGAT) de uma timina para uma guanina, ou seja, o
sitio de baixa afinidade (GGAG), leva a uma maior flexibilidade da cadeia de
DNA e maior dependéncia da sequéncia de nucleotideos adjacentes,
conferidas pelos dimeros formados nas posicoes +3/+4 e +4/+5 (os
dimeros que distinguem cada um dos sistemas).

O sistema controle, GGAA, apresenta valores mais elevados de
RMSD na comparacao dos pares de bases que compdem o sitio de ligacao
da proteina a cadeia de DNA, provavelmente pela presenca de duas timinas
adjacentes nas posicoes +3’ e +4’, que provocariam um rearranjo na
disposicdo das bases adjacentes. Em contraste, tanto os sitios de ligacao
dos sistemas de alta afinidade quanto o sitio de ligacao do sistema
controle, tém sua conformacdo estabilizada pela presenca de dimeros
rigidos nas posicoes +3/+4; o que pode facilitar o reconhecimento da
conformacado local da cadeia de DNA destes sistemas pelas proteinas ETS.

Todos os sistemas simulados possuem ainda purinas nas
posicoes adjacentes aos dimeros +1/+2, +2/+3 e +3/+4 do sitio de
ligacdo, que aumentam a sua estabilidade; e o dimero +4/+5, na porcdo
final do sitio de ligacdo, apresenta flexibilidade conformacional necessaria
para acomodar as distorcdes induzidas pela proteina na formacdao do
complexo proteina-DNA.

Os sistemas de baixa afinidade e sem afinidade de ligacdo para

a PDEF (GGAG e GGAA) apresentam maior numero de bases com transicoes



entre as conformacdes Bl e Bll, incluindo as bases do sitio de ligacdo; ao
contrario da seqliéncia reconhecida com alta afinidade (1YO5 e GGAT).

GGAG apresenta ainda maior variacdao nos angulos «, B e v,
gue juntamente com as transicoes Bl—BIl podem explicar os valores de
RMSD mais elevados em relacdo a estrutura experimental e as demais
estruturas médias e a menor afinidade de ligacdo da proteina PDEF, como
consequliéncia da maior flexibilidade deste sistema.

A observacdo de alteracdes conformacionais nos angulos € e T
e as conformacoes atipicas dos angulos «, B e y observadas no sistema
GGAA, além da sua menor curvatura, podem estar relacionadas com a
auséncia de afinidade da proteina PDEF por esta sequiéncia. Posto que o
reconhecimento intramolecular é o principal componente na formacao dos
complexos proteina-DNA para as proteinas ETS [46,47], a conformacado
adotada pelo sistema GGAA pode nao ser ideal para o reconhecimento e
formacdo do complexo.

A comparacdo dos parametros helicoidais dos sistemas livres
em solucdao, com a cadeia de DNA da estrutura experimental, indica que a
formacdao do complexo proteina-DNA induz um desdobramento da dupla
hélice, inicialmente curvada em direcdo ao sulco maior, para a acomodacao
das cadeias laterais da hélice 3 da PDEF no interior do sulco maior da
cadeia de DNA.

Por fim, a substituicdo do quarto par de bases do sitio de

ligacao 5’-GGA(T/G/A)-3’ influencia o reconhecimento da proteina PDEF



tanto pela substituicdo dos grupamentos expostos no sulco maior da
cadeia de DNA (padrdao de reconhecimento direto, ou intermolecular),
guanto pelas alteracoes induzidas na conformacdo da hélice (padrdao de
reconhecimento indireto ou intramolecular).

A ndo conservacao dos residuos de aminoacidos que interagem
com a cadeia de DNA, e o grande numero de contatos com a cadeia
fosfato-acucar corroboram o padrdao de leitura intramolecular como o
principal mecanismo de reconhecimento da cadeia de DNA pelas proteinas
ETS, conforme proposto por Szymczyna e Arrowsmith [47].

Um tempo maior de simulacdo pela DM pode ser necessario
para a convergéncia completa da curvatura em todos os sistemas; no
entanto, os resultados aqui apresentados indicam que a conformacao
(curvatura) da cadeia de DNA e os contatos entre os residuos de
aminoacidos das proteinas ETS, conservados ou ndao, com os fosfatos da
cadeia de DNA (contatos nao especificos) sdo responsaveis pelo
reconhecimento indireto na formacdo destes complexos, e a estabilidade
de ligacdo; ou seja, a “regulacdo fina” da formacao dos complexos é
mediada pelo reconhecimento direto e formacdo de pontes de hidrogénio

especificas com as bases nas posicoes +4 e +4’ do sitio de ligacdo.



- Perspectivas -

Na preparacao dos sistemas estudados, as coordenadas iniciais
para os atomos que compdem a cadeia de DNA foram determinadas
conforme as formas canonicas DNA B e DNA A (sistemas GGAT, GGAG e
GGAA) ou a partir da estrutura experimental 1yo5.pdb (sistema 1YO5).

As moléculas de agua foram entdo adicionadas em posicoes
aleatorias no interior da caixa peridodica estabelecida, e suas posicoes
foram relaxadas lentamente.

As coordenadas das daguas cristalograficas ndo foram
consideradas, nem mesmo as coordenadas das moléculas presentes na
interface proteina-DNA. No entanto, moléculas de agua medeiam pontes
de hidrogénio entre proteinas e cadeias de DNA (“pontes de agua”) e
podem ter um papel importante na especificidade e na afinidade de ligacao
[135]; além de apresentarem uma alta estabilidade nestas interfaces
[136,137].

A realizacao de simulacdes pela DM com as coordenadas
iniciais utilizadas em cada um dos quatro sistemas, levando em
consideracdo as coordenadas das aguas cristalograficas na interface
proteina-DNA que medeiam interacdes entre a proteina e a cadeia de DNA
permitira a avaliacao do tempo de residéncia destas moléculas ao longo da

trajetoria dinamica dos sistemas simulados e do seu papel na formacdo do



complexo, principalmente da molécula de agua WAT34 (de acordo com a
estrutura experimental 1yo5.pdb), envolvida na formacdo das pontes de
hidrogénio entre o residuo Q69 e as bases nas posicoes +3 e +4 do sitio
de ligacao.

Considerando apenas a molécula de DNA livre em solucdo, a
influéncia das sequéncias flanqueadoras do sitio de ligacao nas posicoes 5’
e 3’ podem ser inferidas pela alteracao sistematica destes nucleotideos.
Dados experimentais [47] indicam que apenas as substituicoes de
nucleotideos que afetam a conformacdao da cadeia de DNA tém influéncia
sobre a sua afinidade de ligacao pelas proteinas ETS. Substituicoes
sistematicas de nucleotideos nas posicoes flanqueadoras permitirdo avaliar
os efeitos na conformacao tridimensional da hélice de DNA.

Simulacbées pela DM do dominio ETS da proteina PDEF
contendo o residuo de glutamina na posicdao 69 e do dominio de ligacao de
outra proteina ETS que apresente um residuo de tirosina nesta posicdo,
com as estruturas dos tridecameros de DNA contendo os sitios de ligacdo
de alta afinidade, baixa afinidade e sistema controle (em relagdo a proteina
PDEF) obtidas como resultado deste trabalho possibilitarao um maior
entendimento do efeito da substituicao Q69Y na dinamica da formacao dos
contatos entre proteina e DNA e conseqlientemente na afinidade de ligacdo

dos complexos.
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Arquivo de entrada para o moddulo nucgen do pacote de programas

AMBER7 [81] para a montagem dos sistemas a partir da suas seqguéncias de

nucleotideos:

Sistema 02

Conformacdo can6nica DNA B

nuc.in:
NUC 1

D

T5 A G C A G G A T G T G T3
NUC 2

D

A5 C A ¢} A T C C T G C T A3

END

SABDNA

Conformacdo candnica DNA A

nuc.in:
NUC 1

D

T5 A G C A G G A T G T G T3
NUC 2

D

A5 C A ¢} A T C C T G C T A3

END

SADNA



Sistema 03:
Conformacdo can6nica DNA B

nuc.in:

NUC 1

NUC 2
D
A5 C A C C T

END
SABDNA

Conformacdo candnica DNA A

nuc.in:

NUC 1

END

SADNA

Sistema 04:

Conformacdo canonica DNA B

nuc.in:
NUC 1

D

T5 A G C A G
NUC 2

D

A5 C A ¢} T T

END

T3

A3

T3

A3

T3

A3
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SABDNA

Conformacdo canonica DNA A

nuc.in:

NUC 1

D

T5 A G C A G G A A G T G T3
NUC 2

A5 C A C T T C C T G C T A3

END
SADNA

- 164 -
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Arquivos de entrada para o modédulo SANDER do pacote de programas

AMBER7 [81] para as simulacoes pela dinamica molecular!:

mini_00.in:

# Belly Minimization.NTF=NTC=2.
&cntrl
imin=1,
ntpr=10,
ntf=2, dielc=1.0, igb=0, scnb=2.0, scee=1l.2,
ibelly=1, ntr=0, cut=9.0,
ntc=2, tol=0.00001,
maxcyc=100, ncyc=100, ntmin=1, dx0=0.01, dxm=0.5,
drms=0.0001,
&end
&ewald
&end
Belly dynamics. Solvent and ions atoms allowed to move
ATOM 825 18938
END
END

mdcp_00.in:

# 20ps NPT. NTF+NTC=2. Equilibrating solvent (WAT + Na+) at 298.16K.
&cntrl
imin=0, ntx=1, irest=0, ntrx=1,
ntxo=1, ntpr=50,
ntwr=250, iwrap=0, ntwx=250, ntwv=0, ntwe=0,
ioutfm=0, ntwprt=0,
ntf=2, ntb=2, dielc=1.0, igb=0, scnb=2.0, scee=1l.2,
ibelly=1, ntr=0, cut=9.0,
nstlim=10000, nscm=0, t=0.0, dt=0.002,
temp0=298.16, tempi=10.0, 1ig=555333, heat=0.0001, ntt=1,
dtemp=10.0, tautp=1.0, vlimit=10.0,

I Foram utilizados os valores default para as variaveis NBFLAG e SKINNB nos arquivos de
entrada para o médulo SANDER, que determinam a atualizacdo da lista das interacoes
entre os atomos ndo ligados a cada vez que um atomo ultrapassasse em 1.0A o raio de
corte estabelecido (9,&).



ntp=1, pres0=1.0, comp=44.6, taup=2.0,
ntc=2, tol=0.00001,
&end
&ewald
&end
Belly dynamics. Solvent and ions atoms allowed to move
ATOM 825 18938
END
END

mini_01.in:

# Restrained Minimization.NTF=NTC=2.NTR=1.
&cntrl
imin=1,
ntpr=10,
ntf=2, dielc=1.0, igb=0, scnb=2.0, scee=1l.2,
ibelly=0, ntr=1, cut=9.0,
ntc=2, tol=0.00001,
maxcyc=500, ncyc=100, ntmin=1, dx0=0.01, dxm=0.5,
drms=0.0001,
&end
s&ewald
&end
Restraining DNA
1000.000
ATOM 1 824
END
END

mini_02.in:

# Restrained Minimization.NTF=NTC=2.NTR=1.
&cntrl
imin=1,
ntpr=10,
ntf=2, dielc=1.0, igb=0, scnb=2.0, scee=1.2,
ibelly=0, ntr=1l, cut=9.0,
ntc=2, tol=0.00001,
maxcyc=500, ncyc=100, ntmin=1, dx0=0.01, dxm=0.5,
drms=0.0001,
&end
&ewald
&end
Restraining DNA
500.000
ATOM 1 824
END
END



mini_03.in:

# Restrained Minimization.NTF=NTC=2.NTR=1.
&cntrl
imin=1,
ntpr=10,
ntf=2, dielc=1.0, igb=0, scnb=2.0, scee=1.2,
ibelly=0, ntr=1, cut=9.0,
ntc=2, tol=0.00001,
maxcyc=500, ncyc=100, ntmin=1, dx0=0.01, dxm=0.5,
drms=0.0001,
&end
&ewald
&end
Restraining DNA
250.000
ATOM 1 824
END
END

mini_04.in:

# Restrained Minimization.NTF=NTC=2.NTR=1.
&cntrl
imin=1,
ntpr=10,
ntf=2, dielc=1.0, igb=0, scnb=2.0, scee=1l.2,
ibelly=0, ntr=1, cut=9.0,
ntc=2, tol=0.00001,
maxcyc=500, ncyc=100, ntmin=1, dx0=0.01, dxm=0.5,
drms=0.0001,
&end
&ewald
&end
Restraining DNA
100.000
ATOM 1 824
END
END

mini_05.in:

# Restrained Minimization.NTF=NTC=2.NTR=1.

&cntrl
imin=1,
ntpr=10,
ntf=2, dielc=1.0, igb=0, scnb=2.0, scee=1.2,
ibelly=0, ntr=1, cut=9.0,
ntc=2, tol=0.00001,
maxcyc=500, ncyc=100, ntmin=1, dx0=0.01, dxm=0.5,
drms=0.0001,

&end



&ewald
&end
Restraining DNA
50.000

ATOM 1 824

END

END

mini_06.in:

# Restrained Minimization.NTF=NTC=2.NTR=1.
&cntrl
imin=1,
ntpr=10,
ntf=2, dielc=1.0, igb=0, scnb=2.0, scee=1.2,
ibelly=0, ntr=1, cut=9.0,
ntc=2, tol=0.00001,
maxcyc=500, ncyc=100, ntmin=1, dx0=0.01, dxm=0.5,
drms=0.0001,
&end
&ewald
&end
Restraining DNA
10.000
ATOM 1 824
END
END

mini_07.in:

# Unrestrained Minimization.NTF=NTC=2.

&centrl  imin=1,
ntpr=10,
ntf=2, dielc=1.0, igb=0, scnb=2.0, scee=1.2,
ibelly=0, ntr=0, cut=9.0,
ntc=2, tol=0.00001,
maxcyc=500, ncyc=100, ntmin=1, dx0=0.01, dxm=0.5,
drms=0.0001,

&end

&ewald

&end

mcdp_01.in:

# 20ps NPT. NTF+NTC=2. Equilibrating the system from 10K to 50K.
&cntrl
imin=0, ntx=1, irest=0, ntrx=1,
ntxo=1, ntpr=50,
ntwr=250, iwrap=0, ntwx=250, ntwv=0, ntwe=0,
ioutfm=0, ntwprt=0,



ntf=2, ntb=2, dielc=1.0, igb=0, scnb=2.0, scee=1.2,
ibelly=0, ntr=0, cut=9.0,
nstlim=10000, nscm=0, t=0.0, dt=0.002,
temp0=50.0, tempi=10.0, 1ig=555333, heat=0.0001, ntt=1,
dtemp=10.0, tautp=1.0, vlimit=10.0,
ntp=1, pres0=1.0, comp=44.6, taup=2.0,
ntc=2, tol=0.00001,
&end
s&ewald
&end

mcdp_02.in:

# 20ps NPT. NTF+NTC=2. Equilibrating the system from 50K to 100K.
&cntrl

imin=0, ntx=1, irest=0, ntrx=1,
ntxo=1, ntpr=50,
ntwr=250, iwrap=0, ntwx=250, ntwv=0, ntwe=0,
ioutfm=0, ntwprt=0,
ntf=2, ntb=2, dielc=1.0, igb=0, scnb=2.0, scee=1l.2,
ibelly=0, ntr=0, cut=9.0,
nstlim=10000, nscm=0, t=0.0, dt=0.002,
temp0=100.0, tempi=50.0, ig=555333, heat=0.0001, ntt=1,
dtemp=10.0, tautp=0.2, vlimit=10.0,
ntp=1, pres0=1.0, comp=44.6, taup=0.2,
ntc=2, tol=0.00001,

&end

&ewald

&end

mcdp_03.in:

# 20ps NPT. NTF+NTC=2. Equilibrating the system from 100K to 150K.
&cntrl

imin=0, ntx=1, irest=0, ntrx=1,
ntxo=1, ntpr=50,
ntwr=250, iwrap=0, ntwx=250, ntwv=0, ntwe=0,
ioutfm=0, ntwprt=0,
ntf=2, ntb=2, dielc=1.0, igb=0, scnb=2.0, scee=1l.2,
ibelly=0, ntr=0, cut=9.0,
nstlim=10000, nscm=0, t=0.0, dt=0.002,
temp0=150.0, tempi=100.0, ig=555333, heat=0.0001, ntt=1,
dtemp=10.0, tautp=0.2, vlimit=10.0,
ntp=1, pres0=1.0, comp=44.6, taup=0.2,
ntc=2, tol=0.00001,

&end

&ewald

&end



mcdp_04.in:

# 20ps NPT. NTE+NTC=2.
&cntrl

Equilibrating the system from 150K to 200K.

imin=0, ntx=1, irest=0, ntrx=1,
ntxo=1, ntpr=50,
ntwr=250, iwrap=0, ntwx=250, ntwv=0, ntwe=0,
ioutfm=0, ntwprt=0,
ntf=2, ntb=2, dielc=1.0, igb=0, scnb=2.0, scee=1.2,
ibelly=0, ntr=0, cut=9.0,
nstlim=10000, nscm=0, t=0.0, dt=0.002,
temp0=200.0, tempi=150.0, 1g=555333, heat=0.000001, ntt=1,
dtemp=10.0, tautp=0.2, vlimit=10.0,
ntp=1, pres0=1.0, comp=44.6, taup=0.2,
ntc=2, tol=0.00001,

&end

&ewald

&end

mcdp_05.in:

# 20ps NPT. NTF+NTC=2.
&cntrl

Equilibrating the system from 200K to 250K.

imin=0, ntx=1, irest=0, ntrx=1,
ntxo=1, ntpr=50,
ntwr=250, iwrap=0, ntwx=250, ntwv=0, ntwe=0,
ioutfm=0, ntwprt=0,
ntf=2, ntb=2, dielc=1.0, igb=0, scnb=2.0, scee=1.2,
ibelly=0, ntr=0, cut=9.0,
nstlim=10000, nscm=0, t=0.0, dt=0.002,
temp0=250.0, tempi=200.0, 1g=555333, heat=0.000001, ntt=1,
dtemp=10.0, tautp=0.2, vlimit=10.0,
ntp=1, pres0=1.0, comp=44.6, taup=0.2,
ntc=2, tol=0.00001,

&end

&ewald

&end

mcdp_06.in:

# 20ps NPT. NTEF+NTC=2.
&cntrl

Equilibrating the system from 250K to 298.16K.

imin=0, ntx=1, irest=0, ntrx=1,

ntxo=1, ntpr=50,

ntwr=250, iwrap=0, ntwx=250, ntwv=0, ntwe=0,
ioutfm=0, ntwprt=0,

ntf=2, ntb=2, dielc=1.0, igb=0, scnb=2.0, scee=1l.2,
ibelly=0, ntr=0, cut=9.0,

nstlim=10000,nscm=0, t=0.0, dt=0.002,

temp0=298.16,
dtemp=10.0,
ntp=1, pres0=1.0,

tempi=250.0,
tautp=

1g=555333, heat=0.000001,
v1limit=10.0,

taup=0.2,

ntt=1,
0.2,
comp=44.6,
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ntc=2, tol=0.00001,
&end
&ewald
&end

mdcp_prod_01.in:

# 100ps NTB=2. NTT=1. TAUTP=2.0. NTF+NTC=2.

&cntrl
imin=0, ntx=5, irest=1, ntrx=1,
ntxo=1, ntpr=50,
ntwr=250, iwrap=0, ntwx=250, ntwv=0, ntwe=0,
ioutfm=0, ntwprt=0,
ntf=2, ntb=2, dielc=1.0, igb=0, scnb=2.0, scee=1.2,
ibelly=0, ntr=0, cut=9.0,
nstlim=50000, nscm=0, t=0.0, dt=0.002,
temp0=298.16, tempi=298.16, 1ig=555333, heat=0.0001, ntt=1,
dtemp=10.0, tautp=2.0, vlimit=10.0,
ntp=1, pres0=1.0, comp=44.6, taup=0.2,
ntc=2, tol=0.00001,

&end

&ewald

&end
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