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Resumo Geral

A proteina KIN foi identificada em 1989 em células de rato a partir da reacao
cruzada de anticorpos policlonais monoespecificos, dirigidos contra a proteina RecA
de Escherichia coli. O gene KIN codifica uma proteina nuclear de 45 kDa que possui
a capacidade de se ligar a acidos nucleicos. Entre os eucariotos, o0 gene KIN é
conservado filogeneticamente, o que indica atividade funcional em processos
bioldgicos indispensaveis. Em murinos, a proteina KIN esta associada a cromatina
formando focos de replicacdo por todo o nucleoplasma, similar aqueles observados
com outras proteinas envolvidas no reparo do DNA, na replicacdo e no splicing de
RNA.

KIN é ubiquamente expressa em mamiferos e mostra alta expressdo em
células humanas de musculo esquelético, coracao, testiculo e células com altas
taxas de proliferacdo, como tumores. Estes dados apontando que KIN tenha um
papel na replicacdo. Adicionalmente, vem sendo associada as fungdes de fator de
transcricdo em bactérias e leveduras; reprogramacao da expressao génica global na
adaptacao de plantas a disponibilidade limitada de cobre, pela interacdo com SPL7;
e em murinos mostrou-se que KIN é importante para um eficiente reparo e resolucao
das quebras de fita dupla, ocasionadas por radiacédo ionizante e pela troca de isotipo
de imunoglobulinas pelos linfocitos B. Em neurdnios existe a evidéncia de um papel
alternativo para a KIN ao invés da replicacao, ja que esses nao se dividem mais
depois de maduros.

A proteina KIN é composta estruturalmente por motivos particulares: um dedo
de zinco, um dominio de hélice alada (Winged Helix Domain), um dominio homélogo
a proteina recA de E. coli e um motivo KOW. No entanto, a completa estrutura
tridimensional da proteina KIN humana ainda nao foi resolvida por métodos
experimentais e nem por modelagem in silico, devido a falta de moldes estruturais
para a maioria da sequéncia, indicando uma estrutura impar para essa proteina.
Diante destas caracteristicas, nosso grupo se prop0s a realizar a analise filogenética
e a caracterizacao biofisica da proteina KIN, utilizando técnicas de bioinformatica e
espectroscopia de Dicroismo Circular (CD). A determinacdo dos parametros
biofisicos da HsaKIN como Entalpia de desnaturacdo (AHm) e Temperatura de
melting (Tm) ainda nao foi efetuada, assim, o objetivo deste trabalho foi o de realizar



ensaios de expressdo, analise filogenética e andlise biofisica desta proteina de
modo a determinar parametros termodindmicos que possam contribuir para a

elucidacao de suas funcdes celulares.

A analise computacional de parametros biofisicos e estruturais foi realizada a
partir da sequéncia traduzida da proteina nsaKIN(His)ex, utilizando programas e
servidores on-line, os quais, também foram utilizados para os alinhamentos de
multiplas sequéncias. Foi prevista uma massa de 48.032,65 Da, ponto isoelétrico
tedrico de 9,07 e um NLS Bipartido (NLS+) para a proteina HsaKIN(His)sx. Com base
nos alinhamentos pdde-se verificar que nsaKIN é bastante conservada entre os
animais utilizados, passando de 90% de identidade. Quando se analisou a
identidade entre os dominios das proteinas homodlogas a nsaKIN separadamente,
notou-se um maior grau de identidade para os dominios dedo de zinco e hélice
alada, sugerindo que podem ser responsaveis pelo processo mais fundamental a
funcédo desta proteina, a ligagdo a cromatina, ao qual ja foi visto que esses dois
dominios podem se associar, bem como a interagdo proteina-proteina. O motivo
NLS+ encontrado apresentou maior identidade para a maioria dos eucariotos

superiores em relacédo ao anteriormente descrito na literatura.

Bactérias Escherichia coli BL21 (DE3) transformadas com o plasmideo
pET23a-d(+)HsaKIN(His)ex, contendo a sequéncia codificante da proteina
HsaKIN(His)ex, foram induzidas com IPTG para promover a superproducdao da
proteina de interesse. Posteriormente, as proteinas foram purificadas com
cromatografia de afinidade e tiveram seus tampdes trocados em coluna de exclusédo
molecular. Depois de purificadas e concentradas, as amostras foram submetidas a

analise por dicroismo circular.

A determinacao da porcentagem dos elementos de estrutura secundaria da
proteina purificada foi realizada para trés pHs (6,4; 7,4 e 8,4), por meio da
deconvolucao do espectro de CD a 20 °C. Em pH fisiol6gico a proteina HsaKIN(His)sx
possui mais da metade de sua composicao de elementos nao estruturados, voltas-f3
e random coils, seguido de folhas-p (30%) e em menor porcentagem de a-hélices
(17%). Esses resultados sugerem, com base que regides ndo enoveladas podem se
inter-relacionar com uma colecao de parceiros na organizacao de complexas redes

de interacdo proteina-proteina, assim, essas regides nao estruturadas de KIN



poderiam auxiliar na formacao de complexas redes de interacdo proteina-proteina,
promovendo a formacao de complexos proteicos de alto peso molecular que agem
nos processos aos quais HsaKIN foi relacionada. Esses dados podem ser
extrapolados para as homoélogas analisadas que apresentam altos valores de
identidade de sequéncia.

Os resultados de desnaturacao térmica para os pHs 6,4 e 7,4 no comprimento
de onda 222 nm, mostraram os parametros biofisicos AHm e Tm relativamente
baixos em comparagdo aos encontrados na literatura. Esses valores
substancialmente baixos, provavelmente se devem a esta proteina ndo possuir
nenhuma ponte dissulfeto intra-cadeia, mesmo contando com 7 cisteinas em sua
sequéncia. Possivelmente, a ndo ocorréncia de ligacdes pode ser devido a diversos
impedimentos estéricos impostos pela estrutura enovelada da proteina.



General Abstract

KIN protein was identified in 1989 in mouse cells by means cross-reaction of
monospecific polyclonal antibodies directed against the RecA protein from
Escherichia coli. The KIN gene encodes a 45 kDa nuclear protein which has nucleic
acid binding capacity. Among eukaryotes, KIN gene is conserved phylogenetically,
which indicates functional activity in indispensable biological processes. In murine,
KIN protein is associated with chromatin forming replication foci throughout the
nucleoplasm, similar to those observed with other proteins involved in replication, in
DNA repair and RNA splicing.

KIN is ubiquitously expressed in mammals and shows high expression in
human cells of skeletal muscle, heart, testis and cells with high proliferation rates,
such as tumors. These data point out that KIN has a role in replication. In addition, it
has been associated to other functions like transcription factor in bacteria and yeasts;
reprogramming of global gene expression in plant adaptation to limited copper
availability by interaction with SPL7; and in murines it has been shown that KIN is
important for efficient repair and resolution of double-stranded breaks caused by
ionizing radiation and for the immunoglobulins isotype exchange by B-lymphocytes.
In neurons, there is evidence of an alternative role for KIN rather than replication,
since they do not divide more after mature.

KIN protein is structurally composed for particular motifs: a zinc finger, a
winged helix domain, a domain homologous to the recA protein from E. coli and a
KOW motif. However, the complete three-dimensional structure of human KIN protein
has not yet been resolved by experimental methods or by in silico modeling, due to
the lack of structural templates for most of the sequence, indicating a unique
structure for this protein. In view of these characteristics, our group proposed to carry
out the phylogenetic analysis and biophysical characterization of human KIN protein,
using bioinformatics techniques and Circular Dichroism spectroscopy (CD). The
determination of the biophysical parameters of wsaKIN as denaturation enthalpy
(AHmM) and melting temperature (Tm) has not been performed, so the aim of this
work was to perform expression, phylogenetic and biophysical analysis of this protein
in order to determine thermodynamic parameters that may contribute to the

elucidation of their cellular functions.



The computational analysis of biophysical and structural parameters was
performed from the HsaKIN(His)sx protein sequence, using on-line programs and
servers, which were also used for multiple sequence alignments. It was predicted a
molecular weight of 48,032.65 Da, theoretical isoelectric point of 9.07 and a bipartite
NLS (NLS+) for the HsaKIN(His)sx protein. Based on the alignments it could be
verified that HsaKIN is highly conserved among the tested animals, passing from 90%
of identity. When the identity among nsaKIN homologous protein domains was
analyzed separately, a higher degree of identity was noted for the zinc finger and
winged helix domain, suggesting that they may be responsible for the most
fundamental process to the function of this protein, the binding to chromatin, to which
it has already been seen that these two domains can be associated, as well as the
interaction protein-protein. The NLS+ motif found showed higher identity for most
eukaryotes compared to that previously described in the literature.

Bacteria Escherichia coli BL21 (DE3) transformed with the plasmid pET23a-d
(+) HsaKIN(His)sx, containing the nsaKIN(His)ex protein coding sequence, were
induced with IPTG to promote overproduction of the protein of interest.
Subsequently, the proteins were purified with affinity chromatography and had their
buffers exchanged into a molecular exclusion column. After being purified and
concentrated, the samples were analyzed by circular dichroism.

The percentage determination of the secondary structure elements of the
purified protein was performed for three pHs (6,4; 7,4 e 8,4), by deconvolution of the
CD spectrum at 20 °C. In physiologic pH HsaKIN(His)ex has more than half of its
composition of non-structured elements, B-turns and random coils, followed by [3-
sheets (30%) and a lower percentage of a-helices (17%). These results suggest,
based on that non-envelope regions can interrelate with a collection of partners in the
organization of complex protein-protein interaction networks, thus, these non-
structured KIN regions could aid in the formation of complex protein-protein,
promoting the formation of high molecular weight protein complexes that act on the
processes to which nsaKIN has been related. These data can be extrapolated to the
analyzed counterparts having high sequence identity values.

The thermal denaturation results for pHs 6.4 and 7.4 at the wavelength 222
nm showed relatively low biophysical parameters AHm and Tm compared to the

literature. These substantially low values are possibly due to this protein having no



intra-chain disulfide bridge, even with 7 cysteines in its sequence. Possibly, the non-
occurrence of bonds may be due to several steric hindrances imposed by the fold

structure.
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RESUMO

A proteina KIN foi identificada em 1989 em células de rato a partir da reacdo
cruzada de anticorpos policlonais monoespecificos, dirigidos contra a proteina RecA
de Escherichia coli E ubiquamente expressa em mamiferos e se mostra
superexpressa em células com altas taxas proliferativas. Diversos trabalhos na
literatura apontam que KIN tenha um papel na replicacao, reparo e no splicing do
RNA. E estruturalmente composta por 5 motivos particulares: um dedo de zinco, um
dominio de hélice alada (Winged Helix Domain), um dominio homdélogo a proteina
recA de E. coli e um motivo KOW. No entanto, a funcao e a completa estrutura
tridimensional da proteina KIN humana ainda nao foi resolvida por métodos
experimentais e nem por modelagem in silico. Diante disso, o objetivo deste trabalho
foi o de realizar ensaios de expressao, analise filogenética e analise biofisica (AHmM
e Tm) desta proteina de modo a determinar pardmetros termodinamicos que possam
contribuir para a elucidacdo de suas funcdes celulares. A partir de analises
computacionais da sequéncia da proteina nsaKIN(His)sx obtivemos a massa de
48.032,65 Da e um PI de 9,07. Adicionalmente, com as andlises de identidade por
alinhamentos multiplos, verificou-se que KIN é bastante conservada nos animais
analisados, principalmente, seus dominios dedo de zinco e hélice alada. Identificou-
se um NLS com maior identidade para os eucariotos superiores do que o proposto
anteriormente na literatura. A proteina recombinante nHsaKIN(His)ex foi expressa
heterologamente em E. coli BL21 e purificada por cromatografia de afinidade. Com a
deconvolucdo do espectro de CD pbde-se verificar que nsaKIN(His)ex possui maior
porcentagem em composicdo de elementos ndo estruturados, que podem auxiliar a
promover a formag¢ao de complexos proteicos de alto peso molecular que agem nos
processos aos quais HsaKIN foi relacionada. Os resultados de desnaturacdo térmica
para os pHs 6,4 e 7,4 no comprimento de onda 222 nm, mostraram os parametros
biofisicos AHm e Tm relativamente baixos em comparag¢dao aos comparados com a
literatura, possivelmente, ocasionado por a proteina ndo possuir nenhuma ponte

dissulfeto intra-cadeia para a estabilizagdo da estrutura.

Palavras-chave: Proteina KIN. Dicroismo Circular. Expressdao Heterdloga.
Biomarcador Tumoral.
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Introducao

Células sdo as unidades basicas, funcionais e bioldgicas da vida, e sdo regidas por
uma intrincada rede de processos fisico-bioquimicos. Numerosos processos
celulares dependem da interacdo entre proteinas e acidos nucleicos. Tais proteinas
tém papéis cruciais na replicagdo, transcricdo, splicing e reparo do DNA. Na
proliferacdo celular estes processos devem ser estritamente coordenados, para
assegurar a propagacao do genoma integro durante as divisdes celulares e, desta
forma, prevenir mutagoes e rearranjos no DNA.'2

A proteina KIN é uma das proteinas que possuem interacdo com &acidos
nucleicos, mas que ainda nao tem funcao elucidada. Foi inicialmente identificada em
1989 em células de rato (FR 3T3) a partir da reacdo cruzada de anticorpos
policlonais monoespecificos, dirigidos contra a proteina RecA de Escherichia coli.2
Foi denominada inicialmente como KIN17, mas, posteriormente, recebeu o nome de
BTCD (Binding To Curved DNA), ou seja, proteina que se liga a DNAs curvos (bent),
encontrados em hotspots de recombinacdo ilegitima em cromossomos
eucarioticos.*® Mas em publicagdes recentes tem sido referida como KIN.

O gene KIN Humano codifica uma proteina nuclear de 393 residuos de
aminodcidos (HsaKIN), com massa molecular de 45 kDa, e esta localizado no braco
curto do cromossomo 10.6 Entre os eucariotos, o gene KIN é conservado
filogeneticamente, de leveduras a humanos, o que indica atividade funcional em
processos bioldgicos indispensaveis (https://tel.archives-ouvertes.fr/tel-00432998).
Em murinos, a proteina KIN estd associada a cromatina formando focos de
replicacdo por todo o nucleoplasma, similar aqueles observados com outras
proteinas envolvidas no reparo do DNA,”® na replicacdo'® e no splicing de RNA.112

No entanto, foi verificado em células HEK 293 quando KIN é metilada em sua lisina
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135 pela metiltransferase METTL22, desloca-se para o citoplasma, assim, perdendo
sua capacidade de se associar a cromatina.'314

KIN é ubiquamente expressa em mamiferos e mostra alta expressdo em
células humanas de musculo esquelético, coracao, testiculo e células com altas
taxas de proliferacao, incluindo diversas células tumorais. Estes dados apontam que
KIN tenha um possivel papel na replicagdo.'>'%17 Adicionalmente, outras evidéncias
mostram que KIN estd envolvida em outros processos importantes. Em bactérias,
ela atua como um substituto para a proteina H-NS, que age como fator de
transcricdo.> Em leveduras, onde é denominada Rts2, regula a transcri¢do direta ou
indiretamente, pela interagdo com fatores de transcricdo em cabeca de garfo.'® Em
plantas, ela interage com SPL7, uma proteina que é parte de um complexo que
reprograma a expressao génica global, que atua na adaptacdo da planta a
disponibilidade limitada de cobre.'®2° Em neurdnios, existe a evidéncia de um papel
alternativo para a KIN ao invés da replicacdo. Estas células possuem altos niveis de
expressao de KIN comparadas as outras células do sistema nervoso central, mesmo
estas ndo mais se dividindo depois de diferenciadas.?’ Em murinos, mostrou-se que
KIN é importante para um eficiente reparo e resolucdo das quebras de fita dupla,
ocasionadas por radiacdo ionizante e pelo processo de troca de isotipo de
imunoglobulinas pelos linfécitos B.??

A proteina KIN é composta estruturalmente por motivos particulares [Fig. 1]:
um dedo de zinco (residuos de aminoacidos 28-50), permitindo a interacdo da
proteina KIN com DNA e RNA;*?®> um dominio de hélice alada (Winged Helix
Domain) (residuos 51-160), geralmente suportam interagcdes com o DNA, mas, neste
caso, devido ao posicionamento e a carga superficial, a sugestdao € de que este

dominio poderia mediar interagdes proteina-proteina;?#2® um dominio homoélogo a
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proteina recA de E. coli (residuos 162-201), apresenta uma homologia de 49% com
a extremidade C-terminal da proteina RecA bacteriana;?62” um sinal de localizagéo
nuclear, NLS (Nuclear Localization Signal) (residuos 240-257), assegura a
localizagdo nuclear da proteina, a qual possui uma distribuicao intranuclear em
compartimentos especificos onde ocorre sintese de DNA;'? e um motivo KOW
(Kyrpides QOuzouns Woese) (residuos 335-373), relacionados com interacoes
proteina-proteina e proteina-RNA. 2832

A completa estrutura tridimensional da proteina KIN humana ainda nao foi
resolvida por métodos experimentais e nem por modelagem in silico, devido a falta
de moldes estruturais para a maior parte da sequéncia, indicando uma estrutura
impar para essa proteina. O estudo da estrutura proteica, bem como de suas
propriedades biofisicas podem ser ferramentas importantes para prever sua funcao.
Diante disso, o objetivo trabalho foi de realizar a andlise filogenética dos diferentes
dominios e a caracterizacao biofisica da proteina KIN humana, por meio de técnicas
de bioinformatica e espectroscopia de Dicroismo Circular (CD, para a determinacao
da composicao dos elementos de estrutura secundaria e dos parametros biofisicos
de usaKIN, Entalpia de desnaturagao (AHm) e Temperatura de melting (Tm), ainda
nao realizados. Tais dados poderao ser ferramentas importantes para a elucidagéao
da funcdo de HsaKIN nos inimeros processos onde foi proposta sua participacéo e
potencial aplicacdo clinica na determinacdo de protocolos onde proteinas
associadas a replicacao possam servir de biomarcadores facilitando o diagnoéstico,

prognéstico e direcionando o tratamento para uma série de tipos de tumores.
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Resultados

Analise computacional da sequéncia de HsaKIN.(His)s

O gene clonado de nsaKIN, possuindo 1257 pares de bases (pb), foi inserido no
plasmideo pET23a-d(+). Esse gene foi traduzido em uma proteina quimérica
(HsaKIN(His)sx) que possui 418 residuos de aminoacidos, com uma massa molecular
de 48.032,65 Da e ponto isoelétrico tedrico de 9,07 [Fig. S1]. Quando se analisou a
existéncia de um peptideo sinal, sé foi verificada a presenca de uma sequéncia de
transito quando foi utilizado o software NLS Mapper,3® um programa especifico para
a previsdo de sinais de localizacdao nuclear dependentes de importinas a. Foi
verificado um NLS bipartido com a sequéncia sinal KRKESSQSSTQSKEKKKKKS,
que foi denominado NLS+, com localizacdo condizente com o apresentado por
Kannouche et al (2000), mas que possui uma sequéncia com dois residuos a mais
no lado carboxi-terminal que o proposto anteriormente.’> N&o foi observado a
presenca de nenhuma ligacao dissulfeto intra-cadeia para a sequéncia analisada.

As identidades entre as sequéncias das proteinas homdlogas a wsaKIN para
0s 22 organismos analisados, em conjunto com os respectivos comprimentos das
sequéncias, sdo mostradas na Tabela I. Com base nesta andlise, pode-se observar
um alto grau de identidade com a nsaKIN entre os animais, chegando a mais de 90%
entre os mamiferos analisados. A menor identidade com a nHsaKIN foi observada para
a levedura Saccharomyces cerevisiae, que foi de 33,63%, 0 que, em modelagem por
homologia in silico, ja seria possivel produzir um modelo estrutural com moderado
grau de confiabilidade.?*3 Quando se comparou os comprimentos entre as
sequéncias, obteve-se uma maior flutuagédo entre os valores dentro do grupo dos
eucariotos inferiores e protozoarios, contudo, a maioria das proteinas homélogas

teve numeros perto de 390 residuos de aminoacidos. Curiosamente, dentre os
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cordados, pode-se observar a KIN homoéloga de Poeciliopsis prolifica como um
outlier, possuindo apenas 220 residuos.

A analise dos dominios também foi realizada tomando a sequéncia de HsaKIN
como referéncia (Tabela Il). Dentre os dominios, o que possui maior porcentagem de
identidade é o motivo dedo de zinco, responsavel por permitir interacdo da proteina
KIN com DNA e RNA. Foi observado em KIN de murinos que este dominio é similar
ao da PARP (poly ADP-ribose polymerase), uma proteina que esta envolvida no
reparo do DNA.2325 Entretanto, ndo foi observado este dominio na KIN de
Phytophthora nicotianae. Similarmente ao motivo dedo de zinco, mas em menor
grau, o motivo hélice alada se mostrou bastante conservado entre os animais e
relativamente conservado entre os organismos do Reino Plantae, com mais de 50%
de identidade para estes ultimos. Para o motivo homélogo a RecA, se observou uma
queda na identidade para todas as proteinas homélogas, menos para a da alga
Ostreococcus lucimarinus. Tal queda de similaridade se manteve para o motivo NLS
para todas as homologas, menos para a KIN de Brugia malayi, que se manteve
praticamente constante.

Também foram realizados testes para a averiguacdo da identidade com o
NLS que encontramos (NLS+). Para a grande maioria das proteinas homologas, foi
verificado um aumento de identidade, em cerca de 18 das 22 nsaKIN homdlogas,
principalmente, entre os eucariotos mais desenvolvidos. Diferentemente, nao foi
observada nenhuma tendéncia de aumento ou diminuicdo da identidade para o
motivo KOW, mas verificou-se entre os cordados que este se mantém conservado,
com um minimo de 51,28% de identidade para o urocordado Ciona intestinalis. Nao
foi observado os motivos NLS e KOW para as KIN homoélogas de Poeciliopsis

prolifica e Saccharomyces cerevisiae possivelmente devido as curtas cadeias de
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suas proteinas.

Superexpressao e purificacao de HsaKIN(His)sx

A proteina recombinante nsaKIN fusionada a uma cauda de histidina (His-tag) foi
superexpressa Escherichia coli BL21 (DE3) e purificada em coluna de afinidade,
resultando em um rendimento de 100-500 pg/mL. A proteina foi eluida com imidazol
em dois passos, no primeiro foi feito um gradiente de concentracdo de imidazol de
10-40 mM para eluir as proteinas ligadas inespecificamente e, em seguida, foi feito
outro gradiente de 40-300 mM, para a eluicdo das proteinas mais especificamente
ligadas. A proteina depois de purificada apresentou-se insolivel em altas
concentragdes, possivelmente, devido a presenca de 7 residuos de cisteina em sua
cadeia, com potencial para a formacgéao de pontes dissulfeto intercadeias. A proteina
foi mantida em uma concentracdo de aproximadamente 1 mg/mL. A anélise da

purificacdo foi realizada por meio SDS-Page e Western Blotting [Fig. 2].%7

Predicao dos componentes de estrutura secundaria em diferentes condicoes
de pH

A determinacao da porcentagem dos elementos de estrutura secundaria da
amostra purificada foi realizada por meio da deconvolugédo do espectro de CD a 20
°C (Tabela Ill), por meio do programa CDPro.3:3% A andlise dos espectros [Fig. 3]
revelou que a proteina recombinante HsaKIN(His)sx possui a maior parte de sua
composicdo de elementos nao estruturados, como voltas B e random coill,
perfazendo uma porcentagem de mais de 50% da estrutura, verificado em todos os
trés pHs analisados. Considerando os elementos estruturados a-hélices e folhas-f3, a

HsaKIN(His)ex possui uma porcentagem de folhas-f significativamente maior, cerca
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de 30% para os pHs 6,4 e 7,4, e de 40% para pH 8,4. J& para a-hélice foram
encontrados valores de 18, 17 e 9% para os respectivos pHs 6,4; 7,4 e 8,4. Estes
dados corroboram com as composi¢des estruturais das partes de wsaKIN ja

solucionadas por RMN e cristalografia de raios-X. 24.25.31.32

Determinacao dos parametros AHme Tm

A variacdo espectral em 222 nm foi utilizada para acompanhar a variacao do
espectro de absorcao em funcdo da temperatura, de modo a determinar a
temperatura de melting (Tm) € a entalpia de desnaturacdo (AHm) [Fig. 4]. A
determinacao de AH, foi realizada no ponto de transicao (AG=0). No pH 8,4, devido
a proximidade do PI, a proteina se mostrou quase que completamente desnaturada
e formou granulos de precipitagcdo, havendo uma grande perda na intensidade do
sinal comparado aos outros pHs. Nao foi observando um comportamento sigmoidal
para a curva em pH 8,4, indicando que nao houve transicdo entre o estado
enovelado para o desnaturado. Para os pHs 6,4 foi observado uma perda de sinal
em menor escala, se comparado ao pH 8,4, mas que ainda possibilitou a
observacdo de uma faixa de transicdo. Para o pH 7,4 foi verificado um
comportamento sigmoidal caracteristico, com uma ampla faixa de transigéo entre os
estados enovelado e desnaturado. Assim, foi realizada a determinagdo dos
parametros fisico-quimicos apenas para as amostras nos pHs 6,4 e 7,4.

As curvas de desnaturacao a 222 nm para os pHs 6,4 e 7,4 podem ser vistas
na Fig. 5. Para determinacdo de AHm e Tm utilizou-se a equacéo (1).4° As curvas
indicam uma transicdo endotérmica de desnaturacdo e os valores obtidos (Tabela
IV) refletem a estabilidade térmica da proteina. Foram encontrados os valores de

241 e 279 kd.mol"' para a AHm e 45,6 e 50,5 °C de Tm para os pHs 6,4 e 7,4,
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respectivamente. Esses valores demonstram uma perda de estabilidade térmica pela
proteina em pH 6,4 em comparacdo ao pH 7,4. Tais dados corroboram com o
esperado, onde HsaKIN(His)ex demonstrou maior estabilidade em pH 7,4, devido a

este ser o pH celular.

Discussao

Os resultados mostrados neste trabalho para os alinhamentos multiplos tiveram o
intuito de identificar a conservacao evolutiva das posicdes dos aminoacidos em
moléculas de proteinas com base nas relacdes filogenéticas entre as sequéncias
homélogas. O grau em que a posi¢do do aminoacido é evolutivamente conservada é
fortemente dependente da sua importancia estrutural e funcional, posicdes em
rapida evolugcdo sao varidveis, enquanto as posicdes de evolucdo lenta séo
conservadas. Assim, a analise de conservacdao da posicdo entre os membros da
mesma familia pode frequentemente revelar a importancia de cada posicao para a
estrutura ou funcdo da proteina.*'-*4 Desta forma, nossos dados obtidos a partir dos
alinhamentos com a sequéncia completa das proteinas homoélogas a KIN humana,
mostraram que KIN é bastante conservada nos animais analisados, com mais de
50% de identidade, indicando que esta proteina esta envolvida em processos
bioldgicos fundamentais para a célula. Estes dados corroboram com a possivel
participacdo de KIN em diversos processos indispensaveis a manutengédo e
sobrevivéncia celular listados na literatura.!517:22.27.45

As analises de identidade dos dominios homoélogos de HsaKIN, mostraram
uma maior conservagdo dos dominios dedo de zinco e hélice alada. Assim, tais
dominios podem ser os principais elementos responsaveis pela manutencdo da

estrutura e funcao da proteina KIN. Possivelmente, o alto grau de identidade desses
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dominios pode sugerir que sdo responsaveis pelo processo mais fundamental a
funcédo desta proteina, a ligagcdo a cromatina, ao qual ja foi visto que esses dois
dominios podem se associar, bem como a interagdo proteina-poteina.?3?® As
proteinas homélogas de HsaKIN de Saccharomyces cerevisiae e Poeciliopsis prolifica
reforcam essa hip6tese, por possuirem apenas estes dois dominios, assim,
possivelmente participando dos processos mais elementares ao qual KIN é
requisitada.

Com base na comparacgao entre os motivos NLS+ e o NLS, foi verificado uma
maior identidade para a grande maioria dos eucariotos superiores, principalmente
entre 0s animais, quando se analisou NLS+. Esses dados indicam que a sequéncia
sinal de localizagdo nuclear seja maior em eucariotos superiores do que o proposto
anteriormente.'? H4 uma relacido de proporcionalidade direta, com o aumento da
sequéncia, ha um aumento da efetividade desta regido como sinal para importinas
0.6 Embora seja dificil se estabelecer uma sequéncia consenso para os sinais de
localizagao nuclear, os clusters do NLS de nsaKIN apresentaram uma composicao
bastante similar aos dos NLS bipartidos das proteinas nucleoplasmina de Xenopus
laevis e nucleolina de Gallus gallus, e ao do NLS monopartido do antigeno-T do
simian virus 40 (SV40).46-49

Os dados oriundos das deconvolugbes dos espectros de CD para os
diferentes pHs, demonstram que a proteina nsaKIN(His)ex € composta em maior
parte de elementos ndo estruturados. Tais elementos sdo comuns em proteinas que
possuem multidominios conectados por regides flexiveis, o que sugere uma maior
dindmica estrutural para estas proteinas.?%%!' Essas regides ndo enoveladas
desempenham funcbes bioldgicas fundamentais, participando em varias vias de

sinalizacdo e regulacdo, através de interacbes especificas proteina-proteina,
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proteina-acido nucleico, proteina-ligante e locais de modificacées pds-translacionais,
como metilagcdes.??%5 A capacidade de regides nao enoveladas de se inter-relacionar
com uma colecdes de parceiros é utilizada na organizacdo de complexas redes de
interagdo proteina-proteina, servindo como uma ancora ou agindo como um
andaime globular estavel que interage com regides intrinsecamente desordenadas
dos seus alvos.®6-5% Pode ser que estes elementos ndo estruturados de HsaKIN, com
acao conjunta com os dominios hélice alada e KOW, ajudem-na a formar complexas
redes de interagdo proteina-proteina, como uma proteina acessoria, promovendo a
formacao de complexos proteicos de alto peso molecular que agem nos processos
aos quais HsaKIN foi relacionada.*%60-62 Esses dados referentes a composicédo da
estrutura secundaria de nsaKIN(His)ex podem ser extrapolados para as homélogas
analisadas que apresentam altos valores de identidade de sequéncia, devido a
proteinas de mesma familia se enovelarem de maneira similar.63

Analisando os dados da desnaturacao térmica no comprimento de onda 222
nm, foi possivel observar uma discrepancia significativa entre os valores dos
parametros fisico-quimicos para os dois pHs analisados. Uma diferenca de 38
kd.mol' para AHm e 4,9 °C para Tm foi observada, indicando uma maior fragilidade
térmica para a proteina HsaKIN(His)sx quando se encontra em pH 6,4. Valores
positivos de AHm sao compativeis com quebra de pontes de hidrogénio, bem como
a exposicao de grupos hidrofébicos do interior do estado nativo (enovelado) da
proteina durante o processo de desnaturagdo.®* Desta maneira, mudangas na
ionizagdo dos residuos de aminoacidos decorrente do baixo pH, assim, com suas
cargas alteradas, diversas interacbes antes formadas podem estar previamente
quebradas em pH 6,4, como por exemplo, ligacées de hidrogénio, pontes salinas,

contatos de van der Waals e outras interacdes hidrofébicas.
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Se compararmos os parametros fisico-quimicos encontrados para a proteina
HsaKIN(His)ex com o de outras proteinas, veremos valores de Tm relativamente
baixo0s.%5 Quando relacionou-se os parametros biofisicos encontrados na literatura
para ribonuclease H de Escherichia coli, proteina que também interage com acidos
nucleicos, observou-se valores bastante distintos, 502,5 KJ.mol' e 66 °C para AHm
e Tm, respectivamente.® Comparou-se também estes parametro para a proteina
porcina de Sus scrofa, uma proteina secretada no muco nasal de vertebrados,
pertencente a supermfamilia das lipocalinas, que interage especificamente com
pequenos ligantes hidrofobicos, assumindo o papel de carregadora durante a
percepcao olfatoria.6”-%° Foram encontrados os valores de 374,2 KJ.mol"' para AHm
e 69,15 °C para Tm para a proteina porcina.”® O servidor EDBCP previu,’! a partir da
sequéncia de aminoacidos, que nao ha pontes dissulfeto na estrutura de HsaKIN.
Portanto, estes valores substancialmente baixos encontrados para os parametros
fisico-quimicos AHm e Tm de nsaKIN(His)ex, muito se devem a esta proteina nao
possuir nenhuma ponte dissulfeto intra-cadeia, mesmo contando com 7 cisteinas em
sua sequéncia. Possivelmente, a ndo ocorréncia dessas ligacdes em HsaKIN(His)sx
pode ser devido a diversos impedimentos estéricos impostos pela estrutura
enovelada da proteina.

Este trabalho fornece resultados que permitem concluir que a proteina HsaKIN
€ bastante conservada entre os animais, possuindo um maior grau de identidade nos
dominios dedo de zinco e hélice alada, indicando que estes dominios sdo os
responsaveis por fungcdes mais elementares de KIN, como a ligacdo ao DNA e
interacdo proteina-proteina no complexo de replicagdo. Quanto ao motivo NLS+
mostrou-se mais conservado entre a maioria das proteinas homélogas analisadas

em relacdo ao NLS anteriormente descrito. A proteina recombinante HsaKIN(His)esx
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mostrou possuir mais do que 50% de sua estrutura secundaria de elementos nao
estruturados, como voltas-p e random coil. Tais elementos podem contribuir para a
formacao de complexos de alto peso molecular envolvidos nos processos aos quais
HsaKIN foi correlacionada. Estes resultados podem ser extrapolados para as
proteinas homélogas analisadas que apresentaram alta identidade com nsaKIN. As
andlises de desnaturacdo térmicas em 222 nm mostraram que em pH 74
HsaKIN(His)ex foram encontrados os mais altos valores de AHm e Tm, indicando uma

maior estabilidade térmica neste pH.

Material e Métodos

Material biolégico

O Vetor de expressdao pET23a-d(+) (Novagen, USA) contendo o cDNA de nsaKIN
[PET23a-d(+)HsaKIN(His)ex], foi cedido gentilmente pelo Professor PhD Benoit
Coulombe do Institut de Recherches Cliniques de Montréal, Québec, Canada. O
cDNA da nsaKIN foi clonado no vetor pET23a-d(+) utilizando as endonucleases de
restricdo Nhel e Notl, gerando um plasmideo que esta sob o controle do promotor T7
e codifica uma cauda com 6 residuos de histidina na extremidade C-terminal de
nsaKIN, gerando a proteina quimérica nsaKIN.(His)s. A cepa Escherichia coli BL21
(DE3) que possui o gene T7 RNA Polimerase sob o controle do promotor lacUV5
induzivel por IPTG (Isopropyl [B-D-1-thiogalactopyranoside) foi utilizada para a

superexpressao da proteina Hsa)KIN.(His)s.

Analise computacional
O gene da proteina HsaKIN(His)ex foi traduzida, para o conhecimento de sua

sequéncia e quantidade exata de residuos em sua cadeia principal, pela ferramenta
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EMBOSS Transeq.”? Para a determinacdo da massa de nsaKIN(His)sx e ponto
isoelétrico teorico, utilizou-se a ferramenta ProtParam.”® A predicéo de peptideos de
transito nuclear foi realizada pelo servidor SignalP 4.174 e o software NLS Mapper.33
Adicionalmente a afericdo de sequéncias sinais, utilizou-se a ferramenta
InterProScan sequence search,”® para verificar os dominios conservados da proteina
KIN. Utilizou-se para a predicao de ligacoes dissulfeto o servidor EDBCP (Ensemble-
based Disulfide Bonding Connectivity Pattern Prediction).”!

A analise de proteinas homdélogas a nsaKIN foi realizada usando o programa
Clusatal Omega,” para o alinhamento e verificagdo da identidade entre as
sequéncias dos dominios dos diferentes organismos retirados da base de dados

National Center for Biotechnology Information, NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Transformacao das bactérias

As bactérias Escherichia coli BL21 (DE3) foram transformadas com o vetor pET23a-
d(+)nsaKIN(His)sx por choque térmico.%” A verificagdo da transformacao foi obtida por
PCR convencional [Fig. 6], devido ao vetor pET23a-d(+)1saKIN(His)ex ndo possuir
sistema de selecao azul/branco, apés cultura por 12-16 horas a 37°C em meio LB
(Luria Bertani) com 50 ug/mL de ampicilina e por seguinte extracao pelo método do
CTAB’S. Utilizou-se os primers universal 5'-AGCGCTAGCATGGGGAAGTCGGATTTTCT-3’
e reverso 5- AGTGCGGCCGCGGCAAGTTTAGAAATGTCTT-3’, Tag DNA Polimerase
(Invitrogen, USA) e condicdes padrao: desnaturacao inicial 94 °C por 5 min; seguida
de 30 ciclos de 94 °C por 1 min, 60 °C por 1 min e 72 °C por 1 min; e uma extensao
final de 72 °C por 10 min. A andlise visual da PCR foi realizada em gel de agarose

0.7% com tampéao TBE 0.5X (Tris/Boreto/EDTA) e brometo de etidio 1ug/mL.
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Expressao e purificacao da proteina HsaKIN(His)sx

Culturas de Escherichia coli BL21 (DE3) transformadas com pET23a-
d(+)usaKIN(His)sx foram crescidas aerobicamente em fresco Erlenmeyer contendo
meio LB com 100 pg/mL de ampicilina. A quantidade de meio utilizada nao
ultrapassou 20% do volume total do frasco para uma melhor oxigenacdao do meio, e
incubou-se a 37°C em shaker a 75 rpm até atingir densidade éptica em 600 nm
(ODeo00) de 0,8. Entao, as culturas foram induzidas aerobicamente com 0,4 mM de
IPTG e mantidas por 8h a 30 °C e 75 rpm. Depois da inducdo a cultura foi
centrifugada a 10.000 x g por 10 min a 4 °C e o pellet lavado com Tris-HCI 20 mM,
pH 8,0 e armazenado a -20 °C por 12-16 horas antes da extracao.

O pellet da cultura foi ressuspendido em tampao de lise (50 mM NaH2POx,
300 mM NaCl e 10 mM Imidazol, pH 7.4 com 0,5 mM de PMSF e inibidor de
protease 1X) e sonicado no gelo por 4 minutos com pulsos de 20 seg On e 20 seg
Off com amplitude de 60%, para o rompimento das células em sonicador Fisher
Scientific. As células rompidas foram centrifugadas a 10.000 x g por 10 minutos a
4°C e tiveram o sobrenadante filtrado em filtro de seringa Millex® de 0,22 um (Merck-
Millipore), para a separacao da fracao de proteinas soluveis.

A purificacdo da proteina HsaKIN(His)sx ocorreu a partir da fragéo soluvel por
meio de cromatografia de afinidade em FPLC, Fast Protein Liquid Chromatography
(AKTA Purifier, GE), e coluna de niquel-sefarose de 1 mL (HisTrap, GE).
Anteriormente a purificacdo, a coluna foi lavada com 10 volumes de coluna de agua
e equilibrada com 10 volumes de tampao de ligagcdo (50 mM NaH2PO4, 300 mM
NaCl e 10 mM Imidazol, pH 7.4). A amostra foi injetada no equipamento utilizando
um Superloop de 10 mL. A proteina Hsp)KIN.(His)s foi eluida com gradiente de

tampao de eluicao (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl e 300 mM Imidazol, pH 7.4). A
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amostra eluida foi injetada em coluna de exclusdo molecular Sefadex G25 (HiTrap
Desalting, GE) para a troca de tampao (20 mM NaHPO4/NaH2PO4, 10 mM NaF, pH
7,4). As amostras foram concentradas a 1 mg/mL usando filtros de centrifuga com
Cut Off de 10 kDa (Amicon®, Merck-Millipore) em centrifuga a 1.000 x g a 4°C e
quantificadas usando o kit Pierce™ BCA Protein Assay (Thermo Fisher Scientific). A
analise da purificacdo foi realizada por meio da técnica SDS-Page (Gel de
empilhamento 5% e gel de resolucdo 12%) e Western Blotting.?” Para a
imunodeteccao, foram utilizados o anticorpo primario K58 (Santa Cruz Biotech) e o

secundario polyclonal goat anti-mouse com HRP (Dako).

Avaliacao dos parametros biofisicos por dicroismo circular

A andlise da estrutura secundéria e termodinamica de desnaturagdo em 222 nm foi
realizada em espectro-polarimetro de dicroismo circular (CD), modelo Jasco J815
equipado com um controlador de temperatura do tipo Peltier e um suporte de célula
termostatica, interligado a um banho termostéatico. Para todas as analises utilizou-se
cubeta de quartzo com caminho 6ptico de 5,0 mm e com uma concentracdo de
proteina de 7,75 uM. Foram coletados espetros de CD e Absorcédo de luz entre os
comprimentos de onda 190 a 260 nm. Cada espectro foi coletado em uma
temperatura distinta entre 20 °C e 90 °C em intervalos de 2 °C. A estabilidade da
proteina foi determinada em tampao fosfato (20 mM NaHPO4/NaH2PO4, 10 mM
NaF), para trés diferentes pHs (6,4; 7,4 e 8,4). As curvas de desnaturacédo térmica
foram ajustadas a Equacgéo (1),%° assumindo uma reacdo de dois estados, nativo e

desnaturado.

27



S, +tm, T+(S,+mT)K,

Onde
Mm(l_T]
K =ex —T (2)
u p RT

Aqui, Sobs € 0 sinal espectroscopico dependente da temperatura, my, my, Sre

Su sdo as inclinagdes e interceptacées das linhas de base nativa e desnaturada,

respectivamente, T é a temperatura absoluta, Tm € o ponto de melting, K, é a

constante de equilibrio de desnaturacdo e AHm é a entalpia de van’t Hoff de

desnaturacao em Tm.
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Tabelas

Tabela | — Analise da identidade das proteinas homologas a nHsaKIN

Organismo Comprimento da Identidade Identificacao do
Cadeia Gene (Gl)
1. Homo sapiens* 393 100% 3850704
2. Macaca mulatta 393 98,73% 387763229
3. Mus musculus 391 92,84% 33859684
4. Gallus gallus 390 88,97% 363727398
5. Aptenodytes forsteri 362 85,36% 686588472
6. Xenopus tropicalis 389 81,49% 52345552
7. Xenopus laevis 387 78,81% 148235927
8. Danio rerio 385 77,08% 82524382
9. Poeciliopsis prolifica 220 82,65% 958279811
10. Alligator mississippiensis 391 90,28% 951038934
11. Malus domestica 394 3717% 657944252
12. Cucumis melo 397 47,30% 659098345
13. Arabidopsis thaliana 411 50,26% 18405389
14. Drosophila melanogaster 390 51,96% 7296288
15. Culex quinquefasciatus 386 55,50% 167874937
16. Ciona intestinalis 390 62,92% 699240770
17. Brugia malayi 432 47,68% 170585660
18. Plasmodium berghei 443 35,57% 1063418344
19. Toxoplasma gondii 516 41,43% 820697156
20. Phytophthora nicotianae 329 45,31% 970648244
21. Saccharomyces cerevisiae 232 33,63% 1420235
22. Schizosaccharomyces 304 40,86% 19112830
pombe
23. Ostreococcus lucimarinus 327 38,17% 144576639

* As sequéncias foram alinhadas tendo como organismo referéncia o Homo sapiens.
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Tabela Il — Andlise da conservacdo dos dominios das proteinas homadlogas a KIN

humana
Dedo de Hélice RecA NLS NLS+ KOw
Organismo Zinco Alada  (162-201) (240-258)  (240-260)  (335-373)
(28-50) (51-160)
1. Homo sapiens* 100 100 100 100 100 100
2. Macaca mulatta 100 100 97,50 88,89 90,00 100
3. Mus musculus 100 100 92,50 81,25 83,33 94,87
4. Gallus gallus 100 95,45 82,50 82,35 84,21 79,49
5. Aptenodytes forsteri 54,55 96,36 82,50 82,35 84,21 79,49
6. Xenopus tropicalis 100 91,82 75,00 53,33 58,82 69,23
7. Xenopus laevis 100 89,09 75,00 53,33 58,82 66,67
8. Danio rerio 100 88,18 67,50 62,50 66,67 64,10
9. Poeciliopsis prolifica 100 88,18 67,50 naln nain naln
10. Alligator mississippiensis 100 99,09 87,50 82,35 84,21 79,49
11. Ciona intestinalis 100 71,82 46,15 27,78 35,00 51,28
12. Malus domestica 100 50,91 30,00 0,00 8,33 7,69
13. Cucumis melo 100 50,91 30,00 27,27 15,38 38,46
14. Arabidopsis thaliana 100 50,91 30,00 16,67 35,71 33,33
15. Drosophila melanogaster 91,30 58,18 48,72 7,14 12,50 41,03
16. Culex quinquefasciatus 91,30 59,09 56,76 28,57 31,25 53,85
17. Brugia malayi 78,26 53,70 32,50 33,33 30,00 41,03
18. Plasmodium berghei 82,61 44,44 25,00 10,00 9,09 33,33
19. Toxoplasma gondii 86,96 47,22 35,14 22,22 15,00 33,33
20. Phytophthora nicotianae naln 66,67 35,14 25,00 11,11 38,46
21. Saccharomyces cerevisiae 60,87 32,38 21,05 naln naln naln
22. Schizosaccharomyces 73,91 43,64 20,00 14,29 21,43 naln
pombe

23. Ostreococcus lucimarinus 78,26 36,70 38,46 0,00 0,00 33,33

* As sequéncias foram alinhadas tendo como organismo referéncia o Homo sapiens.

naln = ndo alinhado
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Tabela Il — Porcentagens de elementos de estrutura secundaria de nsaKIN(His)ex

em diferentes condigbes de pH.

pH 6.4 pH 7.4 pH 8.4
Elemento de Estrutura (%)
20 °C 20 °C 20 °C
a-helice 18 17 9
Folha-p 30 31 40
Volta-B 30 30 29
Random coil 22 22 22
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Tabela IV — Determinacao dos parametros AHm e Tm para dois distintos pHs

pH AHm (kJ.mol') Tm (2C)

6,4 241 45,6
7.4 279 50,5
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Legendas das Figuras
Figura 1 - Dominios funcionais da proteina KIN. ZF (dedo de zinco); WH (dominio
hélice alada); RH (dominio de homologia a proteina RecA de E. coli); NLS (sinal de

localizacao nuclear); KOW (motivo KOW).

Figura 2 - Analise da purificagdo da proteina nsaKIN(His)ex por meio de SDS-Page e
Western Blotting. A - Purificacdo de nsaKIN.(His)ex em extrato de E. coli BL21 (DE3)
verificada em dois géis SDS-Page 12%, gel A e B, corados com Coomassie Brilliant
Blue ¢250. MM e FT correspondem, respectivamente, a marcador de massa
molecular e Flow Through. Os numeros indicam a ordem das fragdes coletadas na
fase de eluicdo da purificagdo. Os géis foram revelados no equipamento
ImageQuant LAS 500 (GE). O marcador de massa molecular utilizado foi o Full
Range Rainbow (GE). B — Imunodetecgao de nsaKIN(His)ex utilizando o anticorpo

K58 (Santa Cruz Biotech).

Figura 3 — Espectro de dicroismo circular para nsaKIN(His)sx em diferentes pHs.

Todas as amostras estavam em tampao fosfato 20 mM e 10 mM de NaF.

Figura 4 — Curva de desnaturacao térmica a 222 nm para a proteina recombinante

HsaKIN(His)ex em trés diferentes pHs.

Figura 5 - Determinacao dos parametros fisico-quimicos AHm e Tm para a proteina
quimérica HsaKIN(His)sx. A- Mostra a curva de desnaturagéo para o pH 6,4 e B —

representa a curva de desnaturacao para o pH 7,4.

Figura 6 - Verificacdo por PCR da transformacao de E. coli BL21 (DE3) utilizando o
plasmideo pET23a-d(+)nsaKIN(His)ex. O marcador molecular (MM) utilizado foi o 2-

log (NEB).

38



Figuras (Arte)
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Espectro de CD para diferentes pHs
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Fig. 4
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Material Suplementar

leader peptide

MASMTGGQOMGRGS

EBESEEE~~ALEHHHHHH

Fig. S1 — Sequéncia da proteina quimérica HsaKIN(His)sx. A regido do T7 gene 10

leader peptide e da His x6 Tail sdo oriundos do vetor de expressdao pET23a-d(+)

(Novagen).
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——MGKYEKGTPKE IANRCKSKGLOKLRWFCOMCKKQCRDONGFKCHLTSETHORQLLLFA
MGKEKPGFLTAKAIGNRIKSKGLOKLRWYCOMCOKQCRDENGFKCHCMSESHORQLLIAG
——-MGKADFLTPKAIANRIKSKGLOKLRWYCOMCOKOCRDENGFKCHCMSESHORQLLLAS
——MGKADFLSPKAIGNRIKSKGLOKLRWYCOMCOKOCRDENGFKCHCMSESHORQLLLAS
——MGKADFLTPKAIANRIKAKGLOKLRWYCOMCOKQOCRDENGFKCHCMSESHHROLLLAS
—-MGKADFLSPKAISNRIKSKGLOKLRWYCOMCOKOCRDENGFKCHCMSESHORQLLLAS
—-MGKSDFLTPKAIANRIKSKGLOKLRWYCOMCOKOCRDENGFKCHCMSESHORQLLLAS
——MGKSDFLTPKAIANRIKSKGLOKLRWYCOMCOKOCRDENGFKCHCMSESHORQLLLAS
——MGKSDFLSPKAIANRIKSKGLOKLRWYCOMCOKOCRDENGFKCHCMSESHORQLLLAS
——MGKSDFLSPKAIANRIKSKGLOKLRWYCOMCOKOCRDENGFKCHCMSESHORQLLLAS
—-MGKSDFLSPKAIANRIKSKGLOKLRWYCOMCOKOCRDENGFKCHCMSESHORQLLLAS

MPKGMHVWS TNGFKCHCMSESHORQLLLAS
——MGRAEVGTPKYLANKMKSKGLOKLRWYCQOMCEKQCRDENGFKCHTMSESHORQLLLFA
MGKGKAEVGTPKYLANKMKAKGLOKLRWYCOMCEKQCRDENGFKCHTMSESHORQIMLFA

AE---DARRYNIQFEKGFLOLLKQRHGEKWIDANKVYNEYVQDRDHVHMNATMHRSLTQF
ONQKKVVDGFSSRFKTAF ISELSLNHRNSRVAANKVYNELIANKTHVHMNATRWTSLTEF
ODANKFMDEYSSMFEKEFMRLMKTKYCRARILANTVYTNMISDKTHIHMNATVWVTLTDF
———————————— MFEEAFLENLRRRHGTKRMRATHVYNEYIQDKLHVHMNATQWTTLSGF
MNPGKRIQDFSNQFLRDFISLLRTAHGEKKIHFNQFYQEYIRDKNHVHMNATRWHTLSEF
ONPTRVVDGYSEEFEQTFLDLMRRSHRFSRIAATVVYNEYINDRHHVHMNSTEWATLTEF
ENSNRIVDGYSEEFEQSFLDLMKRSHRFSRIAATVVYNEYINDRHHVHMNSTEWATLTEF
ONPHRIVEGYSEEFESSFMEHIKRSHRFSRVAATVVYNEYINDRHHIHMNSTQWATLTEF
ONPTKFMDDFSQEFEREFMRLMRTRYCRTRVLANSVYNNIVADRQHIHMNSTIWVTLSEF
ENPNTYLKEYSEEFENNFLKVLRSTFGTKRVRANEVYQEYIRDKMHTHMNSTKWHTLTNF
ENPGAFHSFFSSSFFKDFMOLLKTRFGTKRVHNNIVYNEYISHKEHIHMNATKWVTLTAF
ENPQOFMDYFSDEFRTEFLELLRRRFGTKRVHNNIVYNEYISHREHVHMNATQWETLTDF
ENPQQIMDSFSDEFRTEFLELLKRRFGTKRVHNNIVYNEYIGHREHVHMNATQWETLTDF
ENPNQFLSYFSDEFKTDFLELLRRRFGTKRVHNNIVYNEYISHREHVHMNATQWETLTDF
ENPTKFMDYFSDEFKSDFLELLRRRFGTKRVHNNIVYNEYISHREHVHMNSTQWETLTDF
ENPQOFMDYFSEEFRNDFLELLRRRFGTKRVHNNIVYNEYISHREHIHMNATQWETLTDF
ENPQOFMDYFSEEFRNDFLELLRRRFGTKRVHNNIVYNEYISHREHIHMNATQWETLTDF
ENPQQFMDYFSEEFRNDFLELLRRRFGTKRVHNNIVYNEYISHREHIHMNATQWETLTDF
ENPQQFMDYFSEEFRNDFLELLRRRFGTKRVHNNIVYNEYISHREHIHMNATQWETLTDF
ENPQQOFLNYFSEEFRNDFLELLRRRFGTKRVHNNIVYNEYISHREHIHMNATQWETLTDF
ENPQOFMDYFSEEFRNDFLELLRRRFGTKRVHNNIVYNDYISHREHIHMNATQWETLTDF
DNPGKFLHSFSKEFSDGYMELLRRRFGTKRTSANKIYQEYIAHKEHIHMNATRWLTLSDY
GNAGRFIDSFSSEFMTGYLQILRROFGTKRVAANKVYQEYISDRHHLHMNATKWHSLSDF

* . . . .

Lx * kkk .k R

VRYLGRAGKVDVDMDIDDTSENVEGPLLIRIHPSS—--LSSPSEDGMLRS
VHHLVAEGVCEIDETDK: GIFITYLHAESKIFQ-GAVARKRTHE
VLYLGKTGKCKIEQTER——————— GWYLEYIDREKI--EREKEFNKKKKI
VQYLGRTGKCVVDETEK: GWYIQYIDRDPKAIARQKELE
CKFLGRQGMCRVEENEK: GFFISYIDKNPANILRNEANKKRER
IKHLGKTGKCKVEETPK GWF ITYIDRDSETLFKERLKNKRVKS
VKHLGRTGKCKVDETPK: GWFITYIDRDSETLFKERLKNKRL
VKHLGRTGQCKVEETPK: GWFITYIDRDSETLFKE
VQYLGSTNKCKIELTPK: GWYVEYIDHDER--RRLEEQE
VIYLGKSGKCHVDQTEK: GWFIAWIDQQEEL-RKQE-ALH
TKWLGREGHCKVDQTEK: GWFIQYIDRDPLVLARQKELDKQKQ
TKWLGRAGYCKVDETPK: GWYIQYIDRDPETIRKQQEQEKKKK
TKWLGREGYCKVDETPK: GWYIQYIDRDPETIRKQQOEQEKKKK
TKWLGREGFCKVDEAPK: GWYVQYIDRDPETIRRQEELERKKK
TKWLGRKGLCKVDETPK: GWYIQYVDRDPETIRRQEEQARKKK
TKWLGREGLCKVDETPK: GWYIQYIDRDPETIRRQLELEKKKK
TKWLGREGLCKVDETPK: GWYIQYIDRDPETIRRQLELEKKKK
TKWLGREGLCKVDETPK: GWYIQYIDRDPETIRRQLELEKKKK
TKWLGREGLCKVDETPK: GWYIQYIDRDPETIRRQLEQEKKKK
TKWLGREGLCKVDETPK: GWYIQYIDRDPETIRRQQEQERKKK
TKWLGREGLCKVDETPK: GWYIQYIDRDPETIRRQQOEQERKKK
VKWLGRTGQVIADETEK: GWEFVTYIDRSPEAMERQAKADRKE
VKFLGRNGHCVADETEK: GWYISYIDRDPETLAQQEKMAKKOQ

* . : * H
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KLQO
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KI--KMSLGLKRESAKKETV
I-—QLNLSSSSDSHSAQNE

KI-—-VLKGLARPSEKSN—-E
KV-—-TFSLTT-KKLTDE—--E
KI--AINLOM-NSEPKA--A
KV--AFNLNK-GASTSG—-T
KV——AFNLNK-GAGTSG—-T
KV—-—-AFNLEI-AAAGP————
KV--AFNLST-PVASSS—-K
KV--TFNLSK-GACSSS—--G
KV-——TFNLSK-GACSSS—-G
KV——TFNLNK-GAGGSA—-G
KV——AFNLNK-GASTSV-—-A
KV--AFNLNK-GASTSV--A
KV--TFNLNK-GASTSI--A
PL——-KLDIRL-EKKFQ————
PI--KIALSL-GSSSK———-—

——————— KKVPPRKDG IKFR
TGFNMD LTRKEKLSQOM
————- NHNNDVPK———————————— SNIFLDILKQNKIKSTN——————————- D—-Q-——-
AFTAKASSVFGQGEEG:
FFQTRNTPTFSFSSSSSQTSLKHKPKNVFAELNKSRK———————————— KN--NKDSL—--
L-KSGVKVGFALGGGVK--QVATGKE RG
L-EPGVKIGFALGSSKL GPKD KG:
L-ESGVKLGFALGTTSK LKEK: K
M-SDG-HSGERPANALKLLEAELKRKRRFAEMAKSSASSETGVDERSRERGSEDRPSLRQ
L-TRPCTSVFATS——-YSIFHTKIKRETKL—————————— ELEFLDKSK————————- KHQ
T————- SSQLAPR--V: S
A-TTK-SSSLVSN--A: LKSAAV
T-A-——SSSHASN—-A LKSAAV:
———SKPSTTLGPS—-A: LKTT
S-RY
A-TSSKSSTLGPS—-A: LKTIGS
A-TSSKSSTLGPS—-A: LKTIGS
A-TTSKSSSLGPS—--A LKLLGS
A-SSK-ASVLGPS--A LKMVGG
A-SSKTSSILGPS—-A: LKMAE
A-SSKTSSVLGPN--A: LKMVD
————— PDTVLGKS——A LAKRPA.
————— M--DIKPI--K LEKRPL
—————————————— LKAESI-——-KKEEPLSKDKPONKKRPMSSLEL
ESSKL
GSAKL
ESSRV:
DEDGVHSIKARSRLSAAERLRLEIEQEQARARGSPSTKRTNADELG
————————— QWDNLFSAATLKREIKSY
LSS L
MG, V-
MGS V-
S V-
SAS V-
SAS V-
S G
TGS V-
G V-
G V-
PEA: EEK:
EVA: DE
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CAPGEQSKQKYIVTINVYK-—--GMATLEGIGPFNSAK
KDKNSEDYDIWITKNIIVKIVDKN-—-HKYYKSKGAIISISSTEKNKCEIKIKNTNKYTL
EESKRQREENWVTTGIVIKVMNKKVGDGAYYKCKGVVKDVEE-—-KFCATVELLDSGDVLR
EKRR-NIK---L
KKERMNRKDYWLFEGIIVKVMSKALAEKGYYKQKGVVKKVID—-—-NYVGEIKMLDSKHVLR
KKERINRKDYWJCEGIVVKVMSKALADKGYYKGKGVVRKVID—--KYVGEIEMLESKHVLR
KKEKLNRKDYWLCDGIIVKIMSKDLAEKGYYKQKGVVRKVID—-KYVGEIEMLDGKHVLR
PAHKYRNKDWWIKEGCIVKVMHAELGDGQYYKQKGKILRVEE-—RYAAYVKMLESGDLIR
RKEKRNRRDNWLHEGIVVKIITKKFGN-DFYKAKGVVKQLVD—-DFTAILDVNDC--SLK
RKKQKLHTEHWLAKNIVVKIITKRLGD-KYFKKKAVVKEVQD—--KFTAIVKMIDSGDQVK
K-KKTERTDFWLOQPEIVVKIVTKKLGE-KYYKKKAVVKEVID--RYTAVVKLVDSGDKLK
K-KKTERTDYWLQPDIVVKIVTKRLGE-KYYKKKAVVKEVID-—RYTAIVKLVDSGDKLK
K-KKSVRSDNWIQENIVVKVVTKKLGE-KYYKKKAIIRELQG——KYTAVVKMVDSGDKLK

K-KRTARTDYWLOPEIIVKIITKKLGE-KYHKKKAIVKEVID--KYTAVVKMIDSGDKLK
K-KRTARTDYWLOPEIIVKIITKKLGE-KYHKKKGIVKEVID—-KYTAVVKMIDSGDKLK
K-KRTARTDAWLQPGIVVKIITKKLGE-KYHKKKGVVKEVID—-—RYTAVVKMTDSGDRLK
K-KKTARTDYWLQPEIVVKIVTKKLGE-KYHKKKAVVKEVID—-—-KYTAVVKMIDSGDKLK
K-KRTSRTDYWLOPEIIVKIVTKKLGE-KYHKKKAVVKEVID—--KYTAVVKMIDSGDKLK
K-KRTSRRDYWLOPEIIVKIVTKKLGE-KYHKKKAVVKEVID--KYTAVVKMIDSGDKLK
KKERANRKDYWLHKGIVVKF ISKSMGE-KFFKQKAVVLDVID--RYQGKIKFLETGEKLK
KKEKNNRKDYWLAEGIVVKLVAKSLGE-KYYKEKGVVTEVID-—KYRAKIRLLETGDKLK

VSTDHLRTVIPAIGASIKVIRGENAGCIGSVISVDASGGSLRVLLEGS—————————— GD
AYQSQIQTVIPQIGRMVLILKGNYKGLKGKIKKISEEDYAVVSVLHKNSDE——————— II
LDODDLETVIPKPGRKVKIVNGLGRGCTAKLLDISVDDFCARIRIDSGSYR——————— GE
VDOKELETVLPQIGGMVKIVNGAYRGSNARLLGVDTEKFCAKVQIEKGVYD——————— GR
VDQAELETVIPNLGCLVKIVNGAYRGSNARLLAVDTDNFCAKVQIEKGAYD——————— GR
VDQEELETVIPQIGGLVRIVNGAYRGSNARLLSVDTDKFCAKVQIEKGVYD——————— GR
LDQKMLETVIPNIGGRVRIVLGEWRDHEGKMEGIDMDAFCVHVVVDSGPVFKVRSHLAPI
VSQENVETVIPAVGREMLIVNGAYRGTKAVLOAIEEKKFAVVLRLDESLAK——————— GR
FDQTHLETVIPSIGKTVLIVNGGYRDCVATLEKIDTSKFSATLKITEGPLN—-—————— GR
LDQTHLETVIPAPGKRVFVLNGGYKGHFGILDCINEKSFSATIEIDSGPLK——————— GR
LDQSHLETIIPAPGKRVLVLNGGYKGHFGILDGIIEKRFSATIEIDSGPLK——————— GR
LDQSHVETVIPAPGKRVLILNGQYRGTEAILEGINEHKFSATLTLDSGRMK——————— GK
LDQTHLETVIPAPGKRILVLNGGYRGNEGTLESINEKTFSATIVIETGPLK——————— GR
LDQTHLETVIPAPGKRILVLNGGYRGNEGTLESINEKTFSATIVIETGPLK——————— GR
LDQTHLETVIPAPGKRVLVLNGGYRGNEGTLESINEKAFSATIVIETGPLK——————— GR
LDQTHLETVIPAPGKKVLVLNGGYRGNEGILESINEKSFCATIIIDSGPLK——————— GR
LDQTHLETVIPAPGKKVMVLNGGYRGNEGILESINEKKFSATIIIDSGPLK——————— GR
LDQTHLETVIPAPGKKVMVLNGGYRGNEGILESINEKRFSATIIIDSGPLK——————— GR
VDQAHLETVIPALDKPVMVVNGAYRGSEALLRKLDERRYSVSVEILHGPLK——————— GR
VDQAHLETVIPSIGKQVLVLNGGYRGNTATLKEIDTDNYCTTIEIASGPLK——————— GR
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Fig. S2 — Alinhamento das sequéncias homélogas de HsaKIN.
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ABSTRACT. HMGB-like proteins are architectural chromatin factors,
and their function is heavily dependent on their ability to interact
with DNA (especially non-canonical DNA structures). HMGBI1 s
involved in many DNA processes, and dysregulation of HMGB protein
expression has profound effects on cellular transeription, resulting
in severe developmental defects as well as cancer. During DNA
replication; elemenis that form the origin are stll not well defined
1 metazoans. Sites with A (ademine) or T (thymineg) repeats cause
intrinsic curvatures in the DNA and are described to be involved m
the replication machmery by providing binding sites to replication
proteins; As a result, the DNA molecule shows intrinsically bent DNA
sites, caused by periodic repeats of 2 or more AsfTs (dAMT) as well
as inirinsically non-bent DNA sites (INBDs), due to a succession of
curvatures that cancel each other. In the present study, we mapped 11
INBDSs present in the A MP2 pene that are related 1o each replication
origin (oriGNAL, ond, oriB, and orid). Following charactenization of
INBDSs, we tested the ability of HMGBI to bind to the bent (b4, b2,
bda, bdb, 65, b6, b7 and b&) and non-bent DNA fragments (nb7, nbl i,
nbi, nb2, nbhd, and nh3) via electrophoretic mobility shift assays. All
fragments showed efficient binding to HMGB 1. However, the non-bent

DMNA fragments nb2, nbd, and nb3 showed slightly reduced binding
efficiency.

Key words: HMGB1; Intrinsically bent DNA, AMPD2 amplicon;
Intrinsically non-bent DNA; DNA replication
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