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RESUMO

Helicases sdo enzimas necessdarias para a abertura da dupla fita de &cidos
nucleicos para replicacdo e reparo. As helicases da familia RecQ sdo consideradas as
guardids do genoma (Hickson et. al. 2003). Mutacdes em trés genes de proteinas RecQ
em humanos estdo associadas com sindromes que tem como caracteristica geral
predisposicao a varios tipos de cancer. Sao elas a Sindrome de Bloom (envolvido com
mutacdes na helicase BLM), Sindrome de Werner (mutagBes na helicase WRN) e
Sindrome de Rothmund-Thomson (envolvido com mutacdes na helicase RecQ4). As
helicases BLM e WRN s&o bem estudadas enquanto que RecQ4 e seu papel na sindrome
de Rothmund-Thompson permanece desconhecido. Em seres humanos ha outra duas
proteinas da familia RecQ, RecQ5 e RecQl, que ndo estdo associadas a sindromes.
Saccharomyces cerevisiae era conhecido por possuir apenas uma proteina da familia
RecQ, a helicase Sgsl. Entretanto, Barea et. al. (2008) propuseram a existéncia de uma
segunda proteina da familia RecQ, chamada Hrgl, que seria ortéloga a proteina RecQ4
em humanos. Tendo em vista as dificuldades de trabalho encontradas com a proteina
RecQ4 pela baixa solubilidade e alto nivel de protedlise, a proteina Hrql apresenta-se
como uma boa alternativa para a elucidacdo das funcbes de RecQ4 na sindrome de
Rothmund-Thompson. Portanto, este trabalho tem como objetivo estabelecer um
protocolo eficiente de clonagem, expressao, purificacdo e cristalizacdo da proteina Hrqgl
de S.cerevisiae para estudos estruturais. Através de andlise in silico foi possivel
determinar os dominios de clonagem que foram realizados utilizando a técnica de RF-
cloning. O protocolo de autoinducéo foi utilizado em duas estirpes de E.coli (BL21Star e
Rosetta-2) para a expressdo das construcdes. A purificacdo foi centrada nos dominios
Cdt-1 e DUF da proteina Hrgl. O screening das condi¢cdes de cristalizacdo foi realizado
apenas para o dominio DUF e alguns cristais foram obtidos embora a otimizacdo das

condicOes de cristalizacdo e a coleta dos dados sé&o as proximas etapas deste estudo.



1. INTRODUCAO

Recentemente, o papel de proteinas envolvidas na replicacéo e reparo do DNA tem
sido exaustivamente investigado. Isso se deve ao fato de que algumas sindromes séo
resultado de mutagcbes em genes codificantes para enzimas envolvidas nessas vias. A
grande maioria dessas sindromes é responsavel por uma elevada predisposi¢cdo aos mais
diversos tipos de cancer. Cancer € uma doenca que acomete grande parte da populacéo
mundial e que pouco se conhece sobre aspectos multifatoriais que o desencadeiam e
como trata-los. Diferentes tipos de cancer possuem diferentes caracteristicas
morfoldgicas, bioquimicas, estruturais, o que torna ainda mais dificil a padronizacdo dos

mecanismos responsaveis pela doenca.

Mutacbes em genes de enzimas envolvidas no metabolismo de acidos nucléicos,
tais como helicases, translocases, polimerases, telomerases, sdo encontrados em

sindromes ou doencas com elevada incidéncia de cancer.

Helicases sdo enzimas necessarias para a abertura da dupla fita de &cidos
nucleicos (Figura 01) e estdo envolvidas tanto em vias de reparo como na propria
replicacdo do DNA. J4 as translocases sdo se ligam e movem-se com polaridade
caracteristica, ao longo das fitas de DNA. Sao reconhecidas seis super-familias de
helicases/translocases (Singleton et. al. 2007) e cada uma apresenta caracteristicas
préprias e as maiores super-familias sdo a superfamilia-1 (SF1) e a superfamilia-2 (SF2).
Geralmente, é dificil estabelecer a diferenca entre a atividade de uma proteina helicase de
uma translocase restrita, uma vez que estudos estruturais devem ser realizados para
verificar se ha, de fato, uma atividade de abertura da dupla fita ou simplesmente um
“‘caminhar” sobre ela. Além disso, helicases sao translocases capazes de abrir a dupla fita

de DNA durante sua translocacdo. As enzimas da subfamilia RecQ pertencem a



superfamilia SF2, a maior superfamilia dentre as helicases e translocases. (Singleton et.

al. 2007).

Figura 01 — WRN helicase ligado ao DNA (verde). A arginina conservada (roxo)

interage com o fosfato do esqueleto do DNA que € aberto. PDB code: 3AAF

A familia das RecQ-helicases é responsavel pela manutencédo da integridade do
genoma, atuando diretamente na via de Recombinacdo Homoéloga (HR) (Figura 02).
Essas proteinas sdo responsaveis por evitarem recombinacdes ao acaso. (Gangloff et. al.,
1994 e Watt et. al., 1995). Portanto, mutacbes em trés RecQ-helicases de humanos,
BLM, WRN e RecQ4 (ou RecQL4), sdo responsaveis por trés diferentes sindromes,
Sindrome de Bloom, Sindrome de Werner e Sindrome de Rothmund-Thompson,
respectivamente. (Ellis et. al. 1995;Imbert et. al. 1996; Yu et. al 1996;Kitao et. al.,1999).
Todas essas sindromes estdo relacionadas com a elevada predisposicdo a canceres.

(revisado por Monnat Jr., 2010).
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Figura 02 — Vias de atuacado das proteinas da familia RecQ. Fonte: Hickson (2003)

As enzimas WRN e BLM séo as mais estudadas e por esse motivo suas
caracteristicas bioquimicas e estruturais sdo mais bem compreendidas. Por outro lado,
pouco se conhece a respeito da proteina RecQ4 e de enzimas homélogas a esta em
outros organismos. A proteina RecQ4 €& de dificil obtencédo tanto pela insolubilidade
qguanto pela susceptibilidade a protedlise. (Marino, F. comunicacdo pessoal). Por esse
motivo, had necessidade de estudos em outros organismos para contribuir com a

elucidacéo das fun¢des bioquimicas e caracteristicas estruturais da proteina RecQ4.
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Através de analises bioinformaticas, Barea et al (2008) prop6s que Hrgl em
Saccharomyces cerevisiae atuasse como ortélogo de RecQ4 e Groocock et. al. (2012)
caracterizaram bioguimicamente as funcdes da proteina Hrgl em Schizosaccharomyces
pombe sugerindo que essa proteina € funcionalmente semelhante a RecQ4. Estes
achados abriram novos caminhos para o entendimento da funcdo dessas enzimas na
sindrome de Rothmund-Thompson (Kitao et. al.,1999). Este estudo visa contribuir
obtencdo de informacfes estruturais da proteina Hqrl estabelecendo protocolos de
expressdo, purificacdo e cristalizacdo de dominios funcionais desta proteina. Esses
resultados possibilitardo o estudo dos aspectos bioquimicos e estruturais da proteina
Hrqgl, auxiliando a elucidar os papéis da proteina RecQ4 em humanos e seu envolvimento

no desenvolvimento das sindromes.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Helicases sdo enzimas que participam em diferentes fases do metabolismo de
acidos nucléicos em diferentes aspectos. Essas enzimas operam quando RNA:RNA,
DNA:DNA ou DNA:RNA precisam ser abertos para que ocorra expressao génica,
recombinacédo e replicacdo. Entretanto, essa atividade de abertura somente é permitida
mediante consumo de nucleotideo tri-fosfatado, ou NTP. Por esse motivo, helicases séo
NTP-binding proteins, e € a hidrélise de NTPs que fornece a energia necessaria para que
a proteina desempenhe sua funcéo. (Matson et. al. 1994) (Singleton & Wigley 2002) (von
Hippel 2004). Translocases, por sua vez, sdo enzimas com capacidade de se ligarem a
acidos nucleicos, porém, sem atividade de helicase, isto €, ndo desemparelham as fitas
de DNA. Translocases acoplam a energia proveniente da hidrélise de NTPs para o

movimento ao longo da molécula de DNA.

As helicases séo classificadas em 6 superfamilias (SF1,SF2,SF3,SF4, SF5 e SF6)
sendo que as maiores sdo SF1 e SF2. Apesar da alta diversidade e variabilidade
estrutural, sdo reconhecidas “assinaturas® que caracterizam proteinas dessas
superfamilias. Essas “assinaturas” sao responsaveis pela formagao de motivos chamados
“‘RecA-like folds” devido a semelhancga estrutural a enzima RecA de E. coli. Esses motivos
in tandem comp@e um nucleo que é responsavel pela atividade de hidrélise de NTP. (Ye
2004). As caracteristicas dessa regido sdo: 1) residuos conservados que sao
responsaveis pela ligacdo e hidrélise de NTP, semelhante aos dominios Walker A e
Walker B de ATPases. (Walker et. al. 1982) (Figura 2 e 3) um dominio chamado de “dedo
de arginina”. (Scheffzek et.al. 1997). Em geral, proteinas SF1 e SF2 possuem dois

motivos RecA-like por cadeia polipeptidica. (Singleton et. al. 2007).
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Figura 03 — RecQ de E. coli (PDB code: 10YW). Sobreposi¢cao dos motivos Walker
A e Walker B na estrutura ndo ligada a ATP (cinza) e ligada a ATP (azul). E possivel
verificar a mudanca conformacional da lisina quando ndo ha interacdo com ATP (rosa) e
com interacdo com ATP (vermelho). O aspartato conservado no motivo Walker B
praticamente ndo se altera devido a interacdo com ATP. Molécula de ATP é representada

na figura pela cor amarela.

As Helicases/Transolocases podem ainda serem classificadas em relacdo a sua
polaridade. O DNA € um polimero polarizado e suas fitas anti-pararelas conferem a
possibilidade de dois possiveis sentidos de polarizagcdo a proteina: 5->3’ ou 3'->5.
Proteinas com polaridade 5’->3’ sao consideradas de tipo B , enquanto que proteinas
com polaridade 3’->5’, tipo A. As superfamilias SF1 e SF2 possuem representantes em
ambas as categorias, contudo, isso é uma excec¢do. Proteinas da familia SF3, por
exemplo, sdo todas pertencentes ao tipo A (Monnart Jr. 2010). Além disso, ainda
classifica-se helicases/translocases podem ser classificadas quanto a atividade
desempenhada no DNA. A enzima pode ligar-se ao DNA de duas maneiras: em uma das
fitas ou em ambas. Enzimas que ligam e desempenham sua atividade catalitica em uma

Unica fita do DNA séo chamadas de tipo a. Por outro lado, enzimas que reconhecem,
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ligam-se e atuam em ambas as fitas do DNA s&o chamadas de tipo B. .(Singleton et. al.
2007). Portanto, SF2Aa uma helicase hipotética € membro da superfamilia (SF2),

apresenta polaridade 3’->5" e seu substrato € DNA simples fita.

Além do ndcleo, as helicases/translocases possuem dominios acessorios
localizados na porcdo N-terminal tanto quanto na porcdo C-terminal. Esses dominios
acessorios possuem diferentes papéis, atuando desde reconhecimento e afinidade por
diferentes substratos, interacdo proteina:proteina e modulacdo da atividade do nucleo.

(Singleton & Wigley, 2002).

A superfamilia-2 (SF2) é a maior dentre as helicases/translocases e, portanto,
apresenta diversas funcdes celulares e suas subfamilias sdo alvos de intensos estudos.
Nesta superfamilia encontram-se as subfamilias das DEAD(H)box RNA-helicases, RecQ-
helicases e enzimas Sfn2. Essas proteinas possuem atividade de translocase/helicase
pela hidrélise de ATP, entretanto, o substrato dessas proteinas (dupla fita ou simples fita
de DNA) ainda € desconhecido. Por esse motivo, ndo se pode classificar todos os
membros dessa familia seguindo a classificacdo descrita acima. O movimento dessas
enzimas é dado pela hidrolise de ATP, o qual se liga ao motivo I, na porcdo N-terminal,
induzindo mudancas conformacionais as quais determinam a enzima no estado “fechado”.
Além disso, a regidao denominada “dedo de Arginina” no motivo VI interage com os
nucleotideos. A hidrélise do ATP induz novamente mudancas conformacionais que
permitem a abertura da dupla fita e/ou o deslocamento ao longo delas. Aparentemente,
muitas das enzimas da familia SF2 possuem polaridade 3'->5'. E esse o caso das

proteinas pertencentes a familia das RecQ-helicases.(Singleton et. al. 2007).

RecQ helicases sé@o essenciais para o metabolismo do DNA atuando de diferentes
maneiras.. As RecQ helicases sdo capazes de atuarem em estruturas de DNA nao

candnicos (formas diferentes da forma B-DNA) tais como D-loops, tripla- e quadrupla-

14



hélices, Holliday-Junctions entre outros (Frei & Gasser 2000;Bachrati & Hickson,
2008;Bohr, 2008;Chu & Hickson 2009;Hickson, 2003). Além disso, é provavel que RecQ
helicases atuem na forquilha de replicacdo (Opresko et. al. 2004). Devido a diversidade
funcional relacionada a essas helicases, diferentes tipo de doencas tem sido
extensivamente relacionadas a algumas mutacdes em genes codificantes de proteinas da
familia das RecQ. Humanos possuem cinco tipos diferentes de enzimas da familia RecQ
e mutacbes em trés desses cinco genes estdo associados ao fenétipo de doencas
autossOmicas recessivas caracterizadas por instabilidade genbmica e elevada
predisposicdo ao cancer. Mutagbes em WRN, BLM e RecQ4 (ou RecQL4) séo
correlacionadas com Sindrome de Werner, Sindrome de Bloom e a Sindrome de
Rothmund-Thompson, respectivamente. As demais proteinas da familia RecQ (RecQl1 e

RecQ5) ndo sao relacionadas a nenhuma doenca. (Monnat Jr. 2010).

2.1 Sindrome de Werner(WS)

A sindrome de Werner é provocada por mutacdes no gene codificante para a
helicase WRN. As principais caracteristicas associadas a essa sindrome sdo baixa
estatura, envelhecimento precoce (que pode ser observado pelo fato dos cabelos
grisalhos e calvice precoce), escleroderma e cataratas em ambos os olhos. Portadores
dessa sindrome possuem um elevado risco de cancer. Entretanto, somente alguns tipos
especificos de cancer sdo mais propicios tais como sarcomas, melanomas e
osteosarcomas. (Goto et. al. 1996;Monnat Jr. 2001;Monnat Jr. 2002). Além de cancer,
pacientes ainda podem desenvolver arterosclerose e doencas cardiacas sendo essas
doencas cardiovasculares precoces as principais causas de morte em portadores dessa
sindrome. (Monnat Jr. 2010). Pacientes portadores da sindrome de Werner possuem

comprometimentos na via de recombinacdo homologa. (Prince et. al. 2001;Saintigny et. al.
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2002). O comprometimento dessa via pode ser responsavel pelo alto indice de
instabilidade cromossémica observado nas células desses pacientes. (Monnart Jr. 2010).
N&o obstante, células desses pacientes apresentam baixa taxa de crescimento em
cultura, elevada taxa de morte celular e envelhecimento celular precoce. Ao contrério dos
pacientes portadores da sindrome de Bloom, as células ndo apresentam elevadas taxas
de troca de material entre cromatides irmds, entretanto, acumulam delecbes e

translocacdes cromossomicas. (Salk et. al. 1985).

2.2 Sindrome de Bloom (BS)

A sindrome de Bloom é provocada por mutacfes no gene codificante para a
helicase BLM. As principais caracteristicas dos portadores dessa sindrome sao baixa
estatura congénita, retardo no crescimento pds-natal e manchas avermelhadas no nariz e
nas palpebras. Essa mancha forma-se nos primeiros meses de vida e provavelmente é
devido a exposicao ao sol. Além disso, € observada uma diminuicdo da resposta imune
celular e humoral e essa deplecédo do sistema imune tem sido associada ao elevado risco
de otites e pneumonia que acomete os portadores dessa sindrome. Assim, portador da
sindrome de Bloom tem elevados riscos de cancer, entretanto, diferentemente dos
portadores da sindrome de Werner, pacientes portadores dessa sindrome possuem

susceptibilidade a uma grande variedade de canceres.

Os portadores da sindrome de Bloom possuem uma elevada taxa de trocas de
material entre cromatides irmas e isso foi atribuido a distlrbios na via de recombinacao
homoéloga. (German, 1993). Assim como pacientes portadores da sindrome de Werner,
células de paciente portadores da sindrome de Bloom apresentam crescimento lento em
cultura, alta taxa de morte celular e senescéncia precoce. Entretanto, essas ceélulas
possuem um retardo ainda maior no crescimento quando comparado as células da

sindrome de Werner. (Sharman et. al. 2007).
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2.3 Sindrome de Rothmund-Thompson (RTS)

Essa sindrome é provocada por mutacBes associadas ao gene codificante da
helicase RECQ4. Gene rec4 esta localizado no braco longo do cromossomo 8 (8q).
Pacientes portadores da sindrome de Rothmund-Thompson apresentam trissomia do
cromossomo 8 ou isocromossomo 8q. (Grant et. al. 2000;Maire et. al. 2009). Portadores
dessa sindrome possuem mudancas caracteristicas na pele devido a susceptibilidade ao
sol. Essa sensibilidade promove o aparecimento de manchas com caracteristicas
avermelhadas e inchadas na face que pode espalhar-se para as bochechas, peito, costas
e abddémen. Essas manchas tornam-se diferentemente pigmentadas ao longo do tempo.
(Monnat Jr. 2010). Outras caracteristicas sdo a auséncia de cabelos, cilios e supercilios,
anormalidades nos dentes e 0ssos, elevado risco de osteosarcomas e cataratas, muito
embora cataratas acometam somente uma pequena por¢cdo dos portadores dessa
sindrome. (Wang et. al. 2001;Siitonen et. al. 2009). Outras duas disfuncdes sao
relacionadas a sindrome de Rothmund-Thompson: a sindrome RAPALADINO e a
sindrome de Baller-Gerold. (Monnat Jr. 2010). As células de pacientes portadores dessa

sindrome séo altamente sensiveis a radiacado ionizante. (Kerr et. al. 1996).

2.4 Caracteristicas gerais da familia RecQ

As proteinas da familia RecQ possuem um dominio chamado de “dominio helicase”
formado por dois dominios “RecA-like domains” cada um contendo aproximadamente 200
aminoacidos. Esse dominio € chamado de “core das helicases” e é responsavel pelo
movimento ao longo da molécula de &cido nucléico (Figura 04). Esse movimento €&
dependente de hidrélise de ATP como fonte de energia. Entretanto, a atividade de

helicase per se necessita de estruturas adicionais. (Vindigni et. al. 2010).
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RecA-like
domain

MASVSALTEELDSITSELHAVEIQIQELTERQOELI QKKKVLTKK I KQCLEDSDAGASNE YDSSPAAWNK
EDFPWSGKVKDILONVFKLEKFRPLOLET INVTMAGKE VFLVMPTGGGKS LCYQLPALCSDGFTLVICPL
ISIMEDQLMVLKQLGI SATMLNAS SSKEHVKWVHAEMVNKNSE LKL IYVT PEK IAKSKMFMSRLEKAYEA
RRETRIAVDEVHCCSQWGHDFRPDYKALGILKRQFPNASL IGLTATATNHVLTDAQKI LCIEKCFTFTAS |

 FNRPNLYYEVROKPSNTEDFIEDIVKLINGRYKGOSGI IYCFSOKDSEQVIVSLONLG IHAGAYHANLEP

EDKTTVHREWSANE IOVVVATVAFGMGIDRKPDVREVT
| GDI E‘RISWVHENVGOQKLYEM’VSYOONISKCRRVIMAOHFDEVWNSEACNKKDNCCKDSAFERKNIT

FTAYATI SYLK I GPKBNLLNNEAHAI THQVTKSTW SFRAESSOI‘CHSEQGDKMEKNSGN FOREAANM
LOQSGSKNTGAKKRKIDDA

Figura 04 — Sequéncia de aminoacidos e estrutura cristalografica da proteina RecQ1 de
humano. (Pike et. al. 2009). As proteinas da familia RecQ sdo compostas dois dominios
RecA-like (em amarelo), que sdo ATP-binding motifs. ATP é mostrado em vermelho.
Atomo de Mangnésio (Mg®") é mostrado como uma esfera cinza. Em verde o dominio

RQC, caracteristico das proteinas RecQ. PDB code: 2V1X.

Entre os dominios RecA-like domains h&a sete motivos de helicases, denominados
como “helicase motifs”. Por meio de analises sobre outras helicases de outras familias,
esses motivos sdo necessarios para a ligacao e hidrélise de nucleotideos além da ligacao
a DNA simples-fita. (von Hippel, 2004;Lohman et. al. 2008;Singleton et. al. 2007). O
dominio helicase da proteina RecQ de E. coli foi determinado a resolucéo de 1.8 A por

difracdo de raios-X. A proteina foi cristalizada em duas condicbes: 1) ligada a
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nucleotideos e 2) nao ligada a nucleotideos. Marino et. al. (2013) sugeriram que ha uma
pequena rotacdo entre os dois dominios RecA-like e € esse movimento que permite a
ligacdo de nucleotideos. Outro estudo realizado com a proteina RecQ1l humana mostrou
gue esses dominios possuem uma alta flexibilidade e que esse movimento é responsavel
pelo deslocamento da proteina ao longo da fita de DNA, movimento este dirigido pela

hidrélise de ATP. (Velankar et. al. 1999;Lee & Yang, 2006).

RecQ helicases possuem ainda um motivo chamado de “motivo 07, localizado na
porcdo N-terminal do nucleo das helicases. Esse dominio é fundamental na funcdo de
helicase dessas proteinas e estudos mostram que mutantes para essa regido possuem
funcdo de abertura da dupla fita de DNA comprometida. (Bahr et. al. 1998;Garcia et. al.

2004).

As proteinas da familia RecQ possuem uma regido contendo um dominio ligante de
Zinco, ou “Zinc domain” (Figura 05) e um dominio hélice-volta-hélice chamado de
“‘Winged-helix domains” na porcdo C-terminal ao nucleo helicase. A regido contendo
essas estruturas é chamada de “RQC domain” (RecQ-C-terminal). O dominio RQC tem
um importante papel na estabilidade da proteina RecQ (Liu et. al 2004;Guo et. al. 2005) e
pode estar envolvido na interacdo proteina:DNA. Analises estruturais feitas por Bernstein
et al. (2003) sugere que a dupla fita de DNA localiza-se entre Winged-helix domain e o
Zinc-domain, porém, ndo se pode afirmar o quanto dessa interacdo € provocada no
processo de formacéo do cristal ou se ela ocorre in vivo. (Vindigni et. al. 2010;Bernstein et
al. 2003). A confirmacao da interacdo depende de andlises funcionais destas proteinas,

tais como ensaios de atividade de helicase por meio de substituicdo de aminoacidos.
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A)

MNVRQAEVLNLESGAKQVLQETFGYbQFRPGQEEIIDTVLSGRDCL PTGGGESLCYQLPLARAR [eahiy
VVVSPLISLMEDOVDOLOANGVARACTINSTOTREQQLEVMTGCRTGOIRLLYIAPFRTMLDNFLEHLAHW
L CISOWGHDFRPEYAATLGOLRORFPTLPFMALTATADDTTRODIVELLGLNDPLIQISSE
DRENIRYMLMERFEPLDOLMRYVOEQRGESGIIYCNSRAKVEDTARAT.OSKGI SAAAYHAGLENNVREALDV

QEKFQRDDLQIVVHTVAFGMGINKPNVRFVVHFDIPRNIESYYQETGRAGRDGLPAEBMLEIﬁEzEEiiﬁ
RRCLEERPOGOLODIERHEINAMGAFAR AQTCRRIVILLNY FEEGROFPCGNCD ICT.OPPREOY

ALSTIGRVNQRFGMGYVVEVIRGANNORIRDYGCHDELEVY GMGRDESHEHWVSVIROLIHLGLVTONIAQ
HSALQLTEAARPVLAESSLQLAVPRIVALKPRAMQKSFGdNYDRKLFARLRKLRKSIADESNVPPYVVFN

DATLI OMPITASEMLSVNGVGMRELERFGEPFMALI PAHVDGDDEE
\\ h -’" . kY ﬂ/"— 3 /
4

B)

RRCLEERE QEQLQDIERHKLNEMGAFAEAQTRRLVLLNYFGE GROE PGNEDIELDPP EOYDGSTDACT
Dominio ligante de Zinco

Figura 05- A) Estrutura da proteina RecQ de E. coli mostrando os principais dominios da
proteina. Box azul — Dominio Helicase/DEAH-box; Regifes evidenciadas: azul claro —
Motivo “0”. Verde petréleo — P-loop (Walker A); Azul marinho — Walker B. Box vermelho —
dominio RQC contendo regido ligadora de Zinco. Box verde — Dominio HRDC. B) Dominio
RQC que é um dominio acessorio com capacidade de ligacdo ao Zinco. As cisteinas
coordenando o atomo de Zinco (esfera cinza) foram marcadas em verde. A sequéncia de
aminoécidos é apresentada abaixo com as cisteinas conservadas marcadas em verde.

(PDB code: 10YW)

Marino et. al., (2013) propds que a proteina RecQ4 também possui 0 dominio RQC.
Através de analises com ferramentas bioinformaticas mostraram que RecQ4 possui tanto
o dominio Winged-helix tanto quando o dominio ligante de Zinco. (Marino et. al. 2013).
Além do dominio RQC, Marino et. al., (2013) observou a presenca de outro dominio, 0
dominio chamado HRDC (Helicase-and-RNAseD-like-C-terminal) (Figura 06). O dominio
HRDC esta presente nas proteinas da familia RecQ e, em conjunto com o dominio RQC,

possuem um importante papel na especificidade a diferentes substratos tanto quanto na
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atividade enzimatica da proteina. Além disso, HRDC parece ter um papel central na

interacéo proteina:proteina. (Killoran & Keck, 2006;Vindigni et. al., 2010).

O dominio HRDC esta envolvido no reconhecimento de diferentes substratos com
diferentes especificidades. (Figura 06) Vindigni et. al., (2010) e Killoran & Keck, (2006)
mostraram que esse dominio é altamente varidvel dentre os membros da familia RecQ.
(Killoran & Keck, 2006) (Vindigni et. al., (2010). Liu et. al., (1999) mostraram que
interacbes do dominio HRDC em S. cerevisae (Sgsl) ocorrem por meio de interacdes

eletrostaticas. (Liu et. al., 1999).

A)
“:::." ™
W,
NYDEELFAELEELEESTIADESNVERPYVVFNDATLIE
Dominio HRODC
B) E. coli -

BLM - PFOREEMVEECLGELTEVCESLGEVFGVHYFHIFNIV
TLEFLAESLSSDPEVLLOIDGYVIEDELEEYGAEVIS
WLOFEYSEWISPAEDS

Figura 06 — A) Dominio HRDC da helicase BLM (Salméo) e da RecQ helicase de E. coli
(Amarelo). B) A sequéncia de aminoacidos do dominio HRDC de E. coli (box azul) e de
BLM helicase (box vermelho) sdo mostrados. Apesar da baixa homologia e similaridade

das sequencias de aminoacidos, os dominios possuem estruturas semelhantes.

Proteinas da familia RecQ interagem com diversas proteinas com diferentes
fungBes no metabolismo de DNA. (Opresko et. al. 2004). Além disso, foi observado que o

estado de oligomerizacdo das proteinas RecQ tém um importante papel na ativacao e
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funcionalizacdo dessas proteinas. Muzzdini et. al., (2007) mostrou que o nivel de
oligomerizacdo é associado com atividade diferenciada da proteina: oligdmeros grandes
(tetrameros) estado associados com a atividade de ligacéo a fitas simples de DNA, como
em fungbes desempenhadas na via de recombinagdo homologa. Por outro lado,
mondmeros e dimeros estdo associados com a funcdo de helicase. (Muzzdini et. al.,

2007)

2.5 Funcdes desempenhadas pelas proteinas da familia RecQ

2.5.1. Papel na replicacdo do DNA

Proteinas da familia RecQ atuam durante o processo de replicagdo do DNA agindo
sobre forquilhas de replicacdo bloqueadas (i.e. quebra na fita de DNA a qual a forquilha
de replicacdo est4d atuando) ou forquilhas de replicacdo desfeitas. Recombinacao
homoéloga esté intimamente relacionada com ambos processos por permitir o reparo de
lesGes que blogueiam a forquilha de replicacdo. Portanto, proteinas RecQ sdo capazes de
resolver diversas estruturas intermediarias formadas durante o processo de
recombinacdo. Além disso, proteinas RecQ previnem a troca de conteldo génico
inapropriada entre as fitas de DNA durante o re-inicio da replicacdo. (Bachrati & Hickson,
2003) (Hickson, 2003). Apesar disso, € sugerido que proteinas RecQ atuem apenas como
colaboradoras no processo de recuperacao de forquilhas de replicacdo danificadas.
(Opresko et. al., 2004). Entretanto, RecQ4 e RecQ1l possuem um papel essencial no
inicio da replicacdo. RecQ4 interage, por intermédio da proteina MCM10, com o complexo

MCM 2-7 que possui funcao de helicase. (Xu et. al. 2009).

2.5.2. Papel na via de recombinacdo homéloga (HR),

Recombinacdo Homodloga (HR) é um processo essencial para a manutencédo da
integridade gendmica reparando quebra na dupla-fita de DNA, troca de isotipo de

imunoglobulinas (lg), sucesso durante o processo de replicacdo do DNA (Harrigan et. al.
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2006) e promove variabilidade durante a formacdo de células reprodutivas. Proteinas
RecQ possuem uma alta afinidade por intermediarios formados nesse processo, tais
como triplo-DNA e quadruplo-DNA além de evitarem a troca de material genético
descontrolada entre fitas de DNA. (Opresko et. al., 2004). Além disso, estudos mostram
gue a helicase WRN esta intimamente relacionada com outros tipos de vias de reparo,
tais como o reparo de juncao de pontas ndo homologas (NHEJ) e reparo por excisao de
base (BER). (Ahn et. al., 2004)(Wu et. al. 2006) (Svendsen & Harper, 2010) (Heyer et. al.,

2010) (Cheng et. al., 2004).

2.5.3. Papel no metabolismo e manutencao de telomeros

Teldmeros sao regibes ao final de cada cromossomo e sdo compostas de
repeticdbes de sequéncias ricas em Guanina in tandem e em conjunto com proteinas
acessorias formam uma estrutura caracteristica de teldmeros, denominada de T-loop.
(O’Sullivan & Karlseder, 2010) (Griffith et. al., 1999). Eles s&o importantes para a
diferenciacdo das extremidades dos cromossomos das regides onde houve quebra da
dupla-fita e, além disso, faciltam a replicacdo das extremidades dos cromossomos.
(Monnart Jr. 2010). Assim, o encurtamento das regides teloméricas tem sido associado
como um dos fatores responsaveis pelo envelhecimento e desenvolvimento de canceres.
Portanto, disfuncdes provocadas na estrutura dos telébmeros podem iniciar respostas aos
danos ao DNA e, além disso, pode provocar fusdo e quebra dos cromossomos. (de

Lange, 2002).

Proteinas WRN e BLM podem facilitar a replicacdo das regifes teloméricas
promovendo a abertura das estruturas T-loop e, ndo obstante, a atividade enzimética da
proteina WRN é importante para a replicacao da fita descontinua. (O’Sullivan & Karlseder,
2010) (Opresko, 2008) (Crabbe et. al. 2007) Apesar dos esforcos aplicados para

caracterizar funcionalmente a proteina RecQ4 nos diversos aspectos citados acima, ainda
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pouco se conhece sobre suas func¢des bioquimicas estruturais. Assim, outros organismos

gue néo H. sapiens séo propostos como modelos para a obtencdo dessas informacdes.

2.6 Hrgl: uma homéloga a proteina RecQ4

Leveduras (S. cerevisiae) foram propostas por Ashton & Hickson 2010 como
organismos modelos para o estudo de proteinas da familia RecQ. Pensava-se que S.
cerevisiae possuia apenas uma proteina da familia RecQ em seu genoma, a proteina
Sgsl. Entretanto, Barea et. al. (2008) encontrou, através de analises de bioinformatica,
uma nova proteina da familia RecQ presente em plantas e fungos, a proteina Hrql
(Homologous to RecQ helicase 1), que esta proteina seria ortéloga a proteina RecQ4 de
metazoarios. (Barea et. al. 2008). Recentemente, Groocock et. al (2012) propuseram a
existéncia de Hrqgl em Schizosaccharomyces pombe. Além disso, 0 estudo propbs que
HRQL1 estaria intimamente relacionada com a estabilidade genbémica e reparo do DNA,

assim como sua ortologa RecQ4.

Através de andlises filogenéticas com alinhamento de sequencias, HRQ1 forma um
clado unico em conjunto com membros de helicases da familia RecQ em eucariotos. Além
disso, através de analises estruturais in silico, foram identificadas regides conservadas
tais como DEAH box e dominio similar ao RQC em RecQ4, chamado SRecQ-C. Um novo
dominio, chamado RHCD presente apenas em RecQ4 de humanos e HRQ1 também foi
proposto. O massa molecular dessa proteina foi estimado em 124kDa, tendo comprimento
de 1077 aminoécidos. (Barea et. al. 2008). Entretanto, ndo foram realizados experimentos
in vivo ou in vitro para confirmar os resultados encontrados pelas ferramentas

bioinforméticas.

Com analises bioquimicas, Grocock et. al. (2012) sugeriram possiveis funcdes para
proteina Hrgl em S. pombe. Estudos in vivo com mutantes e in vitro sugeriram que Hrgl

estaria intimamente relacionada no reparo por excisdo de nucleotideo (NER) e no reparo
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pos-replicativo (PRR). Além disso, a por¢gdo C-terminal ndo interfere na atividade helicase
da proteina mas interfere na localizagdo subcelular sugerindo que a por¢édo C-terminal
funcione como um “sinalizador” da proteina Hrql. Hrql possui, de fato, atividade helicase
com polaridade 3’->5" concordante com a atividade de sua suposta ortdloga RecQA4.

(Grocock et. al. 2012).

Estudos com Hrgl de S. cerevisiae mostraram que esta proteina possui afinidade
por substratos em forma de forquilha de replicacdo. (Kwon et. al. 2012) Além disso, estes
autores confirmaram a polaridade 3’->5’ do dominio helicase como proposto por Grocock
et. al. (2012). Curiosamente, eles mostraram que a atividade helicase de Hrql é
aumentada significativamente pela presenca de uma longa porgédo de 3'OH-DNA simples
fita. E, contrariando outras helicases da familia RecQ, atividade da proteina Hrgl € inibida
pela presenca de SBP (single-strand binding proteins) tais como RPA. Kwon et. al (2012)
ainda mostrou que Hrgl possui atividade de DNA strand annealing dependente de ATP,

assim como a proteina RecQ4.

Embora sejam necessarios estudos bioquimicos e estruturais, a existéncia de uma
proteina ortéloga a RecQ4 em leveduras abre um novo caminho para o melhor
entendimento dos processos relacionados a sindromes provocadas por mutacdes desse

gene. (Barea et. al. 2008). .
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Este trabalho visa obter informacdes estruturais da proteina Hgrl para inferir sobre
a sua funcdo no metabolismo do DNA em S.cerevisiae. Como a proteina Hrgl € uma
helicase semelhante a RecQ4, as informacdes estruturais obtidas poderdo ajudar na
elucidacéo dos processos envolvidos nas sindromes Rothmund-Thompson, Baller-Gerold

e RAPADILINO relacionadas a proteina RecQ4.

3.2. Objetivo especifico

i) clonar e expressar a proteina Hrgl com o sistema E. coli; ii) estabelecer um
protocolo de inducdo em larga escala; iii) estabelecer e otimizar um protocolo de
purificacdo da proteina Hrql; iv) verificar condi¢cdes oligoméricas desta proteina e de seus
dominios em solucdo; e v) estabelecer e otimizar as condi¢cdes de cristalizacdo da

proteina Hrql
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Analises estruturais in silico da proteina Hrgl de S.cerevisiae — A predicdo de
estruturas secundarias da proteina Hrgl foi realizada utilizando os programas FFAS03

(disponivel no site: http://ffas.burnham.org/ffas-cgi/cqi/ffas.pl e PsiPred (Disponivel no site:

http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/ ). O alinhamento de sequencias foi realizado pelos

programas BLAST e ClustalW (disponivel nos sites: http://blast.ncbi.nim.nih.gov/ e

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/, respectivamente).

4.2. Clonagem do gene Hrgl no vetor pET SUMO/CAT — O desenho dos clones foi feito
manualmente. O método utilizado para a clonagem foi método descrito por Unger et. al.
2010. Os primers (Sigma) constituem um primer misto contendo metade de sua sequencia
complementar ao vetor e metade complementar ao gene de interesse. O vetor utilizado foi
PET SUMO/CAT (Invitrogen®). Os primers utilizados sdo mostrados no Apéndice 02. As
condicbes das reacbes de amplificacdo do gene hrgl s&o descritas na tabela 01. O
produto de PCR foi purificado utilizado o kit PCR purifier Qiagen® e a concentracdo de
DNA foi medida utilizando o sistema NanoDrop® com leitura a 260nm. O produto
purificado foi usado no segundo passo de amplificacdo. Para visualizar os resultados da
amplificacdo por PCR foram realizadas eletroforeses em gel de agarose 1% em Tampao
1x TBE a 90V. O corante utilizado é SYBR Safe Invitrogen e os géis foram revelados
utilizando luz UV proveniente do sistema BioRad®. A proteina inteira e seus dominios
individualmente e/ou combinados foram clonados (Tabela 02). A tabela completa dos
clones, tamanhos, pl teorico, coeficiente de extensdo, nome dos fragmentos e seus
respectivos simbolos encontra-se no Apéndice 01. O produto de PCR foi digerido da fita
parental com a enzima Dpnl (Invitrogen) por 1 hora a 37°C. Em seguida, 90uL de células
DH5a foram incubados com 1uL de produto de PCR por 30 minutos a 4°C. Choque-

térmico de 45 segundos foi realizado (42°C), 500uL de meio LB foi adicionado ao tubo e
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as células foram incubadas em agitacdo por 1 hora. 200uL da solucao foi plagueado em
meio contendo LB agar suplementado com canamicina (50ug/mL) e incubadas overnight
a 30°C. As colbnias foram coletadas e incubadas em tubo de ensaio contendo 5mL de
meio LB suplementado com canamicina (50ug/mL) em agitacdo a 37°C overnight. A
cultura de células foi centrifugada para a extracdo e purificacdo de plasmideos utilizando

Qiagen® Spin MiniPrep Kit.

Temperatura Tempo
1. 95°C 3
2. 95°C 30”
3. 68°C 1
4. 68°C 3
5. GoTo 2 Rep 4
6. 95°C 30”
7. 60°C 1
8. 68°C 3
9. GoTo6 Rep 4
10. 95°C 30”
11. 65°C 1’
12. 68°C K
13. Go To 10 Rep 4
14. 95°C 307
15. 50°C 1
16. 68°C 3
17. GoTo 14 Rep 4
18. 72°C 10’
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19. | Hold 15°C -

Tabela 01- Programa Touchdown de PCR utilizado para amplificagdo do gene hrql de

S. cerevisiae.

Dominio (residuos) Simbolo Tamanho (pb)
Full length 1 - 1031 0 3093
Full length 1 - 1077 A 3231
Cdtl 1-191 a 573
Cdtl 1-277 B 831
Helicase 268-645 Y 1119
Helicase 268-663 € 1188
Helicase 277-645 n 1092
Helicase 277-663 0 1161
Helicase+Cterminal 268-1031 A 2292
Helicase+Cterminal 268-1077 i 2430
Helicase+Cterminal 277-1031 s 2265
Helicase+Cterminal 277-1077 c 2403
Cterminal 644-1031 [0} 1164
Cterminal 644-1077 X 1302
Cterminal 668-1031 () 1092
Cterminal 668-1077 Q) 1230

Tabela 02 Fragmentos do gene hqrl clonados para obtencéo dos diferentes dominios. O

nome das construcdes e o seu tamanho molecular (em pb) sé&o descritos.

4.3. Purificacdo de plasmideo em pequena escala (MiniPrep) — O protocolo de
MiniPrep utilizado neste trabalho € descrito por Qiagen® Handbook. Resumidamente, 1)
Resuspender o pellet em tampdo P1 e transferir o conteddo para um tubo de
microcentrifuga. (Tabela 3); 2) Adicionar tampé&o P2 e agitar o tubo; 3) Adicionar tampao
N3 e agitar imediatamente; 4) Centrifugacdo por 10 minutos a 14300 rpm; 5) Transferir o

contetdo para uma coluna QIlAprep spin, centrifugar a 14300 rpm por 2 minutos e lavar
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utilizando o tampdo PE por trés vezes; 6) Eluir com tampédo EB; Plasmideos foram
armazenados a -20°C e, além disso, uma aliquota foi enviada para sequenciamento (BMR

Genomics).

Tampéo Composicao

P1 50mM Tris pH 8.0, 10mM EDTA, 100ug/mL
RNase A

P2 200mM NaOH, 1% SDS

P3 3.0M acetato de potéassio, pH 5.5

N3 4.2 M Guanidina, 0.9 M acetato de potassio,
pH 4.8

PE 10 mM Tris pH 7.5, 80% Etanol

EB 10mM Tris pH 8.5

Tabela 03- Composicdo dos tampdes utilizados no Qiagen Spin MiniPrep Kit

4.4. Transformacéo bacteriana — As estirpes BL21RP, Rosetta-2, C41 e BL21Star foram
utilizadas. BL21RP e Rosetta-2 sdo estirpes padrdes para super-expressao de proteinas
por possuirem cédons raros. C41 € uma estirpe para a expressao de genes que codificam
proteinas téxicas para a célula e, portanto, tem expresséao reduzida. BL21Star possui uma
mutacdo no gene RNAseE que maior estabilidade ao mRNA e, teoricamente, garante
maior expressao da proteina de interesse. Em todas as estirpes a transformacao foi
realizada utilizando diferenca de temperatura (células termocompetentes). O plasmideo
(0,4uL) foi incubado com 30-40uL de célula a 4°C por 30 minutos. Em seguida, um
choque-térmico de 45 segundos a 40°C foi realizado e apos 2 minutos a 4°C, 500uL de

meio LB foram adicionados e as células foram incubadas a 37°C por 60 minutos sob
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agitacdo. Placas contendo LB agar e canamicina (50ug/mL) foram utilizadas para o

crescimento das colbnias. As placas foram incubadas a 30°C overnight.

4.5. Teste de expressdo — Pré-indculo foi realizado utilizando 5 colbénias das placas para
obter uma média de expressdo da proteina de interesse. O pré-indculo foi realizado com
1L meio LB suplementado com canamicina (50ug/mL) e incubadas a 37°C graus em
agitacdo. Uma aliquota de 22,5mL de pré-indculo foram adicionadas a 500mL de meio de
cultura para de auto-inducédo (Item 4.6). Para a inducdo com 0,5mM de IPTG, foram
utilizados 200uL de pré-inéculo para 1000mL de meio de cultura. Além disso, os testes
foram realizados em trés diferentes temperaturas (18°C, 25°C e 37°C) com as 4 estirpes

de células citadas acima.

4.6. CondicOes de auto-inducéo — Protocolo utilizado foi descrito por Studier. F. W.
(2005). O preparo do meio de auto-inducao requer alguns tampdes adicionais (Tabela 04).
Com este protocolo, € necessario que a D.O da cultura no inicio do crescimento para
inducdo seja alta. Por esse motivo, foram utilizados 22,5mL de pré-inéculo para cada

500mL de cultura. Para a induc¢éo, foram utilizados 20 frascos.

Culturas foram crescidas sob agitacdo (240rpm) por 220 minutos a 37°C. Em
seguida, a temperatura foi reduzida para 17°C e a cultura foi incubada 18-24 horas sob
agitacdo. Esse protocolo € baseado na saturacdo do meio de cultura. Glucose é utilizada
como primeira fonte de aclUcar na cultura (aproximadamente as primeiras 4 horas). Na
auséncia de glucose, a cultura utiliza lactose e a inducdo tem inicio uma vez que o vector
pPET SUMO/CAT (Invitrogen®) possui promotor T7 e funciona sob regulacédo do sistema
do operon lac. Esse periodo de inducdo corresponde ao periodo o qual a cultura é

mantida & 17°C. Apés auto-indugdo, a cultura foi entdo centrifugada por 30 minutos

8000rpm e o pellet armazenado a -80°C.
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Tampao Composicao Volume

50x5052 25g Glicerol, 2.5g Glucose, 20mL

10g o-lactose

20xXNPS 0.5M (NH3)2S0Oq4, 1M 50mL

KHsPOy4, IM NaoHPO4

1M MgCl, - ImL
Meio LB - 929mL
1000mL

Tabela 04 - Composicdo dos tampdes utilizados no protocolo de auto-inducgéo.

4.7. Obtencéo do extrato bruto de células — O pellet obtido como descrito no item 4.6
foi re-suspenso em tampao de lise (Img/mL DNAse, 10mM MgCl, , 1ImM Inibidor de
Protease AEBSF, 1mg/mL Lisozima, 250mM NaCl, 5mM imidazol, 5SmMp—Mercaptoetanol,
20mM Tris pH 8,0, 5% Glicerol.) e incubados a 4°C em agitacdo. Em seguida, as células
foram sonicadas em uma série de 30 minutos de sonicagdo (45” repouso — 15”
sonicacdo). A solucdo foi centrifugada em tubos de policarbonato a 17000rpm por

20minutos a 4°C. O pellet foi descartado e 0 sobrenadante foi reservado para purificacao.

4.8. Purificacdo dos dominios da proteina Hrgl — Nesse trabalho sdo apresentados o
protocolo de purificacdo para os dominio o e o (ver Tabela 04). O dominio o foi
primeiramente purificado em uma coluna de Ni-HisTrap (5 mL, GE HealthCare®). Eluicdo
foi realizada em passo Unico com tampdo com mesma composicdo do tampéo de lise,

entretanto, com 400mM de imidazol.

Em seguida, foi realizado a clivagem do cauda SUMO utilizando SUMO protease

na propor¢ao 1:500 (mg:mg) em tampéo 25mM Tris pH 8.0, 10% Glicerol. A SUMO

32




protease é inativa em altas concentragcfes de sal ou imidazol. A clivagem foi realizada por
3 horas a 4°C sob agitagdo branda. Em seguida, a solucéo foi injetada novamente em
coluna HisTrap (5mL, GE HealthCare®). O volume de injecéo foi reservado e concentrado
utilizando sistema MiliPore® com cut-off molecular de 10kDa. Em seguida, a amostra foi
injetada por duas vezes em uma coluna de Gel Filtracdo Superderx 75/100 HiLoad (24mL,
GE HealthCare®) equilibrada com tampao contendo: 200mM NaCl, 5%Glicerol, 50mM

Tris pH 7,5 e 5mM B—-Mercaptoetanol.

Para o dominio o foi utilizado primeiramente uma coluna de Ni-HisTrap (5mL, GE
HealthCare®) seguido de clivagem com Sumo Protease e novamente uma coluna de Ni-
HisTrap (5mL, GE HealthCare®). Em seguida, a amostra foi injetada em uma coluna de
Heparina HiTrap (5mL, GE HealthCare®) equilibrada com. tamp&do composto de 50mM
Tris pH 7,5, 50mM NaCl. A elui¢ao foi realizada manualmente, com aumento progressivo
de 100mM em cada fracdo até a concentracdo de 2M de NaCl. As fracBes foram
analisadas em SDS-PAGE - o gel foi corado com InstantBlue®. As fracdes contendo a
proteina de interesse foram concentradas em sistema MiliPore® cut-off de 30kDa e
injetadas em uma coluna de Gel Filtracdo Superdex 75/100 HiLoad (24mL, GE

HealthCare®). As fracGes foram analisadas em SDS-PAGE.

4.9. Determinacao das condicdes de cristalizacdo do dominio @ — O sistema Mosquito®
LCP foi utilizado para o preparo das placas de cristalizacdo. Os kits utilizados foram:
PACT suit, Classic Il suit e JCSG suit (QIAGEN®) e PEG lon 1, pH Clear Il e Index
(Hampton®). As gotas continham a propor¢do 0,1uL:0,1uL (Proteina : Solucdo de
reservatorio) e foram realizadas pelo método de gota sentada. As placas foram incubadas
a 25°C. A analise das gotas foi realizada manualmente em um microscoépio estereoscopio

sob luz fria polarizada.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Analise in silico da proteina Hrql de S. cerevisiae

Andlise realizada com o programa BLAST (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast; para

Hrglp S. cerevisiae S288c NP_010577.3) revelou que esta proteina € composta por trés
dominios: o dominio Cdtl (residuos 1 — 238), o dominio DEAD/DExH Helicase box
(residuos 292-633) e 0 dominio na porcdo C-terminal (residuos 899-989) com funcao
desconhecida DUF (domain of unknown function) (Figura 7). A presenca do dominio
DEAD/DEXD box e o dominio Helicase indicam que Hrqgl é de fato uma helicase da
superfamilia Il assim como a proteina RecQ4. A similaridade de sequencias entre a
proteina Hrql de S.cerevisiae com proteinas da familia RecQ é superior a 40% (Barea et.

al 2008)

A mesma sequencia de aminoacidos foi utilizada no programa FFASO03. Neste
programa, além dos dominios ja identificados pelo programa BLAST, foi identificado um
dominio Cdtl, na por¢cdo N-terminal.. O dominio Cdtl é encontrado em proteinas
envolvidas na replicacdo do DNA e compreende os residuos 20-207 da proteina Hgrl. De
uma forma geral, a andlise in silico sugere que a proteina Hrgl é composta por trés

dominios: Cdtl, DEAD/DEXD box Helicase e o dominio DUF. (Figura 07)

238 1077

292 660 899 989

Figura 07— Arquitetura da proteina Hrgl de S. cerevisiae.

HHPred foi utilizado para prever o enovelamento da proteina (Figura 08). As
porcdes em verde indicam a probabilidade de enovelamento de uma regidao e as regioes

em vermelho indicam que possivelmente esta regido ndo possui estruturas secundarias e
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gue, portanto, ndo € enovelada. Como observado, a maior parte da proteina apresenta
regides com alta probabilidade enrolamento. A regi&do menos estruturada corresponde aos
residuos de aproximadamente 45 a 240, que se sobrepde ao dominio Ctdl. Apesar
disso, o dominio Cdt-1 foi incluido na estratégia de clonagem devido a sua alta
similaridade com a proteina Cdt-1 de S. cerevisiae. Esta proteina € um importante fator na
formacéo do complexo Pré-replicativo (Watson et. al 2006) e o dominio Cdt-1 presente em

Hrgl poderia indicar um papel na replicacdo do DNA.

foldIndex
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Figura 08 — Previsdo do enovelamento da proteina Hrgl pelo programa HHPred.
As regides em verde indicam alta probabilidade de enovelamento, por outro lado, as

regides em vermelho indicam provaveis regiées sem qualquer estrutura secundaria.

O programa PsiPred foi utilizado para predizer as estruturas secundarias da
proteina. Por este programa, a proteina € composta por uma regido rica em folhas p na

porcdo C-terminal, coincidente com o dominio DUF.

Multiplos alinhamentos de sequencias utilizando o programa ClustalW foram
realizados com o intuito de determinar dominios e verificar as caracteristicas da proteina.
A partir dos dados bioinformaticos obtidos, as regides a serem clonadas foram

determinadas manualmente (Materiais e Métodos — Item 4.2).
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5.2. Clonagem do gene hrgl S. cerevisiae

A técnica de clonagem utilizada foi desenvolvida por Unger et. al. (2010). O método
de RF cloning utiliza primers mistos para amplificacdo, ou seja, uma regido de 15-25pb
presente nos primers € complementar ao gene de interesse enquanto que 0s outros 15-
20pb sdo complementares ao vetor o qual o gene sera inserido. No total, os primers tém
em média 40-50pb, sendo metade complementar ao gene de interesse e metade, ao vetor
de clonagem. A lista dos primers utilizados € apresentada no Apéndice 02. Essa técnica
consiste em dois rounds de amplificacdo por PCR. No primeiro round, utiliza-se os primers
mistos e o DNA molde contendo o gene de interesse. O produto de PCR criado nessa
etapa consiste no gene de interesse flanqueado pela regido complementar ao vetor. A
eficiéncia da reacdo de PCR foi verificada em gel de Agarose 1% e o produto de PCR foi
purificado. Nessa etapa, a amplificacdo € exponencial, como em uma rea¢do de PCR

comum (Figura 09).

Na segunda etapa, o produto de PCR gerado na primeira etapa é utilizado como
primer e o DNA molde é o proprio vetor de expressdo. O produto de PCR possui uma
regido complementar ao vetor de clonagem e, portanto, funciona como primer para a
amplificacdo completa do vetor. Quando o vetor é amplificado, o inserto é amplificado
como parte do mesmo e o gene € inserido. Contudo, essa etapa caracteriza-se pela
formacédo linear do produto de PCR. Isso porque os primers da segunda etapa
reconhecem o vetor partindo do principio da recombinacdo. Portanto, o vetor para ser
amplificado, deve ser reconhecido por dois primers complementares. Além disso, o

produto do primeiro ciclo é utilizado como primer para o segundo ciclo. (Unger et.al. 2010)

(Figura 09).
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1: Vector prep and PCR
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Figura 09 — Esquema de RF-cloning no vetor pET-SUMO/CAT. A esquerda — visdo geral

2: Linear amplification
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3: Dpnl digestion

do processo de RF cloning. 1) indica a primeira reacdo de PCR amplificando o gene de
interesse; 2) amplificacéo linear do vetor + inserto; 3) digestdo com enzima Dpnl. A direita
— Vetor utilizado nesse trabalho. pET SUMO/CAT possui um sitio de clonagem ajusante
ao SUMO e a cauda poli-His. Além disso, existe um sitio de clivagem reconhecido pela

proteina SUMO protease que remove a cauda na porcédo N-terminal.

A clonagem do gene hrql foi realizada conforme o protocolo de Unger et.al. (2010).
pPET-SUMO/CAT (Invitrogen) foi utilizado como vetor. A expressao de proteinas por esse
vetor estd associada a fusdo de uma cauda na porcdo N-terminal, contendo a proteina
SUMO e uma cauda poli-His, além do sitio de clivagem. Como apresentado na tabela 04,
diferentes construcdes dos diferentes dominios da proteina Hrql, além da proteina
completa foram inseridos no vetor de expresséao e transformados em diversas estirpes de

E. coli (Materiais e Métodos - Tabela 02).
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A clonagem foi realizada com alto rendimento, sendo obtidas quase todas as

construgdes desejadas com excec¢ao das construgdes y e n (Figura 10 e 11)

Figura 10 - Perfil de eletroforese em gel de agarose 1% dos produtos de PCR obtidos a
partir das diferentes construcdes de Hrgl para a clonagem no vetor pET-SUMD/CAT. No
canto esquerdo — Marcador de tamanho molecular GenRuler (SIGMA). A) e B) Produtos

de PCR das construgbes 5, A, A, i, v, M, G, %, 7T, ® € ®.

g LU

i - i -
hhen SRNNE_seese

-"—oy—’\_r_l )

Figura 11 - Perfil de eletroforese em gel de agarose 1% dos produtos de PCR obtidos a

partir das col6nias recombinantes para screening dos clones. No canto esquerdo superior
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— Marcador de tamanho molecular GenRuler (SIGMA). A) B) C) e D) Produtos de PCR no

screening das col6nias obtidas para as construcoes A,d,a.p,&,m,0,1A,6,0,% € ©.

A construcdo o representa a por¢cao C-terminal da proteina Hrgl. Especificamente,
esta construcdo foi desenhada para compreender o dominio de funcdo desconhecida
(DUF) abrangendo os residuos 643-1077. Este dominio é rico em folhas f segundo
analises do programa PsiPred. Além disso, como as demais proteinas da familia RecQ, a
porcdo C-terminal € fundamental para conferir a afinidade ao substrato, o foco deste

trabalho foi este dominio.

A construcdo o apresenta cisteinas conservadas — CxXXCxXCxxxxCisxC - que
possivelmente podem estar envolvidas em coordenacdo de algum metal. Como
observado para a proteina RecQ4 que contém um dominio ligante de Zn na porgéo C-
terminal. (Marino et. al. 2013) Além disso, as cisteinas sdo conservadas em diferentes
organismos e diferentes helicases (DNA ou RNA helicases) sugerindo que este dominio

desempenhe uma importante fungéo para a proteina.

A construcdo o é composto pelo dominio Cdt-1 que compreende os residuos 1-

191.

5.3. Otimizacgé&o do protocolo de expressao

Os testes de expressdo das construcfes foram realizadas utilizando diferentes
estratégias e diferentes estirpes de E.coli. O teste-padrdo foi realizado com células
BL21RP (Invitrogen) em meio LB, na temperatura de 37°C, inducdo por um periodo de 4
horas com IPTG 0,5mM. Os dominios o [J a. ndo foram expressos na forma soltvel, o que
torna as proteinas inviaveis para experimentos de cristalizagcéo, analises bioquimicas e

analises biofisicas. As temperaturas de 25°C e 18°C foram testadas na mesma estirpe
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celular, entretanto com periodo de indugéo de 18 horas com IPTG 0,5mM. A reducédo na
temperatura de inducdo estd associada a uma expressdo mais lenta. Por esse motivo,
algumas proteinas tém a possibilidade de se enovelarem de maneira apropriada
aumentando a sua solubilidade. Apesar de apresentarem diferentes niveis de expresséo,
as construcdes aqui testadas ndo sofreram nenhuma alteracdo na solubilidade da

proteina pela reducéo da temperatura.

O préximo passo foi testar se diferentes estirpes podem influenciar na solubilidade
da proteina. Cada estirpe apresenta diferentes sistemas de expressao, compostos por
diferentes chaperonas bem como diferentes ambientes celulares. Células C41 (Invitrogen)
foram utilizadas e foram obtidos os piores niveis de expressdo dentre todas as estirpes
testadas. Uma possivel explicacdo € que C41 é utilizada para a expressdo de proteinas

toxicas para a célula, assim, niveis reduzidos de expressao séo esperados.

Dominio BL21RP  C41 cells Rosetta - 2 BL21Star

18°C 18°C Autoinducao 18°C 25°C 37°C Autoinducao
Full length (1-1031) 5 X X X X X X X
Full length (1-1077) A X X X X X X X
Cdt-1 (1-191) a XX XX XXX XX XX XX XXX
Cdt-1 (1-277) B
Helicase (268-645)
Helicase (268-663) € XX XX X X X X X
Helicase (277-645) n
Helicase (277 -663) 0 X X X X X X X
Helicase + DUF (268-1031) A X X X X X X X
Helicase + DUF (268-1077) u
Helicase + DUF (277-1031) T X
Helicase + DUF (277-1077) o X
DUF (644-1031) ) XX XX XX XX XX XXX
DUF (644-1077) X X X X X X X
DUF (668-1031) [0) XX X XXX XX XX XX XX
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DUF (668-1077) O XX X XXX XX XX XX XXX

Tabela 05 — Estirpes de E.coli e condicbes de inducao testadas. A tabela representa as
construcdes obtidas (x) que apresentaram expressao do vetor (xx) e as construgdes no
qual as proteinas expressadas sdo solaveis (Xxx).

Duas outras estirpes foram utilizadas, a Rosetta-2 e a BL21Star. Rosetta-2 foi
testada nas temperaturas de 37°C, 25°C e 18°C com indugéo com IPTG 0,5mM e com
protocolo de auto-inducéo (37°C — 17°C). Como néo foi observada nenhuma expressao
utilizando IPTG, decidido manter o protocolo de auto-inducdo em todas as expressoes
realizadas (Figura 12) (Materiais e Métodos — Item 4.6). As estirpes Rosetta-2 e BL21Star
apresentaram as proteinas das construcdes o, ¢, ¢ € ® na por¢cado sollvel, resultado que
ndo foi observado para a estirpe BL21RP. As constru¢des a e o foram escolhidas por
serem expressas de maneira solivel em ambas as estirpes e por serem os fragmentos
completos dos dominios Cdt-1 e DUF, respectivamente. Um resumo do teste de

expressao é apresentado na Tabela 05

al ul ¢l 1 ¢l wl O % @
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Figura 12 — Gel de SDS-PAGE 12% das fracdes sollveis e insolluveis obtidas a partir do
teste de expressao utilizando o protocolo de auto-inducdo. Sobre as linhas estdo os
fragmentos indicados. O numero “1” ao lado do fragmento (ex: al,wl,... ) indicam a fracéo

insolivel. A) BL21Star (caixas vermelhas indicam expressdo do dominio de interesse
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com os fragmentos a, ¢ € ®). O colchete rosa indica as fragdes insollveis; e B) Rosetta-2

(caixas verdes indicam expressao dos fragmentos de interesse a, ¢ € ®).

5.4. Purificagdo dos dominios a e o

As etapas de purificacdo variaram entre as construcdes tendo em vista que ambas

apresentam diferentes dominios e, portanto, possuem diferentes propriedades.

5.4.1 Purificacdo do dominio « - Para o dominio o foi utilizada uma primeira etapa em
coluna de afinidade (Ni-HisTrap, 5mL, Ge Healthcare®) que apresenta afinidade com 6-
His-tag. A eluicdo foi realizada em tampao contendo 500mM Imidazol (Figura 14). A
fracdo foi entdo diluida 10x pois a atividade da proteina SUMO protease € inibida em
presenca de altas concentracfes de sal e imidazol. SUMO protease reconhece um sitio
de clivagem logo acima do inicio da proteina de interesse. A clivagem libera SUMO + 6-
His. Como a SUMO protease possui a cauda poli histidina, ela interage com a coluna de

Niquel e a proteina a é liberada na eluicéo.

A amostra de proteina foi incubada a 4°C overnight. Em seguida, cromatografia de
afinidade em coluna de Ni-HisTrap foi realizada e a proteina de interesse encontrava-se
no volume de injecdo. Por outro lado, SUMO protease e SUMO e cauda poli-His
encontram-se ligados a coluna. Logo apés, HiTrap Heparin (5mL, Ge Healthcare®) foi
utilizada como o passo seguinte para a purificacdo. (Figura 15) e a proteina foi eluida com
400mM NaCl. Em seguida, eletroforese SDS-PAGE das fracdes eluidas confirmou a
presenca da proteina de interesse. Em seguida, essas fragdes foram concentradas para o
volume de 500uL utilizando o sistema Amicon (MW cut-off 30kDa) e submetidas a
cromatografia de excluséo de tamanho ou gel filtragdo utilizando coluna Superdex 75/100

HiLoad (24mL, GE HealthCare®). Na técnica de gel filtracdo € possivel inferir o estado
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oligomérico da proteina a partir do volume de eluigdo a partir de um padrao fornecido pelo
fabricante. Para o dominio o, 0 volume de eluicdo € correspondente a uma proteina de
aproximadamente 50kDa, sugerindo que este dominio € um dimero em solucdo (Figura
16). Entretanto, ao concentrar a proteina para os testes de screening das condi¢Bes de
cristalizacdo, houve proteodlise do fragmento e precipitacdo. Provavelmente, a auséncia de
estrutura secundaria, como predito pelo programa HHPred (Figura 08), é responsavel pela
instabilidade do fragmento e sua susceptibilidade a degradacdo. Portanto, o dominio o

nao foi cristalizado.

L a  dlaidbis W SISk bl
4% 450 4550 4650 470.0 ml

i
50~ «1do 410 2200 2280 2200 2380 2200 50 s8d.0

Figura 14— Perfil de eluicdo do dominio oo em coluna Ni-HisTrap (5mL, GEHelathCare®)
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Figura 15 — Perfil de eluicdo do dominio o na primeira cromatografia de gel filtracdo com

coluna Superdex 75/100 HiLoad (24mL, GEHealthcare®).
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Figura 16 — Perfil de eluicdo do dominio o na segunda em cromatografia de gel filtracdo

com coluna Superdex 75/100 HiLoad (24mL, GEHealthcare®).

5.4.2. Purifica¢do do dominio o - As primeiras etapas de purificacdo para o
dominio ®, foram semelhantes as utilizadas para o dominio a, sendo 1) Coluna de Ni-

HisTrap (Figura 17); 2) Clivagem de SUMO/His tag; 3) Coluna Ni-HisTrap; tendo em vista
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que este dominio também possui SUMO e cauda poli-His. A diferenca é que para o
dominio » a etapa de clivagem que foi realizada por 3 horas a 4°C ao invés de overnight
com o intuito de reduzir protedlise. Além disso, uma etapa de cromatografia de afinidade
em HiTrap Heparin (5mLGE Helathcare®) foi realizada para este dominio. A proteina
apresentou alta afinidade pela coluna, sendo eluida na concentracdo de 700mM NaCl. A
eletroforese em SDS-PAGE confirmou a presenca da proteina. (Figura 18). A amostra foi
concentrada no sistema Amicon (MW cutoff 30kDa) e injetada em uma coluna de gel
filtracdo Superdex 75/100 HiLoad (24mL, GE Helathcare®) (Figura 19). O volume de

eluicao sugere que a proteina encontra-se em estado monomérico (~47kDa) em solucgao.
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Figura 17— Perfil de eluicdo do dominio ® em coluna Ni-HisTrap (5mL, GEHelathCare®)
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Figura 18 — Fracdes de eluicdo obtidas a partir da etapa de purificagdo do dominio o em
coluna de Heparina HiTrap Heparin (5mL, GEHealthCare®) com gradiente manual
(100mM-800mM) de NaCl. A concentracdo de NaCl de cada fracdo é apresentada sobre
cada linha (em mM). A caixa vermelha indica a proteina o de interesse, a fracao

corresponde a uma concentragdo de 700mM de NaCl;
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Figura 19 - Perfil de eluicdo da construgdo ® em cromatografia de exclusdo de tamanho
ou gel filtragdo com coluna Superdex 75/100 HiLoad (24mL, GEHealthcare®). A

esquerda, um gel SDS-PAGE da fracdo indicada no cromatograma mostra o grau de

pureza.
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5.5.Determinacao das condicfes de cristalizacdo do dominio o

O sistema Mosquito® LCP foi utilizado para fazer as placas de screening de

condicBes de cristalizacdo a partir de uma solucdo de 6.5mg/mL de proteina pura do

dominio . (Figura 20) As placas continham 200 uL de solucdo do reservatério as gotas

foram feitos com 0,1 uL de solucdo proteina e 0,1 uL de solucdo de reservatério. O

método utilizado para o screening foi o método gota sentada. Todas as placas foram

incubadas a 20°C. A tabela 06 mostra os kits de condi¢des de cristalizacdo utilizadas

nesse experimento.

Placa de Screening Companhia
PACT suite QIAGEN
Classic Il suite QIAGEN
JSCG suite QIAGEN
Index Hampton
PEG Ion 1 Hampton
pH Clear Il Hampton

Tabela 06 — Condi¢des utilizadas para o screening das condi¢cOes de cristalizacdo para o

dominio w.

Cristais foram obtidos nas condi¢bes: 1) 0,2M Acetato de Calcio, 20% w/v PEG

3350 e II) 0,2M Cloreto de Calcio dihidratado, 0,02M Cloreto de Cadmio hidratado, 0,02

Cloreto de Cobalto (Il) hexahidratado, 20% w/v PEG 3350. Como observado na figura 21,
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os cristais formados na condi¢céo |) ndo apresentavam forma definida enquanto que o0s

cristais formados na condicao Il) apresentam forma de agulha ou needle (Figura 21).

O dominio a., por sua vez, ndo foi cristalizado pelo fato

66.5kDa

45kDa

RTL

>

Figura 20 — Perfil de eletroforese em gel SDS-PAGE do dominio o apés a

purificacdo e concentracdo da solucdo. A banda delimitada pela caixa vermelha

corresponde ao dominio de interesse.
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Figura 21 — Condicfes de cristalizacdo do dominio o. A) Cristais formados na condicéo )
0,2M Acetato de Calcio, 20% w/v PEG 3350. Como é possivel observar, os cristais sdo
amorfos; B) Cristais formados na condicdo IlI) 0,2M Cloreto de Calcio dihidratado, 0.02M
Cloreto de Cadmio hidratado, 0,02 Cloreto de Cobalto (Il) hexahidratado, 20% w/v PEG

3350 — needles.
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6. CONCLUSOES

Os protocolos de inducgéo e purificacdo dos dominios o € ® na forma soltvel foram
estabelecidos com sucesso. Aléem disso, algumas condi¢des preliminares de cristalizacao

foram obtidas para o dominio ® e estdo sendo otimizadas.
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8. APENDICE

Domain (residues) Symbol Bp length Aa length MW Theoretical pl Ext.Coeff.
Full length 1 - 1031 ) delta 3093 1031 118.20/132.61 6,33 83660/85150
Full length 1 - 1077 A DELTA 3231 1077 123.54/136.60 6,22 83660/85150
Cdtl 1-191 o alpha 573 191 22.4358/35.6345 8.66 11460/12950
Cdtl 1-277 B beta 831 277 32.4332/45.632 8.43 18910/20400
Helicase 268-645 Y gamma 1119 373 42.4/56.1251 8.09 30370/31860
Helicase 268-663 € epsilon 1188 396 44.96/58.3155 6.79 31860/33350
Helicase 277-645 n eta 1092 364 41.45/55.1129 7.43 28880/30375
Helicase 277-663 0 theta 1161 387 43.95/57303.3 6.55 30370/31860
Helicase+Cterminal 268-1031 A lambda 2292 764 86.92/101.33 6.17 66240/67730
Helicase+Cterminal 268-1077 0 mi 2430 810 92.27/106.68 6.07 66240/67730
Helicase+Cterminal 277-1031 T pi 2265 755 85.91/100.32 6.08 64750/66240
Helicase+Cterminal 277-1077 c sigma 2403 801 91.2/105.67 5.99 64750/66240
Cterminal 644-1031 [0} phi 1164 388 44.22/58.63 5.43 35870/37360
Cterminal 644-1077 X chi 1302 434 49.56/63.97 5.38 35870/37360
Cterminal 668-1031 [0} psi 1092 364 41.44/55.85 5.69 32890/34380
Cterminal 668-1077 0 omega 1230 410 46.79/61.21 5.59 32890/34380
HRQ1+SUMOHis 3579 1193 136,5911 6,16 85150
SUMOHis 110 14,4188 5,86 1490

Apéndice 01 — A tabela mostra as clonagens da proteina Hrgl realizadas. Os simbolos
gregos representam os nomes dados as construgdes. Bp length — Tamanho dos
fragmentos clonados. Aa length — Tamanho da sequencia de aminoacidos. MW — peso
mole cular das proteinas de cada fragmento. Theoretical pl — pl tedrico das proteinas de
cada clone. Ext. Coeff. — Coeficiente de extensdo das proteinas. Os dados em negrito

representam dados provenientes de cada proteina ligados a cauda SUMOHis.

Primers para clonagem em pET-SUMO/CAT - RF cloning

F1: GAGGCTCACAGAGAACAGATTGGTGGTATGGAGGAAGGACCTATC

Tamanho: 45
GC%: 51.1 %
Temperatura MELTING: 67.2 °C

F268 : GAGGCTCACAGAGAACAGATTGGTGGTACAGCGAAGTATAAAGG

Tamanho: 44
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GC%: 47.7 %
Temperatura MELTING: 66.0 °C

F277 : GAGGCTCACAGAGAACAGATTGGTGGTGAGCTTGCACCGGAAG

Tamanho: 43
GC%: 55.8 %
Temperatura MELTING: 69.7 °C

F644 : GAGGCTCACAGAGAACAGATTGGTGGTGACTCGCCTGTTGATCAAC

Tamanho: 46
GC%: 52.2 %
Temperatura MELTING: 68.7 °C

F668 : GAGGCTCACAGAGAACAGATTGGTGGTCAAGATTTGGTTCTTG

Tamanho: 43
GC%: 46.5 %
Temperatura MELTING: 65.9 °C

R191 : TTTGCGCCGAATAAATACCTAAGCTTGTCT TCAGTCAAGGTTAGCCTTTTCC

Tamanho: 52
GC%: 42.3 %
Temperatura MELTING: 67.1 °C

R277 : TTTGCGCCGAATAAATACCTAAGCTTGTCT TCACTCAAAACAGAGACC

Tamanho: 48
GC%: 41.7 %
Temperatura MELTING: 66.0 °C

R645: TTTGCGCCGAATAAATACCTAAGCTTGTCT TCACGAGTCACTTGCAACCACG

Tamanho: 52
GC%: 46.2 %
Temperatura MELTING: 68.6 °C

R663 : TTTGCGCCGAATAAATACCTAAGCTTGTCT TCAATTATTAACCTCCAGCAAGG

Tamanho: 53
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GC%: 39.6 %
Temperatura MELTING: 66.3 °C

R1031: TTTGCGCCGAATAAATACCTAAGCTTGTCT TCATGGCTCTGGACCATCTTTG

Tamanho: 52
GC%: 44.2 %
Temperatura MELTING: 67.8 °C

R1077 : TTTGCGCCGAATAAATACCTAAGCTTGTCT TCATATCTCTTTTTTAATG

Tamanho: 49
GC%: 32.7 %
Temperatura MELTING: 62.8 °C

APENDICE 02 - Lista dos primers utilizados neste trabalho para a clonagem dos

dominios da proteina Hrgl de S.cerevisiae no vetor pET-SUMO/CAT. Os primers com a

letra F representam Forward e R representam Reverse. Os numeros representam o

residuo de inicio (no caso do primer F) e do final (no caso do primer R). A por¢ao

vermelha representa a porgdo complementar ao vetor pET-SUMO/CAT. Os trés

nucleotideos em azul representam a o codon de parada e a por¢cao em preta representa a

porcdo complementar ao gene hrql.
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