DAIANE DA ROCHA SOARES

Modulacao de Orc1/Cdc6 de Trypanosoma brucei
pela ligacao e hidrolise de ATP

Dissertacdo apresentada ao Programa de
pos-graduacdo em Biologia da relacéo
Patogeno-Hospedeiro do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de S&o Paulo
para obtencéo de Titulo de Mestre em Ciéncias.

Area de Concentracéo: Biologia da Relac&o
Patégeno-Hospedeiro.

Orientadora: Dra. Maria Carolina Q. B. Elias
Sabbaga

Versao original

Sao Paulo
2014



Resumo

SOARES, D. R. Modulacdo de Orcl1/Cdc6 de Trypanosoma brucei pela
ligacdo e hidrolise de ATP. 2014. 93 f. Dissertacdo (Mestrado em
Parasitologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo,
Séo Paulo, 2014.

Para que a replicacdo do DNA genbmico se inicie, é preciso que o complexo de
pré-replicacdo (CPR) reconheca no DNA regifes que atuem como origens de
replicacdo, nucleando assim o processo em pontos especificos do DNA. Em
leveduras, o CPR é composto pelo complexo ORC (Orc 1-6), Cdc6, Cdtl e o
complexo MCM (Mcm 2-7). A associacdo de ORC a origem de replicagédo
possibilita a interacdo desta com ambas as proteinas Cdc6 e Cdtl. ORC, Cdc6
e Cdtl atuam juntas para estabilizar o complexo MCM nas origens. N0Osso
grupo demonstrou que a proteina Orc1/Cdc6, homodloga tanto a Orcl quanto a
Cdc6, € um componente da CPR nos tripanosomas. A sequéncia primaria de
Orcl/Cdc6 de T.brucei apresenta as regides sensor 1 e 2 fundamentais para
atividade de ATPase e os dominios Walker A e Walker B importantes para
ligacdo de ATP. Nosso laboratério demonstrou que esta proteina recombinante
hidrolisa ATP in vitro. Neste sentido, o objetivo deste trabalho é avaliar a
importancia da hidrélise e ligacdo de ATP para a formacdo e estabilidade do
complexo de pré-replicacdo de T.brucei. Para tanto, foram geradas proteinas
recombinantes Orcl/Cdc6 de T.brucei mutadas nas regides Walker A
(TbOrc1/Cdc6K79T) ou sensor 2 (ThOrc1l/Cdc6R251,252E) incapazes de ligar
ou hidrolisar ATP, respectivamente. Estes genes foram entdo clonados em
vetores de expressao induzivel para transfeccdo em células de T.brucei.
Finalmente, as células expressando TbOrcl/Cdc6K79T ou
TbhOrc1/Cdc6R251,252E foram avaliadas quanto a (i) proliferacdo celular, (ii)
estabilidade da interacdo Orcl/Cdc6-DNA, (iii) capacidade de estabilizar MCM
no DNA, (iv) progressdo do ciclo celular. A estrutura tridimensional de
TbOrc1/Cdc6 foi obtida por modelagem computacional e exibe uma conservada
arquitetura dos dominios winged-helix para interacdo com o DNA e com e dos
dominios de interacdo com o ATP. A estrutura de ferradura de TbOrc1/Cdc6
parece ser altamente flexivel e é potencialmente estabilizada pela ligacdo do
ATP. A mutacdo na regidao sensor 2 de T.brucei (TbhOrcl/Cdc6R251,252E)
reduziu drasticamente a atividade de ATPase em comparacdo com a proteina
selvagem. TbOrcl/Cdc6 mutado no sitio de ligacdo ao ATP perdeu a
capacidade de interagir com o ATP (TbOrcl/Cdc6K79T). As analises
estruturais do modelo de TbOrcl/Cdc6K79T e TbOrcl/Cdc6R251,252E
mostraram alterac&o no sitio de ligacdo de ATP, explicando nossos resultados
funcionais. Os genes TbOrcl/Cdc6K79T e TbOrcl/Cdc6R251,252E foram
clonados em vetores para transfeccdo e foram transfectados nas formas
prociclicas de T.brucei. A super expressdao dos genes TbhOrc1l/Cdc6K79T ou
TbOrcl/Cdc6R251,252E em formas prociclicas inibiu de forma significativa a
proliferacéo celular, causou ineficiéncia no carregamento de MCM para o DNA
e ocasionou falhas na progressao do ciclo celular, atrasando a fase S. Estes
dados demonstram a importancia da hidrolise do ATP por Orcl/Cdc6 na
montagem do complexo de pré-replicacdo, contribuindo para o conhecimento
da biologia da replicagédo do DNA em T.brucei. Mais que isto, apresenta regioes



especificas de Orc1/Cdc6 que devem ser utilizadas como alvos de drogas para
o combate da doenca do sono.

Palavras-chave: Replicagcdo do DNA. T.brucei. ATP. ATPase. Origem de
replicacéo. DNA.



Abstract
Soares DR. Modulation of Trypanosoma brucei Orc1/Cdc6 by ATP binding
and hydrolysis. 2014. 93 p. masther thesis (parasitology). Sdo Paulo: Instituto
de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo; 2014.

DNA replication initiates when the pre - replication complex (CPR) recognizes
DNA regions that acts as origins of replication. In yeast, the CPR is composed
by ORC (Orcl-6), Cdc6, CDT1 and the MCM complex (Mcm 2-7). The
association of the ORC with the origin of replication allows its interaction with
both Cdtl and Cdc6 proteins. ORC, Cdc6 and CDT1 act together to stabilize
the MCM complex at the origins. Our group demonstrated that Orcl/Cdc6
protein homologous to both Orcl and Cdc6, is a component of CPR in
trypanosomes. The primary sequence of T.brucei Orc1/Cdc6 shows the sensor
1 and 2 regions essential for ATPase activity and Walker A and Walker B
domains important for ATP binding. Our laboratory has demonstrated that these
recombinant proteins hydrolyze ATP in vitro. The objective of this study is to
evaluate the importance of ATP binding and hydrolysis to PRC formation and
stability in T.brucei. For this purpose, in order to block the ATP binding or
hydrolizes T.brucei Orc1/Cdc6é mutated recombinant proteins were generated
replacing one aminoacid at Walker A (TbOrc1/Cdc6K79T) or two sensor 2
(TbOrcl/Cdc6R251,252E). These mutated genes were also cloned into
inducible expression vectors for transfection into T.brucei procyclic cells. Finally,
cells expressing TbOrc1/Cdc6K79T or TbhOrcl/Cdc6R251,252E were evaluated
for (i) cell proliferation, (ii) stability of Orc1/Cdc6 - DNA interaction, (iii) ability to
stabilize MCM onto DNA and (iv) progression of the cell cycle. TbOrc1/Cdc6
tridimensional structure was obtained by computational modeling and exhibited
a conserved architecture with winged-helix domains for interaction with DNA
and with sub-domains for ATP binding. The “horseshoe-shaped” structure of the
protein appears to be highly flexible and potentially stabilized by the binding of
ATP. The mutation in the sensor 2 region of T.brucei (TbOrc1/Cdc6R251,252E)
drastically reduced the ATPase activity compared to the wild-type protein.
Recombinant TbOrc1/Cdc6 mutated in the ATP binding site has lost the ability
to interact with ATP. Structural analyses of ThOrc1/Cdc6K79T model showed
that it alters the ATP binding pocket, explaining our functional results. The
overexpression of TbOrcl/Cdc6K79T or TbOrcl/Cdc6R251252E genes
significantly inhibited cell proliferation causing inefficient loading of MCM onto
DNA and altered cell cycle progression by delaying the phase S. These data
suggest that ORC1/Cdc6 migth hydrolyses ATP it in order to recruit MCM onto
replication origins. Moreover, it presents specific regions of Orcl/Cdc6 that
migth be considered as target for development of new drugs against T.brucei.

Key-words: DNA replication. T.brucei. ATP. ATPase. Origin of replication.
DNA.



INTRODUCAO

1 INTRODUCAO

A replicacio do DNA é um processo altamente complexo e
sofisticadamente regulado, de forma a assegurar a transmisséo fiel do
material genético em cada divisao celular. O inicio da replicacdo se da com a
montagem do complexo de proteinas responsaveis por reconhecer e recrutar
para a origem de replicacdo os componentes que de fato atuardo na
replicacdo do DNA. Este complexo é denominado complexo de pré-replicacao
(CPR). O mecanismo de replicagdo é bem conservado nos eucariotos
superiores, porém os tripanossomas, que divergiram muito cedo na escala
evolutiva e que apresentam uma organizacdao genémica peculiar, apresentam

um complexo de replicacdo peculiar.

1.1 Tripanossomas

Os tripanossomas sao eucariotos unicelulares flagelados que parasitam
diversas plantas e animais. Pertencem ao supergrupo de protistas escavatas,
a ordem Kinetoplastida e sdo membros da familia Tripanossomatidae.
Possuem organelas caracteristicas como a bolsa flagelar, de onde emerge o
flagelo e uma anica mitocéndria ramificada ao longo de toda a célula onde
esta contido o cinetoplasto. O cinetoplasto abriga o0 DNA organizado sob a
forma de circulos grandes (maxicirculos) e circulos pequenos (minicirculos)
gue apresentam um mecanismo de replicacdo distinto e independente do
DNA nuclear ( ENGLUND; GUILBRIDE, 1998) (figura 1). Além disso, a
mitocondria destes organismos realiza um processo chamado “edicdo do
RNA”, presente somente nos tripanosomatideos. Neste processo um
complexo de proteinas chamado “editossomo” insere ou remove uridinas do
transcrito primario (STUART et al., 2005).

A organizacdo da cromatina € similar ao observado nos demais eucariotos,
mas com algumas exclusividades. A cromatina ndo se condensa em
cromossomos visiveis durante a mitose e a membrana nuclear permanece
intacta durante este processo. A regulacdo epigenética nos tripanossomas €
pouco conhecida e a composicdo das histonas € divergente dos demais
eucariotos (BRINGAUD et al., 2008).
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INTRODUCAO

Os tripanossomatideos ndo possuem sequéncias promotoras no DNA nem
mesmo introns, além disso, a transcricdo é policistronica (LEE; VAN DER
PLOEG, 1997). O processamento do RNA primario se da por trans-splicing,
onde ocorre o0 processamento em transcritos independentes e a sequéncia do
mini-exon de 39 nucleotideos é adicionada a extremidade 5’ de cada RNA
mensageiro ( TSCHUDI; ULLU, 1991). A existéncia de mecanismos de controle
transcricional € desconhecida nos tripanossomas e nao foram localizados
transposons, somente retrotransposons, diferente dos eucariotos superiores
(BRINGAUD et al., 2008). Dentre os membros da familia Trypanosomatidae
destacam-se, pela importancia médica e econdmica, 0s agentes causais das
leishmanioses e tripanosomiases humanas (Doenca de Chagas e Doenca do

sono). Este trabalho abordara exclusivamente o Trypanosoma brucei.

Figura 1- Arquitetura celular dos tripanossomas

2 Fonte - Modificado de MATTHEWS, 2005b

Representacéo simplificada das principais estruturas celulares dos tripanossomas.
1. Estad sendo indicado o nucleo, 2. o cinetoplasto, 3. a bolsa flagelar e 4. a
mitocondria.

Anterior
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1.1.1 Trypanosoma brucei

O Trypanosoma brucei € o agente etiolégico da Doenca do sono subdividido
em duas espécies, o Trypanosoma brucei gambiense, responsavel por 98%
dos casos da doenca, e o Trypanosoma brucei rhodesiense, responsavel por
2% da doenca. A distribuicdo desses tripanosomas é exclusiva da Africa, pois
sua transmissao depende de moscas do género Glossina, mais conhecidas

como moscas tsé-tsé endémicas da Africa.

1.1.2 Ciclo devida

A mosca tse-tsé (Glossina spp.) injeta formas tripomastigotas metaciclicas
durante seu repasto sanguineo. Esta forma expressa as VSG's
(glicoproteinas variantes de superficie) e ndo é replicativa, os parasitas
invadem o sistema linfatico e a corrente sanguinea onde transformam-se em
tripomastigotas sanguicolas, sendo denominado slender (figura 2). Esta
forma possui morfologia alongada e trata-se do estdgio sanguicola
proliferativo, os quais sao carreados para outros locais do corpo, como 0sS
fluidos (linfa, liquido cérebro-espinal) e se replicam por fissdo binaria. Durante
todo o ciclo o T.brucei assume apenas estagios extracelulares. No processo
de divisdo sao geradas as formas tripomastigotas sanguicolas néo
replicativas (stumpy), que infectam a mosca tse-tsé durante o repasto
sanguineo (MATTHEWS, 2005a). No intestino médio do inseto os parasitas
se transformam em tripomastigotas prociclicos onde se multiplicam por fisséo
binaria. Esta forma ndo expressa VSG’'s e nao é replicativa. Os parasitas
deixam o intestino, se transformam em epimastigotas, forma proliferativa que
atinge as glandulas salivares, onde se multiplica por fissdo binaria
transformando-se novamente em tripomastigotas metaciclicas. O ciclo no

inseto dura aproximadamente 3 semanas.
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INTRODUCAO 22

Figura 2- Formas adquiridas durante o ciclo de vida de T.brucei

<N Sanguicola \

Slender Glandula Prociclico
VSG positiva salivar VSG negativa
Proliferativo . _/,7‘ Proliferativo
(N
Metaciclico Epimastigota
VSG positiva Presente na glandula salivar
Nao proliferativo Proliferativo

Fonte - Modificado de MATTHEWS, 2005

Formas adotadas durante o ciclo de vida de T.brucei: Abaixo as formas
presentes no vetor inseto: as formas prociclicas, epimastigotas e metaciclicas.
Acima as formas presentes no mamifero: a forma sanguicula replicativa
(slender) e néo replicativa (stumpy)
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1.2 Replicacdo do DNA

A replicacdo do DNA é crucial para proliferacdo celular. A grande
conservacgao dos fatores de replicacdo sugere fortemente que o mecanismo
bésico de replicacdo do DNA é evolutivamente conservado nos trés dominios
(Bactéria, Archaea e Eucariotos). Contudo, também existem evidéncias de
gue o modo de reconhecimento e disparo de uma origem de replicacdo é
significativamente mais complexo em eucariotos do que em procariotos
(MASAI et al.,, 2010). O principio basico da replicacdo € o mesmo entre
eucariotos e procariotos. No entanto, 0s eucariotos possuem uma maquinaria
protéica mais complexa, além de possuirem mdultiplas origens de replicacdo
ao longo do cromossomo, enquanto que 0s procariotos possuem apenas uma

origem de replicacdo (tabela 1).

Tabela 1- Complexos envolvidos na replicacdo do DNA nos diversos organismos

Stage in DNA replication Bacteria Archaea Eukaryotes
Detine orign DnaA Ore /Cdch, g
WARRARAIINAG WP Ocizies
and §
Recruit hebcase Dnal, Ore 1/Cdct, Cdr,
Dnall MC M6 Cdet,
woE o MM 27
Pre<nitiation complex - GINS GINS
GinsZ23and (P12, 3and
W Gins 15) SkisL
MOMI0,
Cdcds
2,
kdi,
Dbpll
Priming Doal Primase Polw/primase
PriSandPril)  (PRS,PRILE
‘!x!x!x% m!x!" subunit DNA
poky
DNA synthesis DNApolilicore B family DNA B family DNA
t-subune, pol, pol{dand £l
Clamg bader D tamily DNA Clamp loader
proteim pol*, proteins (RFCL
frcomplen), Chmp bader Skding clamp
Sidingclamp proteim (RFC),  proteins
proteins Sidingclamp  (FCNA)
Bclamp) proteim
PCNA)
Primer removal DNA pol |, Fenl, Fenl,
RNase M, Dna2, Dna2,
» O DNA ligase RNase HII?, RNaseHll?,
- INADdep) DNA ligase DNAligase
(AT P-dep) (ATP dlep)

Fonte - Modificado de MCGEOCH; BELL, 2008
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A replicacdo do DNA envolve uma série de estagios: A fase de iniciacao
ocorre no final da mitose, inicio de G;. Nesta fase ocorre a montagem do
complexo que define o sitio de inicio da replicacdo e recruta para este as
proteinas que atuardo de fato no processo de duplicacdo do DNA. Este
complexo é denominado “complexo de pré-replicacdo” (CPR). A iniciacédo
deve ser extremamente regulada, de forma que e a replicacdo ocorra uma
Unica vez por ciclo celular. A fase de ativacdo ocorre no inicio da fase S
quando h& aumento da atividade de ciclinas CDKs (ciclinas dependentes de
kinases). Nesta fase ocorre a ativacao das helicases, promovendo a abertura
da dupla fita de DNA, o que permitira que as proteinas de replicacdo tenham
acesso ao DNA de simples fita (BELL ; DUTTA, 2002). A fase de elongacao
ocorre na fase S, onde os iniciadores sao sintetizados pela enzima primase,
ocorrendo o recrutamento da polimerase, o estabelecimento dos fatores da
forquilha e o processamento dos fragmentos de okazaki ( BELL; MCGEOCH
, 2008).

1.3 Iniciacao dareplicacao nos diferentes organismos

1.3.1 Bactérias

Em bactérias o complexo de pré-replicacdo € formado pela proteina
iniciadora DnaA, que reconhece uma unica origem denominada oriC e
carrega a helicase DnaB para esta origem ( LEONARD, A. C., 2010). A
origem de replicacdo em bactérias possui cerca de 245bp e € rica em AT,
sendo denominada DNA boxes (KAGUNI, 2006). A DnaA inicia a abertura da
dupla fita de DNA, em seguida a DnaC, ird estabilizar o DNA simples fita,
recrutando para a origem DnaB que ira promover a abertura da dupla de
DNA (figura 3). A replicagdo do DNA em bactérias € bem mais rapida do que
em eucariotos, durando no maximo 30 minutos, porém a taxa de erros
durante a replicagdo € substancialmente maior do que em eucariotos
(KAGUNI, 2006).
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Figura 3 - Complexo de pré-replicacdo em bactérias

OnsA Al-fCh region

Fonte - MCGEOCH; BELL, 2008

A proteina DnaA (verde) se liga ao DnaA boxes (regido azul) levando a distor¢do do
DNA e facilitando seu acesso a regido rica em AT do DNA (regido vermelha). A
DnaB (azul) formando um complexo com a DnaC (laranja) sédo recrutadas, seguida
pela dissociagdo de DnaC.

1.3.1.1 Controle dareplicacdo em bactérias

Semelhante aos eucariotos as bactérias também possuem mecanismos
regulatorios para evitar a re-replicacdo. E em E.coli esse controle esta na
iniciadora DnaA. A DnaA livre se associa com a origem de replicacdo e em
seguida se associa com o ATP. A associacdo de DnaA-ATP torna a DnaA
inativa, ou seja, incapaz de reconhecer novas origens de replicacdo. A
ligagcdo DnaA-ATP é revertida por meio da hidrélise para a forma nativa
DnaA-ADP tornando o complexo de pré-replicacdo novamente funcional
(KATAYAMA et al., 1998). Outro mecanismo de controle da re-replicagao em
procariotos é a metilagdo de uma das fitas das origens de replicagdo (hemi-
metilagéo). As origens em bactérias séo ricas em sitios GATC. Quando esse
sitios sao hemi-metilados sé@o reconhecidos por SegA, uma proteina que
possui alta afinidade por sitios GATC metilados. A ligacdo da SegA a origem
de replicacdo impede que a iniciadora DnaA reconheca a origem, bloqueando
assim a montagem do CPR. (LU et al., 1994).
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1.3.2 Archaea

O complexo de pré-replicacdo em Archaea apresenta caracteristicas

semelhantes a eucariontes e a procariontes. E um fato justificavel, pois
Archea esté entre estes dois grupos na escala evolutiva.
Assim como eucariontes, Archaea possui multiplas origens de replicacéo,
entretanto estes organismos também apresentam elementos conservados
com sitios de ligacao especificos para ligacdo do iniciador, que séo ricos em
AT (ROBINSON et al., 2004). O complexo iniciador em Archaea ndo é
constituido por seis polipeptideos diferentes como o complexo Orcl-6 de
eucariontes. Ao contrario, existe uma proteina semelhante tanto a Orcl
qguanto a Cdc6, denominada Cdc6/Orcl (DE FELICE et al.,, 2006). Outro
aspecto peculiar da maioria dos representantes de Archaea é a existéncia de
apenas um polipeptidio de MCM gue forma um homohexamero apresentando
atividade de helicase (figura 4) (CHONG et al., 2000). Diferindo de eucariotos
e procariotos, ndo foi encontrado nenhum mecanismo de controle de
replicagédo em Archaea (COSTA et al., 2013).

Figura 4 - Complexo de pré-replicacdo em Archaea

AT rich

\
::::::1:K1E3‘EIJ:::::

Fonte — MCGEOCH; BELL, 2008

No retdngulo azul estd a origem de replicacdo reconhecida por Orcl/Cdc6 (azul
escuro), esta Unica proteina se liga a origem de replicacdo e € capaz de recrutar a
helicase MCM (roxo).
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1.3.3 Metazoérios e leveduras

Em metazoarios e leveduras o complexo de pré-replicacdo (CPR) é
formado pelo complexo de reconhecimento de origem ORC (Origin
Recognition Complex), que é responsavel pela iniciacdo da replicacdo e
possui seis subunidades, Orc1-Orc6 (figura 5). Nos metazoéarios ndo existe
um consenso de sequéncia que ORC reconhece como origem de replicacao
e aparentemente esta determinacdo da origem é influenciada por outros
parametros, dentre eles a estrutura da cromatina (SEQUEIRA-MENDES et
al., 2009). Diversos estudos correlacionam o disparo de origens de
replicacdo com a transcri¢do, pois algumas origens tendem a se localizar em
regides de cromatina mais aberta e acessivel, onde existe alto indice de
modificacdes epigenéticas (GILBERT, 2002).

Figura 5- Complexo de pré-replicacdo em metazodrios e leveduras

om%\
Cormplex
¢ -

Qrign
“0
Cach

MCM
27

-

\

Fonte- MCGEOCH; BELL, 2008

A origem é reconhecida pelo heterohexamero ORC (azul claro), em seguida Cdc6
€ carregada (vermelho) e posteriormente Cdtl (laranja) é recrutada para a origem
ligada as helicases MCM2-7 (azul escuro).

Além disso, origens de replicagdo que se encontram préximas de ilhas CpG
nao metilada sao replicadas antes do que aquelas cujas ilhas CpG estéo
metiladas (ARDELL et al., 2005) .
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Em leveduras existe uma sequéncia especifica de DNA que ORC
reconhece como origem de replicacdo. E esta sequéncia foi denominada
Autonomous Replicating Sequences — ARS. Esta sequéncia € uma regiao
nao codificante com cerca de 100-200pb tendo um consenso de 11pb
A/ITTTTAT/CA/IGTTTA/IT (MARAHRENS ; STILLMAN, 1992). Em S. pombe
nao ha sequéncia consenso, mas o complexo ORC se liga preferencialmente
em regides ricas em AT (OKUNO et al., 1999).

Existem outras proteinas que se associam a ORC, uma delas é a
iniciadora Cdc6 (figura 5) que ao se conjugar a ORC regula o tempo de inicio
da replicacdo e recruta a proteina Cdtl (figura 5), que participa do
carregamento do complexo MCM2-7 (complexo de manutencdo dos
minicromossomos) para a origem de DNA (BELL; STILLMAN, 2002). O
complexo MCM2-7 é composto por seis subunidades, Mcm2 a Mcm7, possui
atividade de helicase, e quando este complexo é carregado, a origem
encontra-se licenciada para iniciar a replicacdo. Durante o carregamento de
MCM2-7, Cdtl € liberada do DNA de maneira ATP-dependente (RANDELL et
al., 2008) e o hexamero de MCM2-7 envolve a dupla fita de DNA. Na fase S
MCM 2-7 torna-se ativo e atua como helicase replicativa juntamente com
Gins e Cdc45.

1.3.3.1 Controle da replicacdo em metazoarios e leveduras

Apés a entrada na fase S, diversos mecanismos de controle para que uma
mesma regido do genoma nao seja replicada mais de uma vez séo ativados.
Em metazoarios a principal via de controle da re-replicacdo ocorre por meio
da diminuicdo da atividade de Cdtl, ja que esta é inativada em todos o0s
metazoarios. Ao final de G1 e inicio de S parte das moléculas de Cdtl séo
fosforiladas por CDK, ubiquitinadas e em seguida degradadas. Outra parte
das moléculas de Cdtl podem se ligar a geminina, o que impede néo s6 a
sua degradacdo, mas também sua interacgo com MCMZ2-7
(WOHLSCHLEGEL et al.,, 2000). Em humanos existe um controle de
replicagdo em Cdc6, pois esta é fosforilada e exportada do nucleo durante a
fase S, ficando no citoplasma durante as fases G2 e Mitose (PETERSEN et

al.,, 1999). E na transicdo das fases Mitose/G1 € degradada para ser
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resintetizada na fase G1 (MENDEZ ; STILLMAN, 2003). Em mamiferos e
leveduras o controle da replicacdo parece estar concentrado em Orcl, pois
as Orcs de 2 a 6 permanecem ligadas a cromatina durante o ciclo celular. Na
fase S, Orcl é ubiquitinada e degradada pelo proteossomo. Na transi¢cdo da
fase M para G1 de um novo ciclo a Orcl é resintetisada para que o complexo
de pré-replicacdo possa ser formado (DE PAMPHILIS, 1993). Em
Saccharomyces cerevisiae ORC permanece ligado a cromatina durante todo
ciclo celular, porém durante a transicdo da fase G1/ S as subunidades Orcl,
Orc2 e Orc6 sédo fosforiladas pelo complexo CDK1/Clb. Esta fosforilagéo
impede a formacédo do CPR, prevenindo a formacéo deste complexo fora de
M/GL1. No inicio de G1 ORC é desfosforilada para que ocorra a montagem de

novos complexos de pré-replicacdo (NGUYEN et al., 2001).

1.3.4 Proteinas do CPR de metazoéarios e leveduras

1.3.4.1 Cdtl

A proteina Cdtl (chromatin licensing and DNA replication factor 1) se liga
ao homohexamero MCM e ao interagir com Cdc6 recruta MCM para a origem
de replicacdo. Sua estrutura € composta pelo dominio N-terminal, de ligacéo
ao DNA (LEE et al., 2004). Por um dominio de interacdo com o monémero de
Geminina, o qual interage com Cdtl deixando esta inapta a compor novos
complexos de pré-replicacdo. E finalmente, possui a regido C-terminal que é
composta pelo dominio WH (winged helix) (figura 6). A funcéo caracteristica
desse dominio é interagir com o DNA, entretanto em Cdtl o WH promove a
interacdo Cdt1-MCM (KHAYRUTDINOQV et al, 2009).

Figura 6- Esquema representativo da estrutura de Cdtl

172 368 557
-l | I ] cat
DMA binding — —

Geminin binding — —
MCM binding

-C

Fonte- LEE et al., 2004

Na regido N-terminal os tracos indicam a localizacdo do dominio de ligacao ao
DNA. Na regido mediana o dominio de interagdo com Geminina. E na regido C-
terminal do dominio WH.
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1.3.4.2 Cdcb6

A proteina Cdc6 (cell division cycle ) ( 58 KDa ) foi primeiramente isolada
em S.cerevisiae ( 58 KDa ) e classificada como integrante do complexo de
pré-replicacdo (HARTWELL, 1976). Cdc6 é estruturalmente semelhante a
proteina Orcl devido a presenca do dominio AAA+, os motivos Walker A e
Walker B e as regides sensor 1 e 2 (figura 7) (DUNCKER et al.,2009). Além
disso, tal como Orcl, Cdc6 apresenta uma atividade de ATPase in vitro
(SPECK; STILLMAN, 2007).

Figura 7 - Esquema estrutural das proteinas do complexo ORC de S.cerevisiae

AAA WH

Cdch M 813

Wh WB S1AF 32

Fonte - Modificado de KAWAKAMI;
KATAYAMA, 2010

Neste esquema estrutural, esta destacado a estrutura dos dominios importantes de
cdc6 de S.cerevisiae bem como os motivos caracteristicos da familia AAA+ de
ATPases. O nimero total de aminoacidos é descrito ao término da estrutura

1.3.4.3 MCM

O complexo MCM é composto por seis subunidades, e foi primeiramente
caracterizado em leveduras e nomeado como fator que suporta a
manutencdo do minicromosomo (FORSBURG, 2004). Este complexo é
recrutado para a origem de replicacdo na fase G1 do ciclo celular, mas atua
como helicase replicativa na fase S, promovendo assim, o licenciamento das
origens de replicacdo (COSTA; ONESTI, 2009).

MCM apresenta forma de anel, e apds a ativacao envolve a dupla fita do
DNA promovendo atividade de helicase. De forma simplista, a estrutura de
MCM é dividida em trés dominios (COSTA; ONESTI, 2009). A regidao N -
terminal com baixo grau de conservacdo, a regido central apresenta o
dominio AAA+ e a regido C-terminal onde se encontra uma regido hidrofébica
(figura 8), que é semelhante ao dominio WH que é localizado na regido C-
terminal das proteinas MCM encontradas em Archaea (ARAVIND; KOONIN,
1999).
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Figura 8 - Esquema estrutural das proteinas do complexo MCM

MCM box Zn finger=
Mem2 || z )\ EE R ] CXaCXigCXal
I

Mem3 [ Z B Ll ] CXaTXa0SH7T
Mcmrly—w 7 RG] | CXaCX18CX2.4C
MCITI5| P | AEEEERE ] CXoCXpp.p4CKg.24C
Memé | i | ASEEEERE ]  CXoCX1gCX4C
Mcm7 | Z |ABEBEERE] | CXpCX1gCX4C
Mcmg | Z | AEBEERE ] CXpCX18CX4C

Walkar A Walker8  A-finger UNLS VGDK

GDPXpMgKSQXL X5 IDEFDKM Xgq SRFD

Fonte - FORSBURG, 2004

Neste esquema estrutural, esta indicada a localizacdo dos dominios importantes
compartilhados por todas as proteinas do complexo MCM. Na regido N-terminal,
AAA+ de ATPases e na regido C-terminal. O dedo de zinco esta abreviado como “Z”
na ilustragdo, o dominio walker A como “A”, walker B como “B” e o dedo de arginina

como”R”
1.3.4.4 ORC

O complexo ORC foi purificado pela primeira vez em extrato celular de
S.cerevisiae, ligado ao DNA correspondente & origem de replicacdo (BELL;
STILLMAN, 1992). O heterohexamero de ORC (413KDa) foi denominado por
ordem decrescente segundo sua massa molecular em andlise por gel SDS-
PAGE: Orc1(120KDa), Orc2 (72KDa), Orc3(62KDa), Orc 4 (56KDa), Orch5
(53KDa) e Orc6 (50KDa). Orcl, Orc4 e Orc5 (figura 9) sdo membros da
familia AAA+ de ATPases. Devido a presenca dos motivos caracteristicos
sdo capazes de se ligar ao ATP, mas apenas Orcl pode também hidrolisa-lo
(KLEMM et al., 1997). Além disso, em Orcl de todos os eucariotos existe 0o
dominio BAH (Bromo adjacente homology) que atua na interagdo proteina-
proteina e esta relacionado com o silenciamento de genes (KLEMM et al.,
1997). Orc6 (figura 9) ndo possui homologia com as outras subunidades de
ORC, devido a inexisténcia dos dominios caracteristicos da familia AAA+.
Além disso, Orc6 ndo possui afinidade ao DNA e ndo € necessaria para
associacdo de ORC & origem. ( KATAYAMA; KAWAKAMI, 2010). Entretanto,
N- (1-185) e o C- (270-435) terminal de Orc6 interagem com Cdtl. Além
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disso, foi demonstrado por meio de ensaios funcionais que Orc6 é requerida
para o carregamento de Cdtl a origem. (LEE; VAN DER PLOEG, 1997).

Figura 9 - Esquema estrutural das proteinas do complexo ORC de

S.cerevisiae
A4 WiH
Qe JLEHHIH_ 914
WA WE S51AF 52
AAA 4 ke WH
Orc2 _ 620
AT hoaok
Adf s Bke WH

ALA. WH

Lrcd —D—D—I]I]-I]— 329

W4 WB S1AF 52

ABA WH WH
Ore5 —I]-I]-I]J]-I]_ 479
WA WE S1AF 52 Fonte- Modificado de KAWAKAMI;

KATAYAMA, 2010

Neste esquema estrutural, estdo destacadas as estrutura dos dominios importantes
das subunidades de ORC de S. cerevisiae, bem como os motivos caracteristicos da
familia AAA+ de ATPases. O numero total de aminoacidos é descrito ao término de
cada estrutura.

1.3.45 ORC além da replicacdo

A atuacdo de ORC no contexto da replicacdo € um assunto amplamente
explorado e o papel de ORC nesta etapa do ciclo celular esta bem
caracterizado. No entanto, ORC enquanto complexo e as subunidades
individualmente apresentam outras atividades celulares.

Em leveduras o recrutamento da proteina Sirl pelo dominio BAH de
Orc1é critico para o silenciamento de genes relacionado ao “ipo de
acasalamento” ou mating-type, pois Orcl pode se ligar diretamente a Sirle
promover o silenciamento do I6cus HM de mating-type ( BENMERZOUGA ET
AL., 2013; GARTENBERG, 2000). Além disso, Orcl de leveduras pode se
ligar a origens de replicacdo localizadas na regido sub-telomérica, pois
guando acetilada na regido N-terminal, promove o silenciamento de genes
nesta regido (BENMERZOUGA et al., 2013; GEISSENHONER et al., 2004).
Um papel importante no silenciamento de genes também foi atribuido a

Orcl/Cdc6 de T.brucei, pois apesar de n&o possuir o dominio BAH,
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caracteristico de Orcl de levedura e importante no silenciamento de genes.
TbOrc1/Cdc6 € necessaria para o silenciamento de genes que expressam as
VSGs na regido sub-telomérica. O silenciamento de ThOrc1/Cdc6, por meio
de RNAI, acarretou na desrepressdo de VSGs tanto nas formas prociclicas
(TIENGWE et al., 2012a), quanto nas formas sanguicolas (BENMERZOUGA
et al., 2013).

Analises bioquimicas com ORC de mamiferos mostraram que Orcl
interage com a TRF2. Esta proteina se liga a sequéncia telomérica
protegendo o teldmero e participando do complexo de pré-replicacdo nesta
regido (TATSUMI et al. 2008). Além disso, Orc6 mostrou-se indispensavel
para segregacao dos cromossomos durante a anafase, pois o silenciamento
da sua expressdo resultou em mitose aberrante, formacdo de células
multinucleadas e diminuicédo da replicacdo do DNA (PRASANTH et al., 2002).

Existem outras funcdes celulares nas quais ORC pode estar envolvida.
Entretanto o seu papel especifico nestas fun¢gbes ainda néo esta elucidado, o
gue indica a necessidade de mais estudos para entender a relevancia global

de ORC nas atividades celulares.

1.3.5 Tripanossomas

De acordo com o banco de dados do genoma de T. cruzi e T. brucei (tri try
pdb.org) esses organismos ndo apresentam seis subunidades do complexo
ORC, Cdc6 e Cdtl. Eles apresentam somente uma sequéncia, anotada como
ORC1, que codifica uma proteina homdéloga tanto a Orcl quanto a Cdc6,
denominada pelo nosso grupo Orc1/Cdc6 (figura 10).

Outras quatro sequéncias foram identificadas como putativas ORCs em
T.brucei, TbOrc4,Tb7980, Th3120 e TbOrclb (DANG; LI, 2011; TIENGWE et
al., 2012b). Estas sequéncias apresentam os dominios caracteristicos da
familia AAA+ de ATPases e ensaios funcionais mostraram que estas
interagem com Orcl/Cdc6 Estas proteinas recém-identificadas podem ser
integrantes do CPR em T.brucei, entretanto ainda n&o foi evidenciada a
participacédo destas na replicacdo. Esses organismos apresentam sequéncias
similares a todas as subunidades do complexo MCM2-7. Foi demonstrado,
por meio de interferéncia de RNA, que Orc1/Cdc6 faz parte do complexo de

pré-replicacdo dos tripanossomas, pois ao inibir sua expressao obteve-se 0
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bloqueio da sintese de DNA. Além disso, Orc1/Cdc6 de T. cruzi e T. brucei
complementaram Cdc6 em leveduras (GODOY et al., 2009). Diante disso, foi
proposto que o CPR de tripanosomas é composto por Orc1/Cdc6 e MCM2-7,
sendo aparentemente mais simples que o dos eucariotos superiores (figura
10). Cabe dizer que Orcl/Cdc6 de tripanosomas € homoéloga a proteina
Cdc6/Orcl de Archaea (figura 10), que assim como tripanosomas,
apresentam uma unica proteina homologa a Orcl e Cdc6 e que é capaz de
recrutar o homohexamero de MCM presente nesses organismos (figura 6)
(ATANASSOVA; GRAINGE, 2008).

Figura 10 - Comparacéo entre o CPR dos tripanosomatideos e o CPR de Archaea

% dsDN sDN

= . &

MCM hetero-

MCM homo-

CPR CPR

O complexo de pré-replicacdo de tripanosomas e de Archaea apresenta uma
Unica proteina semelhante a Orcl e a Cdc6 (laranja) que é capaz de reconhecer a
origem de replicagdo e recrutar para esta, a helicase MCM. Em Archaea apenas
uma subunidade de MCM esta presente, formando um homohexamero, ja os
tripanosomas apresentam todas as subunidades de MCMs de 2 a 7.

1.3.5.1 Controle da replicacdo em tripanosomas

Atualmente sabe-se muito pouco sobre a regulacéo da replicacdo nuclear
em tripanosomas. Mas é sabido que Orcl/Cdc6, MCM2-7 e Gins
permanecem no nucleo durante todo o ciclo celular nas formas prociclicas, o
gue sugere que o mecanismo de controle da re-replicacdo ndo esta na
localizacdo subcelular destes fatores ( DANG; LI, 2011; GODOY et al.,

2009). Cdc45 apresenta uma localizagdo dinamica, pois é nuclear de G1 a
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G2, mas é exportada do nucleo durante a mitose (DANG; LI, 2011). Este
mecanismo é ainda pouco conhecido, mas parece ser parte do controle da re-

replicagdo em tripanosomas.

1.4 Importancia da ligacdo e hidrélise do ATP para

montagem do CPR dos eucariotos

No complexo de pré-replicacdo de eucariontes Cdc6é e Orcl-5 sédo
membros da familia AAA+ de ATPases (ATPases associadas a variadas
atividades celulares). Os integrantes desta familia possuem conservados
elementos importantes para ligacdo e hidrolise do ATP (NEUWALD et al.,
1999). Dentre os elementos conservados caracteristicos da familia AAA+ de
ATPases estdo os motivos Walker A e Walker B, as regifes sensor 1 e
sensor 2 e o dedo de Arginina (Ar finger) (figura 11). Cdc6, Orcl e Orc5 séao
capazes de ligar ATP, mas Cdc6 e Orcl podem também hidrolisa-lo
(RANDELL et al., 2006; SPECK; STILLMAN, 2007).

Figura 11- Representacdo esquematica dos dominios caracteristicos da
familia AAA+ de ATPases

Walker A Walker B Sensor 1 Ar finger Sensor 2

GXXGXGKT hhhhDE TN R GAR

De forma simplificada a familia AAA+ de ATPases possui 0s motivos conservados
Walker A, Walker B, arginina finger, sensor 1 e sensor 2.

O motivo Walker A estd envolvido na ligacdo e consequentemente na
hidrolise do ATP, e a importancia deste motivo para a integridade do CPR em
eucariotos esta bem caracterizada. Em Cdc6 de S.cerevisiae mutagdes na
Lisina (K) conservada deste motivo causam a letalidade das células devido a
falhas na ligacdo do ATP e sua hidrolise (HERBIG et al.,, 1999). Mutacao
equivalente (K114E) em ScOrcl impede a formacédo do complexo com Cdc6
e a ligacéo deste complexo ao DNA (SPECK et al., 2005) e em HsOrcl, esta
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mutacéo reduz em até 4 vezes sua ligacdo ao DNA (GIORDANO-COLTART
et al., 2005).

Outro motivo responséavel pela ligacao e hidrolise de ATP é Walker B. Em
ScCdc6 a substituicdo do glutamato conservado deste motivo por glicina n&o
altera a formacdo do complexo com ORC mas altera a capacidade de ORC
se ligar ao DNA (KLEMM et al., 1997). Em células de levedura, a substituicéo
do &cido aspartico conservado deste motivo em Cdc6 por tirosina causa a
morte celular, devido sua incapacidade de carregar MCM2-7 para a origem
de replicacéo, além de falhas na liberacdo de Cdtl do complexo, impedindo
assim a sua ativacao. (BOWERS et al., 2004).

A funcdo do dedo de arginina, também caracteristico da familia AAA+ de
ATPases, foi pouco elucidada, mas um estudo com células de leveduras
mostrou que este é essencial para viabilidade celular, pois as células com
mutacBes neste residuo de Arginina em Orc4 foram incapazes de crescer.
Além de possuirem falhas no recrutamento de MCM2-7 para o DNA
(BOWERS et al., 2004).

As regides sensor 1 e sensor 2 possuem fungdes menos caracterizadas
dentre os diversos organismos do que Walker A e Walker B, mas sabe-se
que eles sdo importantes para atividade de ATPase dos membros da familia
AAA+. Esses motivos sdo capazes de detectar o ATP ou ADP ligado no sitio
de ligacdo (Walker A e Walker B) e regular a sua hidrolise (LENZEN, 1998).
Em ensaios In vitro, mutantes de Cdc6 de leveduras na regido sensor 1
interagem com ORC, mas o carregamento de MCM2-7 e a liberacdo de Cdtl
sdo reduzidos significativamente (EVRIN et al., 2013). Além disso, mutantes
na regido sensor 1 e sensor 2 apresentam diminuicdo no recrutamento de
MCM2-7 para origem e falhas na dimerizacdo deste hexamero. Levando ao
carregamento de um simples hexamero para origem, 0 que é insuficiente
para ativacao eficiente da replicacdo (EVRIN et al., 2013). A substituicdo das
argininas da regido sensor 2 por glutamato em ScOrcl diminuiu a hidrélise do
ATP na presenca e na auséncia do DNA especifico de origem. No entanto,
preservou a capacidade de ligacdo ao ATP, diminuindo o carregamento de
MCM2-7 a origem e afetando a progressdo da fase S do ciclo celular (
TAKEHARA et al., 2008).
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1.4.1 Montagem do CPR e o papel daligacdo e hidrélise do ATP nesse

contexto

A montagem do CPR e atua¢cdo do ATP e sua hidrélise ocorre da seguinte
maneira: A interacdo de ORC ao DNA depende da interacdo de ORC ao ATP
(figura 12).

Figura 12- Representacédo esquematica da montagem do CPR, incluindo o
papel do ATP e sua hidrélise

wadejuo

~

ADP +P; + Cdt1
hidrolise Cdcé

dissociagdo —>

A figura demonstra a importancia do ATP e sua hidrélise para montagem do CPR. A
ligagdo de ORC (azul escuro) a origem é dependente de sua interagdo com o ATP

(azul claro). Posteriormente, a hidrolise de ATP por Cdc6 (verde) é importante para
estabilizar sua interagdo com ORC e recrutar o duplo hexamero MCM2-7 para a
origem. Quando MCM2-7 esté estabilizada na origem, o CPR deve ser dissociado e a

hidrélise de ATP por Cdcé6 libera Cdtl (lilas), ORC e Cdc6 de MCM2-7.

A alta atividade de ATPase do complexo ORC impede a interagcdo de
ORC com uma sequéncia inespecifica de DNA. No entanto, na presenca de
uma origem especifica, a atividade de ATPase de ORC é inibida, a
conformacdo do complexo é alterada, ainteracdo ORC-DNA é estabilizada
e ORC passa entdo a interagir com Cdc6 (LEI; TYE, 2001) (figura 12). A
interacdo de ORC-Cdc6 € dependente da interacdo de Cdc6 com o ATP, e
uma vez ligado ao DNA, ORC e Cdc6 interagem com Cdtl, trazendo o

complexo MCM2-7 as origens de replicacdo. Nesse momento, a atividade de
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ATPase de Cdc6 é importante para estabilizar a interacdo ORC-Cdc6-
DNA, além de ser necessaria para o recrutamento do duplo hexamero de
MCM2-7 (EVRIN et al., 2013). Uma vez que a MCM2-7 esta estabilizado no
DNA, ORC, Cdc6 e Cdtl ndo sdo mais necessarias. Entdo, a dissociacdo
destas proteinas € também dependente da atividade de ATPase do
complexo ORC- Cdc6 (BELL, 2010; FRIGOLA et al., 2013; TSAKRAKLIDES,
2010). Apos a dissociagdo do CPR a atividade de ATPase de Orcl pode ser
necesséria para reativacdo de ORC , iniciando nova montagem do CPR
(figura 12) (EVRIN et al., 2013)

1.4.2 Atividade de ATPase de Orc1/Cdc6 em T.brucei

Pela analise da sequéncia de Orcl/Cdc6 de T.brucei evidenciou-se a
presenca dos sitios de ligacdo a ATP/GTP Walker A e Walker B, bem como
as regides sensor 1 e sensor 2 (figura 13). Além disso, foi demonstrado que a
proteina recombinante TbOrc1/Cdc6 hidrolisa ATP in vitro (GODOY et al.,
2009). Entretanto, a importancia da ligacdo e hidrdlise de ATP no CPR foi
comprovada para diversos organismos, mas nunca em T.brucei.
Compreender esse processo, além de elucidar parte da biologia desses
organismos, pode auxiliar na busca de alvos terapéuticos para as patologias

causadas pelos tripanossomas.
Figura 13- Sequéncia priméria de Orc1/Cdc6 de T.brucei

1 MERRRDSNGKSIAALRAGVAALSVSSNIASRELTCRDSHVEKAILDFLNDEKVHPVMQVE 58

PERE . SVNHALALLASSS PAGSKPTAVFLNGYI IQKTSDIYWI LNSHLSKTRLKH 117

59
118 AENCLPEQCPALIEKRFKQGWGSSTTPLCVIVVEEMBKVLKKENKAFFRIVOWLSLPYA 176
177 FCRLITISNSMELAADAKTRSRLDITKRLVFEPYSLPELKEIILRRVSHIKPTLFAERA 235
236 INYLCNQTASHYGDVRRLLQSASSAICGIMMRIFEGYKLPEKHDGLLTVKDVHSVVRQI <294
295 FHDRFVEFIQTIRLPVVFISVAVIAVETARLERANCEDSRLPIDSLFTATKRAQERFGS 349
350 VFADLHAVTLNYGAYLEIVEMLREVALIDVSVGEERIPVKTVQSLLEATERAHASMLop 408
409 FQTVVDACKLHDDFGTGICPLFS] 432
Elementos conservados importantes para ligacdo e hidrdlise do ATP em T.brucei.

Destacado em verde os motivos Walker A e Walker B respectivamente, e em amarelo
as regides sensor 1 e sensor 2.
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2 CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho caracterizamos os motivos importantes para a atividade de
ligacdo de ATP e hidrdlise de Orc1/Cdc6 de T.brucei. Além disso, mostramos
a importancia da atividade de ligacdo e hidrélise de ATP de TbOrcl1/Cdc6
para a estabilidade do complexo de pré-replicacdo, bem como para a
progressdo do ciclo celular e proliferacdo. Esses dados ndo sO trazem
importantes informagdes sobre a biologia replicava em T.brucei, mas também
evidenciam um possivel alvo molecular que pode ser empregado na
producdo de farmacos mais especificos e eficientes no tratamento da doenca
do sono.
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