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“A sabedoria da vida ndo estda em fazer aquilo que se gosta,
mas em gostar daquilo que se faz™.
Leonardo da Vinci

“E bom olhar pra tras e admirar a vida que soubemos fazer
E bom olhar pra frente, ¢ bom nunca ¢ igual

Olhar, ouvir e cantar um novo dia nascendo

E bom e é tio diferente”

Nando Reis
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RESUMO

A resposta de células eucarioticas ap0s exposicdo a estresse genotoxico € a ativacao
de uma intrincada rede de sensores, transdutores e efetores envolvidos em vias de
reparacdo de DNA e controle de ciclo celular. Para garantir a fidelidade dessas vias
regulatorias, existem mecanismos celulares evolutivamente conservados, chamados pontos
de checagem, que monitoram a estrutura dos cromossomos, coordenando reparacdo de
DNA e progressao do ciclo celular, controlando a capacidade da célula em parar o ciclo
celular como resposta a danos no DNA, concedendo tempo para que ocorra a reparacdo. Os
processos de reparacdo de danos no DNA sdo bem estabelecidos, porém, a sinalizacdo para
ativacdo de parada de ciclo celular na resposta a estas lesbes € menos conhecida.

A proteina Kin3 é uma serina treonina cinase de Saccharomyces cerevisiae
estruturalmente relacionada a NIMA, um regulador mitético descrito inicialmente no fungo
Aspergillus nidulans, o qual esta envolvido na regulacdo da progressédo da fase G,/M e na
organizacdo de alguns eventos mit6ticos. Como a maioria dos reguladores de ciclo celular
é conservada, neste trabalho avaliou-se a funcdo de Kin3p na resposta a danos no DNA.
Nossos resultados demonstram que a delecdo do gene KIN3 induz sensibilidade a
cisplatina, doxorubicina, mustarda nitrogenada e MMS. Além disso, 0 mutante kin3A nédo
apresenta uma parada de ciclo celular eficiente no ponto de checagem G,/M e uma
diminuicdo da reparacdo das quebras no DNA apds estes tratamentos, sugerindo que Kin3p
possa estar envolvida no reconhecimento ou sinalizacdo destas quebras. A expressdo do
gene KIN3 em resposta a estresse genotoxico esta aumentada, assim como ha um aumento
da expressdo da proteina codificada por este gene. O co-tratamento com cafeina, um

inibidor das proteinas de sinaliza¢do de danos no DNA Mecl e Tell, induz um aumento da
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sensibilidade aos agentes genotdxicos no mutante kin3 e diminui a expressdo do gene KIN3
na linhagem selvagem, sugerindo que a proteina Kin3 possa atuar em uma via de
sinalizagdo dependente de Mec1p/Tellp.

Na busca por esclarecimentos a respeito da via de atuacdo da proteina Kin3,
avaliou-se a interagdo da mesma com as proteinas do complexo Mrellp/Rad50p/Xrs2p, ja
que previamente Mrellp tinha sido apontada como parceira molecular da proteina
relacionada a NIMA de humanos Nek1. Nossos resultados de interacdo in vitro utilizando
o sistema duplo hibrido, demonstraram que a proteina Kin3 interage com cada uma das
proteinas do complexo MRX. Esta interacdo foi confirmada pela epistasia entre 0s
mutantes kin3A e mrellA, rad50A ou xrs2A em ensaios de sensibilidade a cisplatina,
mustarda nitrogenada e 8-MOP foto-ativado. A expressdo do gene KIN3, que como
mencionada anteriormente estd aumentada na resposta a estresse genotdxico na linhagem
selvagem, também estd aumentada nos mutantes do complexo MRX, demonstrado que a
ativacdo do gene KIN3 independe da formacdo do complexo MRX.

O conjunto de dados apresentados nesta tese demonstra, pela primeira vez, o
envolvimento da proteina Kin3 na resposta a agentes indutores de adutos no DNA, em uma
via dependente de Tellp/Meclp, através da interacdo com o complexo MRX. Embora, 0
progresso no entendimento dos mecanismos de deteccdo, sinalizagéo e reparacdao de danos
no DNA tem sido grande, muitos detalhes moleculares ainda esperam por respostas e 0

estudo de novas proteinas pode ser importante para o entendimento destas lacunas.
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ABSTRACT

The eukaryotic cells response to genotoxic stress is the activation of an intricate
network of sensors, transducers and effectors involved in DNA repair pathways and cell
cycle control. These regulatory pathways must be quite faithful. To reach this fidelity,
there are cellular mechanisms evolutively conserved, called cell cycle checkpoints, which
monitor the structure of chromosomes and coordinate DNA repair, cell cycle progression
by controlling the cell's ability to stop the cell cycle in response to DNA damage,
providing time for repair to occur. The DNA damage repair mechanisms are well
established. However, the signaling for cell cycle arrest activation in response to these
lesions is less well known.

Kin3 protein is a serine/threonine kinase of the budding yeast Saccharomyces
cerevisiae that is related to the NIMA (Never-In Mitosis, gene A) protein of Aspergillus
nidulans, which is involved in the response to DNA damage, regulation of G,/M phase
progression and is important for orderly mitotic events. Since the majority of cell cycle
regulators are conserved throughout the eukaryotic domain, in this work we show that
KIN3 gene deficient cells present sensitivity and fail to arrest properly at G,/M-phase
checkpoint in response to the DNA damage inducing agents MMS, cisplatin, doxorubicin
and nitrogen mustard, suggesting that Kin3 can be involved in DNA strand breaks
recognition or signaling. In addition, there is an increase in KIN3 gene expression in
response to the mutagenic treatment, which was confirmed by the increase of Kin3 protein.
We also showed that co-treatment with caffeine, a Mecl and Tell signaling DNA damage
proteins inhibitor, induces a slight increase in the susceptibility to genotoxic agents in

kin3A cells and abolishes KIN3 gene expression in wild-type strain, suggesting that Kin3
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protein can play a role in Tell/Mecl-dependent pathway activation induced after genotoxic
stress.

In search for understanding the Kin3 action mechanism in DNA damage response,
we evaluated the interaction of this protein with each component of Mrel1/Rad50/Xrs2
complex, since Mrell had previously been identified as Nekl (NIMA-related human
protein) molecular partner. Taking into account that the phenotype of Kin3-deficient cells
is rather similar to Nek1-deficient cells and that the MRX complex is highly conserved, we
show that the Kin3 protein interacts with each protein of the MRX complex using a two-
hybrid assay. These results were confirmed by the epistasis observed between KIN3 and
MRX in the sensitivity to cisplatin, nitrogen mustard and photo-activated 8-
methoxypsoralen. The KIN3 gene expression was upregulated in the wild type strain after
mutagenic stress, in the same way, is also increased in MRX mutants demonstrated that
KIN3 gene activation is independent of MRX complex formation.

The data presented in this thesis demonstrate, for the first time, the involvement of
Kin3 DNA adducts damage response in Tell/Mecl dependent pathway, by MRX complex
interaction. Although progress in understanding the mechanisms of detection, signaling
and repair of DNA damage has been increased, many molecular details are still waiting for

answers and the study of new proteins may be important for the understanding of these

gaps.
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1. Introducéo Geral

A manutencdo da estabilidade genética € um aspecto fundamental da vida.
Constantemente, as células estdo expostas a uma série de insultos exdgenos e endégenos
que podem afetar o DNA, colocando em risco a estabilidade desta molécula. Estas lesbes
podem bloquear a replicacdo do genoma e a transcricdo dos genes e, se ndo reparadas ou
reparadas incorretamente, induzem mutagdes no genoma ameacando a viabilidade dessas
células (JACKSON & BARTEK, 2009). A maioria das células eucaridticas emprega uma
porcentagem significante do seu genoma para codificacdo de proteinas de sinalizagdo de
danos, reparacdo de DNA e tolerancia a danos, que atuam em multiplos complexos e vias
inter-relacionadas, para minimizar os efeitos deletérios dos danos no DNA, visando a
precisdo da transmissdo da informacao genética ao longo das geracdes, assim como o fluxo
das informacdes DNA-proteina (LAMBERT et al., 2007).

A presenca de danos no DNA leva a ativacdo da maquinaria de reparacéo.
Entretanto, se esta lesdo ndo for rapidamente eliminada, ocorre uma parada temporaria do
ciclo celular, proporcionando maior tempo para que a reparacdo desses danos seja
efetivada. Os sistemas de vigilancia, chamados de pontos de checagem (checkpoints) de
danos no DNA, sdo cascatas de transducdo de sinais desencadeadas pela lesdo e resultam
na inibicdo da progressdo do ciclo celular e replicacdo de DNA (LAZZARO et al., 2009).
Os danos no DNA podem ser bioguimicamente reparados por vias mecanisticamente
distintas, espacial e temporalmente, conforme a natureza ou extensdo da lesdo (PUTNAM
et al.,, 2009). De acordo com o0 mecanismo de acdo, trés grandes vias sdo conhecidas
atualmente: a reparagéo direta, a reparacdo por excisdo e a reparacdo de quebras duplas
(FRIEDBERG et al., 2006). Existe ainda a possibilidade que um dano persista no genoma,

sendo tolerado por mecanismos nos quais a maquinaria de replicagdo é capaz de utilizar o
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DNA lesado como molde (sintese translesdo) (SLUPPHAUG et al., 2003; SCHMITT et
al., 2007). Quando a agressdo no genoma é muito grande para ser solucionada por estas
respostas, ha uma possibilidade adicional de eliminacdo das células com danos através de
mecanismos de apoptose e autofagia (NORBURY & ZHIVOTOVSKY, 2004; BURSCH et
al., 2008; HOEIUMAKERS, 2009). Dessa forma, as células integram o0s processos de
reparacdo de DNA com a transcricdo e morte celular programada, em uma rede que é
conhecida como resposta a danos no DNA (DNA damage response- DDR), a qual é
orquestrada por proteinas de pontos de checagem (JACKSON & BARTEK, 2009). Os

processos celulares em resposta aos danos no DNA estdo esquematizados na Figura 1.

Morte Celular

Checkpoint programada Bloqueioda
l T replicacao
Transc'iugaode Danosno DNA
sinal

Ativacao
transcricional
l ! J

Figura 1. Respostas celulares aos danos no DNA. As respostas as lesdes na molécula (em

amarelo) podem resultar na tolerancia ou repara¢do dos danos (em azul). O reparo dos
danos no DNA representados por vias de reparacdo especificas. Estes eventos sdo
modulados e facilitados pelos mecanismos de pontos de checagem (checkpoints) que
induzem parada de progressdo de ciclo celular em vérios pontos (em laranja) e bloqueio da

replicacdo (em cinza). De acordo com a extensdo da lesdo as vias de morte celular
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programada (apoptose e morte celular autofagica) podem ser ativadas (em rosa). Adaptado
de FRIEDBERG (2004).

Muito progresso tem sido feito na elucidacdo dos mecanismos das diferentes vias
de reparacdo de DNA e sinalizagdo destes danos, assim como na organizagdo espago-
temporal desses processos. A maquinaria basica para manutencdo do genoma e integridade
celular é tdo importante que muitos de seus mecanismos surgiram muito cedo e sdo
conservados ao longo do processo evolutivo. Muitas proteinas sdo homologas em forma
e/ou funcdo entre bactérias e células de mamiferos (HIETER et al., 1998; PETRANOVIC
& NIELSEN, 2008). As proteinas dos pontos de checagem de ciclo celular, por exemplo,
sdo bem conservadas de leveduras a células humanas, indicando que a preservacao destas
se mantém ao longo da evolugdo (VENCLOVAS & THELEN, 2000; KAI & WANG,

2003).

1.1.  Saccharomyces cerevisiae

A levedura Saccharomyces cerevisiae tem sido amplamente estudada, tornando-se
ferramenta importante nas pesquisas sobre 0os mecanismos de sinalizacdo e reparacdo de
danos no DNA, assim como para entendimento de diversas outras funcGes bioldgicas, em
razdo da sua simplicidade e similaridade genética, bioquimica e funcional com células de
mamiferos (HIETER, 1998; DOLINSKI & BOTSTEIN, 2005; OLIVER, 2006).

Algumas das propriedades que fazem da levedura particularmente apropriada para
estudos bioldgicos incluem seu rapido crescimento e o fato de possuir um sistema genético
bem definido. Ao contrario da maioria dos microrganismos, as linhagens da levedura S.

cerevisiae sdo estaveis tanto em estado haploide quanto diploide, o que permite que
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mutacOes recessivas sejam isoladas e manifestadas em linhagens haploides e, testes de
complementacdo e segregacdo génica possam ser estudados em linhagens diploides. A
levedura possui um sistema de transformacdo de DNA altamente versatil, onde a
integracdo de uma sequéncia de DNA procede majoritariamente via recombinacao
homdloga que, combinada ao alto grau de conversdo génica das leveduras, possibilitou o
desenvolvimento de técnicas para substituicdo direta de sequéncias de DNA geneticamente
modificadas, no lugar de sua copia normal no cromossomo. Deste modo, genes intactos,
mesmo aqueles dos quais ndo se conhecem mutagcfes, podem ser convenientemente
substituidos por alelos modificados. Estas técnicas tém sido extensivamente exploradas em
analises que vao desde a regulacdo até relacdo estrutura-atividade de proteinas
(SAMBROOK et al., 1999; BURKE et al., 2000).

Na levedura, os pontos de checagem de danos no DNA e de replicacdo sdo
executados por um conjunto de genes, como dito anteriormente, com equivalentes
estruturais ou funcionais em outras células eucarioticas. Entretanto, para compreensdo dos
pontos de checagem ao longo do ciclo celular, sdo necessarias algumas informacdes sobre

o ciclo celular.

1.2.  Ciclo celular e pontos de checagem

As células se reproduzem mitoticamente pela duplicacdo de seus contetdos e, entéo
se dividem em duas. Este ciclo de divisdo celular é a maneira fundamental pela qual todos
0s seres vivos sdo reproduzidos. A duragdo do ciclo celular varia de uma célula para outra
e, é tradicionalmente dividido em fases distintas: i) fase G; (G= gap), intervalo entre o
término da mitose e 0 comego da sintese de DNA, que envolve crescimento da célula e

preparo para a fase seguinte; ii) fase S (sintese), onde ocorre a replicacdo da molécula de
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DNA, iii) fase G, intervalo entre o final da sintese de DNA e o inicio da mitose, com
producdo de moléculas necessérias para a divisdo celular e; iv) fase M (mitose), onde
ocorre a divisdo nuclear seguida da citocinese. Adicionalmente, as células podem
interromper seu crescimento durante o ciclo e passar para um estado de quiescéncia,
frequentemente chamado de G, (ALBERTS et al., 2006). Uma vez estimuladas na
presenca de condicdes de crescimento necessarias, as células quiescentes deixam a fase Gg
e entram na fase G;, antes da sintese da molécula de DNA (fase S), seguido por uma
segunda fase de gap (G.) e da divisdo celular (mitose) (Figura 2).

O sistema controle de progressdo do ciclo celular esta baseado em trés familias de
proteinas que sdo chave para o seu funcionamento. A primeira é a familia das proteinas
cinases dependentes de ciclina (Cdk), as quais induzem processos dependentes pela
fosforilagdo de serinas e treoninas em proteinas selecionadas. A segunda familia é
composta por proteinas ativadoras especializadas chamadas de ciclinas, que se ligam as
Cdks e controlam sua habilidade de fosforilar proteinas-alvo apropriadas. A terceira
familia é representada pelas proteinas inibidoras de Cdk (CKI), Siclp em leveduras e p16,
pl7 e p21 em mamiferos, que atuam regulando os complexos ciclina-Cdk (ALBERTS et
al., 2006). Estes complexos CDKs-ciclinas sdo especificos em cada fase do ciclo celular.
Enquanto, as células de levedura possuem apenas uma proteina Cdk, que se liga a todas as
classes de ciclinas, em células de vertebrados existem quatro diferentes Cdks interagindo
com as ciclinas (Figura 2).

Algumas caracteristicas de ciclo celular, incluindo tempo para completar certos
eventos, variam entre 0s organismos (e entre tipos celulares de um mesmo organismo).
Contudo, a organizacdo basica do ciclo é essencialmente a mesma em todas as celulas

eucaridticas. Por exemplo, eucariotos superiores apresentam mais de uma Cdk (Figura 2),
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porém, somente a Cdk1 parece ser essencial e, assim como em leveduras, na auséncia das
demais Cdks, Cdkl pode controlar todos os eventos durante a divisdao celular
(SANTAMARIA et al., 2007).

M —
x Jin amuy
Ciclina- Cdk /7 N\

G,
Ciclina- Cdk
S
Ciclina- Cdk G,/S
Ciclina- Cdk
Complexo Vertebrados Levedura
Ciclina-Cdk Ciclina Cdk Ciclina Cdk
G, CiclinaD Cdk4, Cdk6é | CIn3 Cdk1
G,/S CiclinaE Cdk2 Cln1, 2 Cdk1
S CiclinaA Cdk2, Cdk1 Clb5, 6 Cdk1
M CiclinaB Cdk1 Clb1,2,3,4 Cdk1

Figura 2. Esquema geral da regulacdo do ciclo celular eucariotico. A progressdo do ciclo
celular é controlada por complexos de cinases dependentes de ciclinas (Cdk) nas fases G,
G4/S, S e Mitose (M). Estes complexos s@o formados pela subunidade ciclina regulatoria e
pela subunidade catalitica, representada pelas Cdks. Os complexos ciclina-Cdk sao
especificos a cada etapa do ciclo celular e diferem entre 0s organismos, conforme mostrado
na tabela. Adaptado de ALBERTS et al. (2006).

Os pontos de checagem operam durante todo o ciclo celular para manter a ordem e
a fidelidade dos eventos do ciclo celular em resposta ao estresse replicativo e quebras no
DNA, podendo diminuir a progressdo do ciclo celular em qualquer fase (SCHMITT et al.,
2007). De maneira geral, os danos no DNA usualmente causam parada em G; para

prevenir replicacdo de danos no DNA, parada em G,/M para prevenir segregacdo de
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cromossomos com danos durante a mitose ou ainda a parada na fase S é ativada por
insultos genéticos ou problemas na forquilha de replicacdo (ISHIKAWA et al., 2006). As
proteinas que atuam nestes pontos de checagem foram originalmente identificadas em
resposta a exposicdo a agentes indutores de danos no DNA, ja que a auséncia de
funcionalidade destas proteinas induz defeitos na progressdo ou parada do ciclo celular.
Defeitos nestes pontos de checagem prejudicam drasticamente a resisténcia das células a
estresse genotdxico, assim como a bloqueios na forquilha de replicacdo, resultando em
instabilidade gendmica (BRANZEI & FOIANI, 2008).

A transmissao dos sinais ou ativacdo destes alvos, frequentemente, € realizada por
diferentes eventos de fosforilacdo que afetam a expressdo dos genes de reparacdo,
modulam as transic¢des de ciclo celular por influenciar a atividade ou estabilidade de outras
proteinas que estdo envolvidas na manutencdo destes pontos de checagem ou na progressao
do ciclo celular como as Cdks e ciclinas, por exemplo (BRANZEI & FOIANI, 2008).
Além da fosforilacdo, outras modificagbes pos-traducionais como ubiquitinacdo e
sumoilacdo de proteinas envolvidas nestes processos sdo essenciais para regulacdo da
estabilidade e atividade de importantes componentes da maquinaria dos pontos de
checagem, regulando os eventos do ciclo celular. Estas modificagdes podem afetar o
recrutamento de proteinas de reparacdo ao local do dano no DNA ou dar eficiéncia e
especificidade para maquinaria de reparacdo junto a certos tipos de lesdo, facilitando, a
reparacao em uma fase especifica do ciclo celular (BRANZEI & FOIANI, 2007; 2009).

A resposta aos danos no DNA exige rapidez e eficiéncia das proteinas
sinalizadoras, além de sensibilidade para amplificar o estimulo inicial. As proteinas Mecl e
Tell, pertencentes a uma cascata de transducdo de sinal altamente conservada, apresentam

estas caracteristicas e, sdo fundamentais para a resposta celular a diversos tipos de danos
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no DNA (ROUSE & JACKSON, 2002). Na levedura S. cerevisiae, as proteinas Tell e
Mecl, homologas das proteinas ATM (Ataxia Telangiectasia-mutated) e ATR (ATM-
related) de mamiferos, respectivamente, sdo parte de um mecanismo sensor que detecta
lesbes de DNA e parada na forquilha de replicacdo, ativando cinases efetoras
(D’AMOURS & JACKSON, 2002).

A reguladora central dessa via de sinalizacdo em leveduras, Meclp, pertence a
familia de proteinas cinases semelhantes a fosfatidilinositol 3-cinase (PIKKs -
phosphatidylinositol 3-kinase—like protein kinases). Meclp funciona de uma forma
parcialmente redundante com Tellp, outro membro da familia PIKK (LISBY &
ROTHSTEIN, 2009). Enquanto a proteina Tell parece estar envolvida principalmente na
resposta a quebras dupla no DNA (DSB - Double Strand Breaks), a proteina Mecl,
responde a uma ampla variedade de lesdes e tem um papel particularmente importante na
manutencdo do genoma durante a replicacdo do DNA. Estudos demonstraram que a
disrupcdo de ATR ou Meclp causa letalidade celular. Por sua vez, ATM e Tellp ndo séo
proteinas essenciais, embora defeitos na ATM induzam uma sindrome neurodegenerativa,
com predisposicdo ao cancer, chamada de ataxia telangiectasia (AT) (revisado por ROUSE
& JACKSON, 2002). Um terceiro componente da maquinaria central dos pontos de
checagem, além de Meclp/ATM e Tellp/ATR, é a proteina DNA-PK. Esta cinase também
€ membro da familia das PIKKSs e responde a quebras duplas no DNA via interacdo com a
proteina de recombinacdo ndo homologa Ku80p (BRANZEI & FOIANI, 2008).

Vérias proteinas sao rapidamente fosforiladas por Mec1p/Tellp na resposta a lesdes
no DNA. Entre estas proteinas estdo as cinases efetoras Chkl e Rad53 (Chkl e Chk2,
respectivamente, nos mamiferos) que, quando ativadas, fosforilam e modulam as principais

proteinas de resposta a danos no DNA. Como Meclp e ATR, as proteinas Rad53 de
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levedura e Chk1 humana séo essenciais (NEVANLINNA & BARTEK, 2006). A ativacao
de Rad53p e Chkl1p pelas cinases Meclp e Tellp é dependente das proteinas Rad9 e Mrcl,
que atuam como adaptadoras neste processo (Figura 3) (BRANZEI & FOIANI, 2006).
Meclp, por exemplo, é independentemente recrutada nos sitios de danos, onde se
liga a0 DNA. Meclp forma um complexo com Ddc2p, e pode atuar tanto no
reconhecimento, quanto na transducdo dos sinais, ativando alvos a jusante, como as
proteinas Rad9, Rad53 e Chk1, com auxilio de pelo menos dois complexos formados por
proteinas distintas (CARBALLO & CHA, 2007). O primeiro deles lembra o fator de
replicacdo pentamérico (RFC), exceto pela proteina Rad24 (Rad17 em humanos). O RFC ¢
um complexo formado por uma subunidade maior, Rfcl, e quatro subunidades menores,
Rfc2-5, que adiciona a proteina antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA-
proliferating cell nuclear antigen) ao redor das juncdes iniciador-molde de DNA, em um
processo dependente de ATP (adenosina trifosfato) (ELLISON & STILLMAN, 2001). A
proteina Rad24 apresenta similaridade de sequéncia com a proteina Rfcl e interage com as
subunidades menores de RFC (MAJKA & BURGERS, 2004; AROYA & KUPIEC, 2005).
As proteinas do segundo complexo, Radl7, Ddcl e Mec3 mostram similaridade de
sequéncia com a PCNA. A PCNA ¢é o fator de processividade das DNA polimerases,
envolvido em sintese e reparacdo de DNA, com papel fundamental na determinacdo das
consequéncias do encontro do dano pela forquilha de replicagdo (HUBSCHER, 2009;
GALLEGO-SANCHEZ et al., 2010). As semelhancas dos complexos
Rad17p/Ddclp/Mec3p e Rad24p/Rfc2-5p com PCNA e RFC, geraram especulacfes sobre
seu modo de agdo e, de fato, 0 complexo Rad17p/Ddclp/Mec3p € guiado ao DNA pelo

complexo Rad24p/Rfc2-5p e, quando se desprende deste, percorre a molécula de DNA
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desempenhando fungcdo de monitoramento (Figura 3) (BRANZEI & FOIANI, 2006;

MAJKA et al., 2006).

Paradade ciclo celular

Figura 3. Ativacdo de parada de ciclo mediada pela via Meclp. Apés o reconhecimento
dos danos no DNA, provavelmente por fatores especificos de reparacdo da lesdo, Meclp-
Ddc2p se deslocam para sitios de danos independentemente dos complexos RFC-like
(Rad24p/Rfc2-5p) e PCNA-like (Radl7p-Ddclp-Mec3p). Da mesma forma, os dois
complexos, RFC-like e PCNA-like, sdo direcionados para estes sitios, independentemente
de Meclp. Exatamente como estes complexos séo direcionados para as lesdes do DNA e a
natureza exata das estruturas que eles reconhecem ainda sdo pouco conhecidos. A ativagdo
de Rad53p e Chklp, mediada pela proteina Rad9, acontece depois da formacdo dessa
estrutura com a consequente parada de ciclo celular. Modificado de ROUSE & JACKSON
(2002).
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A proteina ATM tem papel fundamental na resposta a DSBs em células humanas.
Contudo, a homdloga Tellp de S. cerevisiae tem um papel secundario na resposta a danos
no DNA. Tellp responde a DSB ndo processadas, controlando o ponto de checagem,
entretanto, este processo se torna aparente somente na auséncia de Meclp e converge para
uma via comum a de Meclp, ativando as cinases efetoras Chkl e Rad53 (LISBY et al,
2004). O complexo trimérico, conhecido como MRN (Mrellp/Rad50p/Nbslp) em
humanos e MRX (Mrellp/Rad50p/Xrs2p) em levedura, € substrato para as cinases ATM e
Tellp, respectivamente (GRENON et al., 2001; D’AMOURS & JACKSON, 2002). Como
apresentado na Figura 4, em resposta a formacdo de quebras duplas, o complexo MRX é
rapidamente recrutado aos sitios de dano, interagindo com Tellp. A proteina Mrell € o
primeiro fator a detectar os sitios de DSBs. Essa interacdo induz a auto-ativacédo de Tellp,
que atua entdo fosforilando as proteinas Mrell e Xrs2 (D"AMOURS & JACKSON, 2002;
LISBY et al., 2004). Meclp também parece interagir com o complexo MRX na resposta a
quebras duplas, em uma resposta que parece ser independente de Tellp (GRENON et

al.,2006).
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Figura 4. Modelo de funcdo para o complexo MRX na sinalizagdo de danos no DNA.
Quebras duplas no DNA (DSBs) apresentam um fraco potencial para ativar pontos de
checagem de ciclo celular. Entretanto, uma vez que o complexo MRX tenha detectado
estas DSBs, a atividade exonucleasica deste complexo pode gerar regides de DNA simples
fita que s@o potentes indutores de ativagdo de pontos de checagem. Estas regides podem,
por exemplo, estimular cinases como a Tellp, resultando em amplificacdo da sinalizagéo
de dano no DNA. Tellp pode, entdo, fosforilar as proteinas Mrell e Xrs2, que podem
regular sua atividade. Modificado de D"’AMOURS & JACKSON (2002).

A cascata de sinalizacdo celular que regula especificamente a parada de ciclo
celular € somente parte da maquinaria que reconhece e responde aos danos no DNA e que,

como descrito acima, sdo redes complexas. Na Tabela 1 estdo listadas as principais
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proteinas de sinalizacdo celular de resposta a danos no DNA em S. cerevisiae e as suas

homologas em mamiferos, baseado na similaridade funcional e/ou de sequéncia.

Mrell/Rad50/Xrs2 Mrell/Rad50/Nbs1 Sensor
Rpal Rpal
Mecl/Ddc2 ATR/ATRIP Sensor/Transdutor
Tell ATM
Rad24/Rfc Rad17/Rfc Sensar
Ddcl/Mec3/Rad17 Rad9/Hus1/Rad1
Rad9 Mdc1/53BP1 Adaptador/
Mrcl Claspina Transdutor
BRCA1/Bard1l
Rnf8
Rap80/Abraxas/BRCC36
Chk1 Chk1 Efetor
Rad53 Chk2

Tabela 1. Proteinas de checagem de ciclo celular e a fungdo relacionada. Estéo listadas as
proteinas de S. cerevisiae e os homologos em células de mamiferos. Adaptado de
NAVADGI-PATIL & BURGERS (2009).

As proteinas de checagem de ciclo celular séo frequentemente recrutadas aos locais
de lesdo no DNA por complexos de reparacdo que geram estruturas intermediarias de
DNA, que funcionam como sinais para ativar estas respostas de checagem. Por exemplo,
fatores do processo de reparacdo por excisao de nucleotideos (NER) sdo requeridos para
processar lesdes induzidas por radiacfes ultravioleta na levedura S. cerevisiae na fase G;
do ciclo celular. Seguida da ativacdo, os efetores dos pontos de checagem (Rad53p e
Chklp, em S. cerevisiae) transmitem e amplificam estes sinais para alvos a jusante, como o
restante do aparato de reparacdo de DNA e a maquinaria de ciclo celular (ASHWELL &

ZABLUDOFF, 2008).
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1.3.  Processos de reparacgdo de danos no DNA

Reparacdo de DNA é o termo bioquimico que define os processos bioldgicos de
remocgdo das alteragcBes quimicas na molécula de DNA e o re-estabelecimento da
integridade do genoma, abrangendo a totalidade das mdltiplas e diversas vias que as
células vivas fazem uso para responder aos danos no DNA (FRIEDBERG, 2008). Existe
uma sobreposi¢do funcional entre as diferentes vias de reparacdo de DNA, de forma que
varios complexos atuam ao mesmo tempo na reparacdo de diferentes tipos de danos
(LINDAHL & WOOD, 1999; SLUPPHAUG et al., 2003). Esta diversidade de vias de
reparacdo de DNA pode ser observada quando as mesmas sdo comparadas entre si. Por
exemplo, algumas vias sdo usadas para reparar apenas um tipo de lesdo, enquanto outras
sdo mais abrangentes em seus requerimentos enzimaticos. Da mesma forma, algumas vias
de reparacdo sd@o mecanisticamente simples, enquanto outras sao complexas, envolvendo
multiplos passos enzimaticos atuando com diferentes complexos protéicos (EISEN &
HANAWALT, 1999).

Como mencionado anteriormente, atualmente sdo conhecidas trés grandes vias de
reparacao de DNA, agrupadas em funcéo dos seus mecanismos de acdo. A primeira delas é
representada pelos processos de reparacdo direta, apresentando dois mecanismos
principais: a fotorreativacdo, catalisada por enzimas pertencentes a familia das
fotoliases/criptocromos, e a reversdo de bases alquiladas, catalisadas pelas DNA
metiltransferases (CHRISTMANN et al., 2003). Os processos de reparacdo por excisdo de
nucleotideos (NER - nucleotide excision repair), reparagdo por excisao de bases (BER -
base excision repair) e reparacdo de erros de emparelhamento de bases (MMR - mismatch
repair) fazem parte da segunda grande via de reparacdo de lesdes no DNA, a via de

excisdo (HSIEH & YAMANE, 2008; ROBERTSON et al., 2009; LIU et al. 2010). A
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reparacdo recombinacional representa a terceira grande via e esta envolvida na resposta as
quebras na molécula de DNA. A reparacdo de quebras duplas possui dois mecanismos
principais: a recombinacdo homdloga (HR - homologous recombination) e a recombinacgao
ndo homologa (NHEJ - non-homologous end joining), ambas com requerimentos
enzimaticos unicos, podendo ter funcfes sobrepostas para manutencdo da integridade
cromossomal em eucariotos (PARDO et al., 2009; SHRIVASTAV et al., 2009). Os

diferentes tipos de danos no DNA e processos de reparacdo de DNA estdo sumarizados na

Figura 5.
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Figura 5. Danos no DNA e os mecanismos de reparo. Agentes que induzem danos no DNA
(acima); exemplos de lesGes induzidas por estes agentes (meio); e 0S mecanismos mais
relevantes de reparacdo de DNA para remocdo destas lesdes (abaixo). Modificado de
HOEIJMAKERS (2001).
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Os danos no DNA séo diversos e geralmente adversos, incluindo modificacGes
quimicas que ocorrem nas bases nitrogenadas (purina e pirimidinas), na desoxirribose e na
ponte fosfodiéster. Entretanto, de todas essas modificacdes que podem ocorrer, as bases
modificadas sdo as mais comuns (EVANS et al., 2004). Os efeitos agudos resultam em
disturbios do metabolismo do DNA, provocando parada do ciclo celular ou morte celular.
Os efeitos a longo prazo resultam em mutacGes irreversiveis que podem, em organismos
multicelulares, contribuir para a oncogénese (HOEIJMAKERS, 2001).

Enquanto algumas lesdes, como O-6-metilguanina, sdo sujeitas a uma reversdo
direta mediada por proteinas, a maioria das lesdes sdo reparadas por uma sequéncia de
eventos cataliticos mediados por multiplas proteinas. Na reparagdo MMR, a deteccdo de
erros de pareamentos, inser¢des ou delegdes de bases induz uma incisao na fita simples que
é substrato para nucleases, polimerases e DNA ligases (LI, 2008). Bases anormais, adutos
de base simples, sitios abasicos e bases oxidadas (8-oxiguanina, por exemplo), reparadas
pelo BER, séo reconhecidas por enzimas glicosilases, que fazem a remoc¢éo da base lesada,
seguida da acdo de nucleases, polimerases e ligases que completam a reparacdo (BAUTE
& DEPICKER, 2008; DALHUS et al., 2009). O NER reconhece distor¢des na hélice como
consequéncia de lesbes nas bases que compdem a molécula, como as induzidas pela luz
ultravioleta (dimeros de pirimidinas). Este sistema pode ser subdividido em duas sub-vias,
que diferem no sistema de reconhecimento da lesdo: NER acoplado a transcricdo (TC-NER
— transcription coupled NER), o qual reconhece especificamente lesdes que bloqueiam a
transcricdo, e NER de genoma global (GG-NER — global genome NER). De maneira geral,
no NER, 22-30 nucleotideos sdo retirados produzindo DNA simples fita (sSDNA - single
strand DNA) seguido da atuacdo de polimerases e fatores associados antes da ligagao

(JACKSON & BARTEK, 2009, LIU et al., 2010). Tanto as vias de reparacdo direta quanto
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a de excisdo sdo essenciais para a remog¢do de bases modificadas e adutos, de forma que
respondem por grande parte da atividade de reparacdo de DNA na célula (BOITEUX &
GUILLET, 2004; DALHUS et al., 2009; ZHAO et al., 2009; VASQUEZ, 2010).

As quebras no DNA podem acontecer como consequéncia de ataque de um agente
quimico ou fisico a ponte fosfodiéster ou de um bloqueio no processo de replicacdo ou
ainda, da acdo de enzimas especificas com funcdes de reparacdo e/ou que atuem no
metabolismo geral do DNA (MURAKAMI et al., 2009; NAHAS & GATTI, 2009). As
lesdes do tipo DSBs sdo consideradas as mais toxicas para celula, pois quando néo
reparadas podem originar mutagdes e arranjos cromossémicos que podem ter como
consequéncia a perda de cromossomos ou morte celular (DUDAS & CHOVANEC, 2004).
Os dois principais mecanismos, evolutivamente conservados em eucariotos, envolvidos na
reparacao de DSBs sdo o de recombinacdo ndo homdéloga (NHEJ) e o de recombinacéo
homologa (HR). No NHEJ, as quebras duplas sdo reconhecidas pelas proteinas Ku que,
entdo, se ligam ativando as proteinas DNA-PK, levando ao recrutamento e ativacdo de
enzimas de processamento de extremidades, polimerases e DNA ligases. No HR, o
processo de reparacdo de DSBs é sempre iniciado pela geracdo de DNA simples fita, o
qual é promovido pela acdo de varias proteinas incluindo o complexo MRX. Em eventos
catalisados pela proteina Rad51, com auxilio das proteinas Rad54 e RPA, inicia-se a
invasdo da fita homdloga, seguida da acdo de polimerases, nucleases, helicases e outros
componentes e, por fim, a ligacdo e a resolucdo das juncdes de Holliday (SHRIVASTAV
et al., 2008).

Além dos mecanismos de reparacdo, existe o processo de tolerdncia a danos
chamado sintese translesdo (TLS - translesion synthesis), no qual o dano ndo é

efetivamente reparado mas ocorre um desvio (bypass) das lesdes, permitindo a concluséo
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da replicacdo. Em eucariotos, as polimerases pertencentes a familia Y e a DNA polimerase
{ (pertencente a familia B) sdo capazes de promover a replicacdo através de lesdes no
DNA. Ao contrario das polimerases replicativas que sintetizam DNA com um alto grau de
precisdo e sdo bloqueadas por lesdes que distorcem significativamente a topologia do
DNA, as polimerases da TLS sdo capazes de sintetizar através destas lesdes, devido a
presenca de sitios ativos mais abertos que permitem acomodar estas lesbes, porém
apresentam uma taxa muito maior de erro que as polimerases replicativas (PRAKASH et

al, 2005; ANDERSEN et al., 2008; GAME & CHERNIKOVA, 2009).

1.4.  Formacéo de adutos no DNA

A formacgdo de ligacBGes covalentes entre determinadas classes de substancias
quimicas e as bases nitrogenadas do DNA é conhecida como adutos (Sharer, 2005).
Quimicamente, os compostos ou agentes formadores de adutos podem ser separados em
mono- e bi-funcionais (BELJANSKI et al., 2004). Os agentes monofuncionais induzem a
formacéo de ligacdo covalente entre um composto quimico e apenas uma base nitrogenada
(adutos monofuncionais). Os agentes alquilantes, como o0 MMS (metilmetano sulfonato),
sdo exemplos de substancias capazes de gerar monoadutos, que podem ligar-se as bases do
DNA através do grupamento metila (SANDERSON & SHIELD, 1996). Os agentes
bifuncionais possuem a habilidade de se ligar covalentemente a duas bases nitrogenadas
(adutos bifuncionais), estejam estas situadas na mesma fita de DNA (pontes intracadeia) ou
em fitas separadas (pontes intercadeias — interstrand cross-links ou ICLs). Exemplos destes
agentes sdo a cisplatina, mustardas nitrogenadas e psoralenos bifuncionais (SANDERSON

& SHIELD, 1996; DRONKERT & KANAAR, 2001).
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O agente monofuniconal MMS induz metilagcdo na posi¢cdo N-7 de guanina (N7-
MeG), na posicdo N-3 da adenina (N3-MeA) e na posi¢do O-6 da guanina (O6-MeG), as
quais compreendem 82 %, 11 % e 0,3 %, respectivamente, do total de lesbes causadas
(WYATT & PITTMAN, 2006). Em relacdo aos agentes bifuncionais, a cisplatina interage
com o DNA formando adutos bifuncionais do tipo intracadeia e ICLs (5 a 8 % do total de
adutos), ligando-se, preferencialmente, na posicdo N-7 de guaninas (FRANKENBERG-
SCHWAGER et al., 2005; TSANG et al., 2009). As mustardas nitrogenadas bifuncionais
atuam alquilando o DNA na posi¢do N-7 da guanina ou na posi¢cdo N-3 da adenina,
formando em torno de 5 % de adutos do tipo ICL (McHUGH et al., 1999; 2000). O 8-
metoxi-psoraleno interage com o DNA em duas etapas, na primeira delas, intercala-se
entre as bases pirimidicas sem formar ligacdes covalentes e, na segunda etapa, os adutos
sdo formados por uma fotocicloadicéo entre a dupla ligacdo 4,5 do anel furano ou 3,4 do
grupo cumarinico com a ligagdo 5,6 da timina. Um segundo foton induz a formacéo de
ICLs (MENIEL et al., 1997; BRENDEL & HENRIQUES, 2001). Os agentes quimicos e a

interacdo destas substancias com a molécula de DNA sdo apresentadas na Figura 6.
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Figura 6. Exemplos de agentes mono- e bi-funcionais (A) e a interacdo destas moléculas
(em vermelho) com o DNA (B).O 8-MOP pode induzir ICLs (1), assim como formar

mono-adutos com o0 DNA (2).

Embora seu mecanismo de acdo ainda nao esteja completamente elucidado, a
doxorubicina é outro agente que pode formar adutos covalentes com DNA. O mecanismo
proposto para interacdo da doxorubicina com o DNA envolve a ligacdo covalente de
maneira especifica em sitios de G-C (GpC), mediada por uma ligacdo amina na presenca
de formaldeido entre a N-3 da droga com a N-2 da guanina (Figura 7). A fita
complementar de DNA se liga através de pontes de hidrogénio a doxorubicina,

estabilizando o aduto doxorubicina-DNA (SPENCER et al., 2008). E importante ressaltar,
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entretanto, que o principal mecanismo de citotoxicidade da doxorubicina envolve inibi¢ao

de enzimas topoisomerase Il (COLDWELL et al., 2008).

Figura 7. Interacdo entre doxorubicina e DNA. A estrutura da doxorubicina é mostrada em
preto, enquanto as bases do DNA sdo mostradas em cinza. Uma interagdo covalente ocorre
entre 0 N-3 da doxorubicina com a N-2 da guanina do DNA e uma interacdo néo
covalente, do tipo ponte de hidrogénio, entre a doxorubicina e uma segunda fita de DNA.
Modificado de SPENCER et al. (2008).

1.5. Reparacdo de adutos

Depois da formacdo dos adutos no DNA, para realizar os processos metabdlicos
normais do DNA, como replicacdo e transcricdo, as células devem ser capazes de remover
ou tolerar estas lesbes. Em leveduras, a reparacdo de ICLs € realizada de maneira
coordenada por proteinas de varias vias, incluindo BER, NER, MMR, HR e TLS
(VASQUEZ, 2010). O mecanismo de reconhecimento do ICL pode requerer parada da
forquilha de replicacdo e/ou a ligacdo ao DNA de proteinas que reconhecem a distorgédo

induzida pela ICL. Um passo inicial na reparacdo de DNA é a geracdo de incisdes na
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proximidade da ICL (HANADA et al., 2006). Passos envolvendo a sintese translesdo tém
sido propostos, dependentes ou independentes dos processos de reparagdo (McCHUGH &
SARKAR, 2006). O colapso da forquilha da replicacdo na presenca de ICLs pode gerar
DSBs, incluindo, entédo, a participacdo da via recombinacional (NIEDERNHOFER et al.,
2004).

De maneira geral, o BER elimina os adutos de bases que provocam distor¢des
relativamente menores no DNA (MEMISOGLU & SAMSON, 2000); o NER ¢é uma
importante via pela qual as células podem remover adutos volumosos no DNA que
induzam distor¢bes na hélice (FRIEDBERG et al., 2006); a via MMR corrige 0S erros
(insercOes, delecdes e/ou substituicbes de base) criados durante a replicacdo do DNA
(HARFE & JINKS-ROBERTSON, 2000). Os processos de recombinacdo e TLS também
oferecem rotas pelas quais as células podem continuar a duplicacdo do DNA, apesar da
presenca de adutos bloqueando a forquilha de replicacdo (DOETSCH et al., 2001). Estas
vias sdo consideradas de tolerancia aos danos do DNA, pois permitem que as células
possam concluir a replicacdo e mitose em detrimento do aumento de mutacédo e frequéncia

de recombinacdo (BELJANSKI et al., 2004). Estes percursos sdo resumidos na Figura 8.
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Figura 8. Principais vias para processamento de adutos no DNA em S. cerevisiae. O X representa os tipos de danos causados por agentes que
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NER e MMR) resultam no re-estabelecimento da molécula de DNA ao estado original anterior ao dano enquanto TLS resulta em instabilidade

genética e HR, embora seja uma via livre de erro, pode levar a um aumento da frequéncia de recombinacdo e, por isso, sdo considerados vias de

tolerancia ao dano. Adaptado de BELJANSKI et al. (2004).
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1.6.  Um pouco mais sobre o complexo MRX

Os genes MRE11, RAD50 e XRS2 foram identificados em triagens de mutantes de S.
cerevisiae sensiveis a radiacdo ionizante e/ou defeituosos em recombinacdo meiotica
(SYMINGTON, 2002). Atualmente, sabe-se que o complexo MRX €é importante na
manutencdo da estabilidade gendmica funcionando em vias de reparacdo de DNA, vias de
recombinacdo genética, manutencao de telébmeros e, como visto anteriormente na sinalizacao
celular (TSUKAMOTO et al., 2004; KROGH et al., 2005; GHOSAL & MUNIYAPPA,
2007). As proteinas pertencentes a este complexo, Mrell, Rad50 e Xrs2, formam um
complexo de alta afinidade com wuma estequiometria de 2:2:1, respectivamente
(CHAMANKHAH & XIAO, 1999).

Mrellp € o nucleo do complexo e interage independentemente com Rad50p e Xrs2p,
além de interagir consigo mesmo formando dimeros e grandes multimeros (CHAMANKHAH
& XIAO, 1999). Entre as propriedades biologicas da proteina Mrell inclui-se: i) atividade
exonucleasica 3° — 5’ simples fita (ssDNA — single strand DNA) e dupla fita (dASDNA — double
strand DNA); ii) atividade endonucleasica sSDNA, iii) dissociacdo de fitas de pequenos duplex
de DNA, embora esta atividade seja limitada e iv) atividade de ligacdo a sSDNA e dsDNA
(TSUKAMOTO et al., 2005). As atividades nucleéasicas e de ligacdo ao DNA sdo estimuladas
pela presenga de Rad50 (D’AMOURS & JACKSON, 2002). A proteina Rad50 possui
habilidade de se ligar a dSDNA, em um processo dependente de ATP formando dimeros, que
combinam com duas moléculas de Mrellp para formar um complexo tetramérico estavel
(TSUKAMOTO et al., 2005). Esta ligacdo de Rad50p mantém as extremidades de DNA

préximas, auxiliando no processo de reparacdo de quebras duplas (ANDERSON et al, 2001).
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Ainda, como mencionado acima, Rad50p possui a capacidade de estimular a atividade
exonucleasica de Mrellp, enquanto regula negativamente a atividade endonucleésica,
prevenindo a degradacdo excessiva do DNA (D"AMOURS & JACKSON, 2002; GHOSAL &
MUNIYAPPA, 2007).

A proteina Xrs2, assim como a proteina Nbsl de mamiferos, é o componente mais
enigmatico do complexo MRX, em fun¢do da divergéncia na sequéncia encontrada entre 0s
homologos nos diferentes organismos e da falta de fungbes bioquimicas claras. O dominio N-
terminal conservado FHA (forkhead-associated) e o dominio BRCT, detectado recentemente,
estdo envolvidos na interacdo proteina-proteina, e esta interacdo parece ser regulada pela
fosforilagdo dos parceiros moleculares (STEININGER et al., 2008). Além de mediar
interacbes proteina-proteina entre o complexo MRX e outras proteinas de sinalizacdo e
reparacdo de DNA, a proteina Xrs2 modula a atividade nucledsica do complexo
Mrellp/Rad50p, e em funcéo de sua capacidade de ligacdo a estruturas secundarias de DNA,
ajuda a direcionar o dimero Mrellp/Rad50p até os locais de quebras duplas no DNA
(D"AMOURS & JACKSON, 2002; TRUJILLO et al., 2003).

Como visto na se¢do 1.2, o complexo MRX participa da sinalizacdo de quebras duplas
no DNA. Adicionalmente, este complexo tem funcdes na reparacdo destas lesdes (LISBY et
al., 2004). Na reparacdo por recombinacdo homdloga, a proteina Mrell esta envolvida no
inicio do processo fazendo a resseccdo 3’ — 5° das extremidades das DSBs para gerar
extremidades 3’ livres, enquanto a proteina Rad50, através da sua capacidade de ligacdo as
extremidades do DNA, tem como funcédo facilitar a busca de sequéncias homologas na fita
molde (Figura 9A) (D’AMOURS & JACKSON 2002; ASSENMACHER & HOPFNER,

2004). Na reparacdo ndo homdloga (NHEJ), embora o complexo possua funcdo nucleésica, o
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papel essencial parece ser estrutural, mantendo as extremidades das quebras unidas e
recrutando o complexo ligase. Dessa forma, enquanto a proteina Rad50 ajuda a manter as
extremidades das DSBs proximas, facilitando seu pareamento e ligagdo, a proteina Xrs2

interage com Lif1, estimulando a reacéo de ligacdo pelo complexo Lig4 (Figura 9B) (PARDO

et al., 2009).
A B
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Figura 9. Participacdo do complexo MRX nos processos de reparacdo de quebras duplas via
recombinacdo homologa e recombinagdo ndo homdloga. No processo de recombinagdo
homologa (A), o complexo MRX participa do reconhecimento e processamento das
extremidades geradas ap0s as DSB. No processo de recombinacdo ndao homologa (b) o
complexo MRX parece envolvido na manutencdo das extremidades DSB préximas interagindo
com o complexo Lig4p/Lifl. Modificado de VAN ATTIKUM & GASSER (2005).



Pagina |43

1.7. Regulagéo da reparacédo de DNA através do ciclo celular

Os cromossomos eucarioticos sao replicados e segregados e, para isso, é necessario que
sejam condensados e descondensados. Estes eventos ao longo do ciclo celular sdo acoplados a
mudancas topoldgicas mediadas pelas toposiomerases. A estrutura e a compactacdo da
cromatina também sdo reguladas através do ciclo celular, e pode, ser influenciadas por pontos
de checagem e outras modificagdes pds-traducionais. O processo de reparacdo de DNA que
ocorre em resposta aos diversos estresses genotdxicos € indispensavel para a manutencéo da
integridade gendmica. As lesdes no DNA ativam vias de pontos de checagem que regulam a
especificidade dos mecanismos de reparacéo nas diferentes fases do ciclo celular.

As celulas em G; necessitam reparar danos acidentais, como aqueles gerados por
espécies reativas de oxigénio (ERO), agentes quimicos, radiacdo ultravioleta ou radiacéo
ionizante antes do comeco da replicacdo, para que estas lesdes ndo induzam uma parada da
forquilha de replicacdo ou convertam estas lesdes primarias em outros tipos de danos no DNA
que podem resultar em consequéncias perigosas para célula. Por exemplo, a oxidagdo de
guanina gera oxoguanina que € altamente mutagénica, pois pode parear com a adenina durante
a replicacdo e causar uma transversdo de G:C para T:A, uma das mutacBes mais comuns em
canceres humanos (JIRICNY, 2006). Como mencionado anteriormente, este tipo de lesdo pode
ser removido pelo BER. Outros mecanismos de reparacdo que ocorrem durante a fase G;
incluem NER e NHEJ. Entre outros, 0 NER esta envolvido na reparacdo de ICLs durante a
fase G; em conjunto com polimerases de translesdo (SANCAR et al., 2004). As guebras que
ocorrem quando a célula estd em G;, normalmente, sdo reparadas pela via de recombinacao

ndo homologa, em funcdo da alta compactagdo da cromatina e auséncia de crométides irmas
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(BRANZEI & FOIANI, 2008). Em resposta a danos no DNA na fase G;, eucariotos superiores
ativam uma via de checagem de ciclo celular dependente de ATM/ATR e Chk1p e Chk2p para
inibir a atividade das proteinas Cdk. E importante lembrar que diferentes membros da familia
Cdk, em associagdo com diferentes ciclinas, regulam as transi¢des ao longo do ciclo celular. A
inibicdo de Cdk previne o recrutamento de Cdc45, um fator de replicacéo essencial, e de E2F,
fator de transcricdo necessario na fase S (BARTEK & LUKAS, 2001). Em leveduras, existe
apenas uma Cdk, a qual se associa com diferentes ciclinas ao longo do ciclo celular. A Cdkl
ndo parece participar do checkpoint G;/S e € inativada por fosforilacdo somente depois da
entrada na fase S, tendo funcgdes especificas na fase G;. Outra diferenca importante € que este
ponto de checagem é mediado somente por Meclp. A resposta a UVC e MMS envolve uma
via de inibicdo do fator de transcricdo Swi6p, o qual é responsavel pela ativacdo de genes da
fase S. Entretanto, embora Swi6p de levedura e E2F de mamiferos apresentem funcéo analoga,
ndo existe similaridade de sequéncia entre eles e 0 mecanismo de inibicdo executado por
Swi6p é diferente do conduzido pelo E2F. Interessantemente, as células de levedura utilizam
uma estratégia similar a de eucariotos superiores, inibindo o programa de transcricdo
requerido para entrada na fase S em resposta a danos no DNA na fase G; (GRALLERT &
BOYE, 2007).

Na fase S, além do estresse genotoxico, perturbacGes na forquilha de replicacdo podem
levar a parada de ciclo celular. Os dados obtidos em levedura tém mostrado claramente que 0s
pontos de checagem na fase S sdo mais significativos para evitar instabilidade gendémica do
que os das fases G; e G,/M (BARTEK et al., 2004). Os pontos de checagem na fase S podem
ser classificados em trés tipos: i) intra S dependente de replicacdo; ii) intra S independente da

replicagdo, o qual pode ser induzido por quebras duplas no DNA; iii) S-M dependente de
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replicagdo. Estes pontos de checagem sdo mutuamente coordenados e compartilham alguns
componentes, embora os efetores ainda ndo estejam totalmente definidos (para revisao
BARTEK et al., 2004). Componentes chaves dos pontos de checagem durante a replicacdo
incluem a proteina de replicacdo A (RPA) e os complexos Meclp/Ddc2p e
Mec3p/Rad17p/Ddclp. Os complexos sensores Meclp/Ddc2p e Mec3p/Radl7p/Ddclp
reconhecem o dano de maneira independente e sua co-localizacdo aumenta a ativacdo de
Meclp (MELO et al., 2001). O sinal de danos no DNA ¢é re-transmitido pelo mediador Rad9p,
ou pelo mediador especifico de estresse na replicacdo Mrclp, as cinases efetoras Chkl e
Rad53. Durante a replicacdo as principais lesdes que podem induzir parada de ciclo celular
envolvem a formacdo de DNA simples fita ou de lacunas no DNA, que podem ser reparados
por HR ou TLS, e ainda a formacao de quebras duplas como resultado do colapso da forquilha
de replicacdo, também reparadas por HR (BRANZEI & FOIANI, 2008).

O ponto de checagem G,/M ¢ ativado na presenca de lacunas e quebras duplas no DNA
ocorridas durante a replicacdo como consequéncia do estresse genotdxico aumentado na fase
G, ou ainda devido a perturbagdes do citoesqueleto (ANDREASSEN et al., 2003). Assim
como na parada de fase S, varias proteinas localizam-se no ponto de checagem G,/M, tais
como Tell, Mecl, Mec3, RPA, Ddcl, Ddc2, Rad9, Rad24, Mrell, além de Chkl e Rad53
(ISHIKAWA et al., 2006). Ressalta-se que Rad53p é requerida para resposta aos danos no
DNA em todas as fases do ciclo celular e Chk1p contribui para ativacdo do ponto de checagem
G,/M em uma maneira dependente de Rad53p.

A transicdo entre a fase G, e mitose esta sob controle da proteina Cdkl1, uma proteina
altamente conservada em eucariotos. Esta proteina pode ser regulada de duas formas: i)

através da ligacdo a ciclina B, ja que a Cdkl como mondmero € inativa e ii) através de uma
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série de reacOes de fosforilaces e defosforilagdes reversiveis, especialmente catalisadas pela
cinase Weel e pela fosfatase Cdc25, controlando a atividade da Cdk1/Ciclina B (RALEIGH &
O’CONNELL, 2000). Em mamiferos, a decisdo de entrar na mitose é mediada por uma rede
de proteinas que regulam a ativacdo do complexo ciclina B-Cdkl. Na parada G,/M, as
proteinas ativas ATM/ATR e Chk1/Chk2 induzem o sequestro, a degradacdo ou a inibicao de
fosfatases pertencentes a familia Cdc25, as quais normalmente estdo envolvidas na ativacéo de
Cdk1 na progressdo da fase G, para a mitose (KASTAN & BARTEK, 2004).

A cinase Cdk1 ativa, fosforila uma variedade de substratos, incluindo histonas, laminas
nucleares, proteinas associadas ao microtubulo, fatores de transcri¢do e fosfatases, resultando
em uma reorganizacdo celular caracteristica da mitose. No fungo filamentoso Aspergillus
nidulans, além de Cdkl, € necessario também a ativacdo de uma serina-treonina cinase
chamada NIMA (never in mitosis A) para a entrada em mitose (FRY & NIGG, 1995;

OSMANI & YE, 1996).

1.8. Proteina NIMA

A proteina NIMA de A. nidulans é uma serino-treonina cinase codificada pelo gene
nimA, com papel essencial na entrada da mitose (OSMANI et al., 1991a). Além de regular a
progressdo da fase G,/M, esta proteina estd envolvida na resposta a danos no DNA, na
fosforilagdo de proteinas com carater acido e também na regulacdo dos eventos mitoticos,
incluindo organizacao do fuso mitético e formacgédo adequada do envelope nuclear (OSMANI
et al., 1988; 2001a; 2001b). Em relacdo aos danos no DNA, OSMANI et al. (2001b) sugerem

em alguns dos seus estudos iniciais que a proteina NIMA é requerida durante a mitose como
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parte de um ponto de checagem de ciclo celular, envolvida na certificacdo de que o DNA foi
replicado corretamente ou assegurando que este DNA replicado apresentando danos seja
reparado antes de ser segregado na mitose.

NIMA tem um tamanho de 79 kDa e apresenta um dominio N-terminal cinasico, o qual
apresenta a propriedade Unica de reconhecer residuos N-terminais hidrofébicos em seu
substratos, com uma forte seletividade para uma fenilalanina na posicdo 3. A regido nao
catalitica C-terminal apresenta uma regido coiled-coil imediatamente ap6s o dominio
catalitico, que pode ser importante para formacgdo de oligdbmeros. H4, ainda, duas sequéncias
PEST que direcionam a proteina NIMA para protetlise em uma via dependente de ubiquitina
(Figura 10). Todos estes motivos sdo importantes para a execucdo das funcdes in vivo e
regulagdo da proteina (O’CONNELL et al., 2003; O’REGAN et al., 2007).

Algumas serina-treonina cinases, estruturalmente relacionadas a NIMA, tém sido
descritas. Estas proteinas foram identificadas baseadas na similaridade de sequéncia ao
dominio catalitico da NIMA. Além disso, varias destas proteinas identificadas tem a mesma
disposicdao dos motivos na porcdo C-terminal, enquanto outras tém motivos adicionais ou
auséncia de algum destes motivos ndo cataliticos (Figura 10). A proteina Kin3 de S. cerevisiae
foi uma das primeiras proteinas relacionada a NIMA identificadas (BARTON et al., 1992;
SCHWEITZER & PHILIPPSEN, 1992). Outras proteinas incluem: Finl, na levedura de fisséo
Schizosaccharomyces pombe (GRALLERT & HAGAN, 2002), Nim1, no fungo Neurospora
crassa (PU et al., 1995), além de 11 ortélogos em mamifero, designadas de Nekl a 11

(O’REGAN et al., 2007).
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Figura 10. Familia Nrk (NIMA related kinase). Alinhamento das caracteristicas estruturais
chaves da familia, incluindo: dominio cinasico, sequéncias PEST, dominios coiled-coil e
outros dominios (SH3/RCC1). A cinase NIMA de A. nidulans é mostrada no topo da figura.
As sequéncias PEST e coiled-coil sdo essenciais para a atividade e regulagdo de NIMA de A.
nidulans. aa, aminoacidos. Modificado de O’CONNELL et al. (2003).

1.8.1. Proteinas relacionadas a NIMA em mamiferos (Nrk ou Nek)

Alguns membros da familia das Neks de mamiferos foram caracterizados
funcionalmente e parecem atuar na regulacdo e no controle do ciclo celular. Entre os 11

membros dessa familia, Nekl e Nekl1l tém sido descritos na resposta a danos no DNA,

m 1258 aa
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enquanto Nek2 e Nek6 parecem estar relacionados a processos tumorais (BOWERS &
BOYLAN, 2004; KOKURYO et al., 2007; CHEN et al., 2008; LEE et al.,, 2008,
MELIXETIAN et al., 2010, PELEGRINI et al., 2010).

A proteina Nekl apresenta sequéncias de localizacdo nuclear (NLS) e exportacdo
nuclear (NES) que podem estar relacionadas com sua funcdo dentro da célula (SURPILI et al.,
2003). Muitos estudos foram conduzidos para identificar o papel desta proteina entretanto, a
sua funcdo exata ainda ndo foi determinada. Nekl parece atuar na progressdo da mitose
através do recrutamento de proteinas, na manutencdo da estrutura do cinetocoro, ligacdo do
cinetocoro a microtubulos e também na sinalizacdo para a montagem do fuso por mecanismo
de ponto de checagem (MAHJOUB et al., 2005). Além disso, foi verificado que a delecéo
desta proteina em animais aumenta a incidéncia da doenca policistica do rim (PKD) com
mutantes apresentando esterilidade (machos), dismorfismo facial, retardo no crescimento e
anormalidades neurologicas (UPADHYA et al., 2000).

Estudos também sugerem a participacdo da proteina Nekl na resposta a danos no
DNA. POLCI et al. (2004) demonstraram que Nekl esta diretamente envolvida na resposta a
danos no DNA induzidos por radiacdo ionizante e se co-localiza com YH2AX, proteina
importante na resposta a danos no DNA, especialmente quebras duplas (MAH et al., 2010).
Células com a proteina Nekl silenciada apresentam pronunciada sensibilidade a cisplatina e
MMS. Além disso, esta proteina é importante para um eficiente ponto de checagem em G,/M
em resposta as lesdes no DNA induzidas por estes agentes genotoxicos (CHEN et al., 2008;
PELEGRINI et al., 2010). Além dessa sensibilidade e auséncia de checkpoint, recentemente,

nosso grupo demonstrou que células Nekl silenciadas demoram em executar 0s processos de
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reparacdo de danos no DNA induzidos por MMS, cisplatina e peréxido de hidrogénio (H,0,)
(PELEGRINI et al., 2010).

Na auséncia de Nekl as proteinas Chkl e Chk2 ndo sdo ativadas. Porém, Nekl ndo
fosforila diretamente estas proteinas, o que tem sido sugerido que Nekl pode estar envolvida
no transporte intranuclear das proteinas Chkl e Chk2 ou na ativacdo de outras proteinas
intermediarias necessaria para a fosforilacdo destas cinases, com um papel sinérgico na
ativacdo de outros substratos de ATM/ATR, participando desta forma da sinalizacdo de danos
no DNA (CHEN et al.,, 2008). Utilizando o ensaio de duplo-hibrido em levedura, foi
verificado que Nekl interage com proteinas envolvidas em processos de reparacdo de DNA,
entre elas Mrell, membro do complexo MRX discutido anteriormente, 53BP1 (semelhante a
Rad9 de leveduras) e ATRX (Rad54 em leveduras), contudo, a interacdo com estes possiveis
parceiros moleculares na resposta a danos no DNA ainda ndo foi demonstrada (SURPILI et
al., 2003).

Assim como Nek1, a proteina Nek11 é necessaria para um eficiente ponto de checagem
em G,/M em resposta as lesdes no DNA induzidas por radiacdo ionizante. Em reposta a
estresse genotoxico, Nek11 fosforila a proteina Cdc25 em residuos necessarios para interagdo
com a proteina B-TrCP (f-transducin repeat-containing protein) mediando a poliubiquitinacdo
e degradacdo da proteina Cdc25 (MELIXETIAN et al., 2009; SORENSEN et al., 2010). A
proteina Cdc25 é membro de uma familia de fosfatases altamente conservadas que
desempenham um papel fundamental na transicdo entre as fases do ciclo celular durante a
divisdo celular normal, através da ativacdo dos complexos ciclina/Cdk (LAVECCHIA et al.,

2009). Além disso, a proteina Nekl1l é ativada pela proteina Chkl, indicando que Chkl e
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Nek11 atuam em uma via Unica que controla a prote6lise da proteina Cdc25 (MELIXETIAN
et al., 2009).

A proteina Nek2 € a mais proxima estruturalmente da proteina NimA de A. nidullans
com grande similaridade, especialmente no dominio catalitico. Nek2 parece ter diversos
papéis durante varias fases do ciclo celular, desde a fase S a mdltiplas etapas da mitose,
baseados sobre a sua dindmica expressao e localiza¢do sub-celular no citosol, nucleo e porcdes
dos cromossomos (FRY et al., 2002). Evidéncias apontam para uma possivel regulacdo da
organizacdo dos centrossomo (FRY et al., 1998; 2002). Além disso, Nek2 estd envolvida na
ativacdo da proteina Hecl, importante na condensacao dos cromossomos (CHEN et al., 2002).
Nek6 tambem tem funcdo na progressdo mitdtica, mas o seu papel exato ainda ndo foi
determinado (LEE et al., 2008; NASSIRPOUR et al., 2010). Os niveis das proteinas Nek?2 e
Nek8 estdo aumentados em células tumorais quando comparadas as células normais indicando
que estas proteinas estdo envolvidas em processos de tumorigénese. Em funcdo disto, estas
proteinas tém sido apontadas como alvos na terapia antitumoral (KOKURYO et al., 2007;

NASSIRPOUR et al., 2010; SUZUKI et al., 2010).

1.8.2. Proteina Kin3

Diferente dos eucariotos superiores, a levedura S. cerevisiae apresenta somente uma
proteina estruturalmente relacionada a NIMA, a proteina Kin3. O gene que codifica esta
proteina, constituido por 1308 pares de bases, foi isolado de uma biblioteca de fragmentos

genémicos clonados, utilizando sondas de mistura de oligonucleotideos correspondentes a
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parte de uma regido altamente conservada no dominio catalitico de serina-treonina cinases
(JONES & ROSAMOND, 1990).

A proteina Kin3 é composta por 435 aminoacidos, tem um peso molecular de 51,2
kDa, apresentado um grande dominio serina-treonina cindsico com sequéncias altamente
conservadas que se estende do aminoacido 25 ao 343 (Figura 11A). A sequéncia Gli-X-Gli-X-
X-Gli é predita para interagir com a ribose e o fosfato terminal do ATP, distante 15-20
aminoacidos de um residuo de lisina que esta diretamente envolvido na reacdo de
fosfotransferéncia. Apresenta ainda o triplete Asp-Fen-Gli, altamente conservado no dominio
catalitico de proteinas cinases, e o0 elemento consenso Asp-X-Trp-Ser-X-Gli, que é
frequentemente usado como indicador da atividade cinasica (JONES & ROSAMOND, 1990).
Além disso, a presenca de um residuo acido na posicdo 41 da proteina NIMA tem sido
sugerido como fundamental para sua funcéo, estando conservado nas demais proteinas: Kin3
tem um 4acido aspartico na posicdo 55, Nekl e Nekl1ll possuem um &cido glutdmico nas
posicdes 34 e 62, respectivamente (Figura 11B).

O crescimento de células KIN3 deletadas ndo é alterado frente a uma variedade de
fontes de carbono, incluindo glicose, galactose, etanol, glicerol, maltose, rafinose e sacarose,
em ambas as condicdes aerdbicas e anaerdbicas (SCHWEITZER & PHILIPPSEN, 1992). A
superexpressdo do gene KIN3 ndo resulta em nenhum fendtipo detectavel de crescimento
(BARTON et al., 1992). Adicionalmente, as células de levedura com o gene KIN3 deletado
apresentam mitose, meiose e conjugacdo normais, sugerindo que Kin3 ndo é essencial para
estes processos (JONES & ROSAMOND, 1990). Entretanto, semelhante a Nek2 de
mamiferos, a proteina Kin3 parece estar envolvida na fosforilacdo da proteina de segregagéo

cromossdmica Hecl, embora ndo seja fundamental neste processo como a Nek2 em
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mamiferos, j& que a sua delecdo ndo impede que Hecl seja fosforilada, sugerindo um papel

redundante de Kin3 nesta fungdo com outras proteinas em S. cerevisiae (CHEN et al., 2002).
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Figura 11. a) Representacdo da proteina Kin3, com o dominio serina-treonina cinasico em
vermelho. b) Alinhamento das proteinas Kin3 de S. cerevisiae (linha 1), NIMA de A. nidulans
(linha 2), Nekl (linha 3) e Nekll (linha 4) de mamiferos utilizando a ferramenta BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool). Em destaque as regifes conservadas mencionadas no

texto.
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Considerando que os resultados fenotipicos, citados acima, indicam que o papel celular
de Kin3 estd limitado a uma funcdo ndo essencial ou condicional, esta proteina pode ter
funcbes semelhantes a outras proteinas relacionadas a NIMA, como a Nekl e Nekll,
proteinas ndo essenciais de mamiferos. O alinhamento das sequéncias de aminoacidos do
dominio cinasico demonstra que Kin3 apresenta 48 % e 51 % de similaridade com as proteinas
Nekl e Nekl1l de humanos, respectivamente, enquanto a similaridade de Kin3 com proteina

NIMA de A. nidulans é de 56 % (Figura 11B).
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1. Objetivo Geral

Buscando novas informacgfes que possam auxiliar na compreensdo dos mecanismos
implicados na sinalizacdo celular ap6s danos no DNA, este trabalho teve como finalidade
ampliar o estudo da proteina Kin3 de Saccharomyces cerevisiae, avaliando o seu papel na
resposta ao estresse genotoxico e interacdo com parceiros moleculares na resposta a lesées no

DNA.

1.1. Objetivos especificos:

» Caracterizar o mutante kin3A atraveés de ensaios de sensibilidade ap6s tratamento com
diferentes agentes indutores de danos no DNA,;

» Auvaliar o perfil de ciclo celular e crescimento do mutante kin3A durante estresse
genotoxico;

» Analisar a expressdo do gene KIN3 e de seu produto protéico durante estresse
genotoxico na linhagem selvagem;

» Verificar a ocorréncia de quebras na molécula de DNA na linhagem selvagem e na
mutante kin3A apos tratamento genotoxico;

> Auvaliar a interagdo genética do produto do gene KIN3 com produtos dos genes do
complexo MRE11, RAD50 e XRS2, através de genética classica.

» Confirmar estas interacfes com possiveis parceiros utilizando o sistema duplo-hibrido

e ensaios bioquimicos de imunoprecipitacdo. Além disso, definir os dominios de Kin3
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requeridos para estas interacdes, através da expressdo de construcBes truncadas do
gene KIN3 via ‘sistema duplo-hidrido’.

» Elaborar um modelo que demonstre 0 mecanismo de acdo desta cinase na sinalizagdo

da reparagdo de DNA e nos pontos de checagem de ciclo celular.
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Kin3 protein, a NIMA-related kinase
of Saccharomyces cerevisiae, is involved in DNA
adduct damage response
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Abbreviations: NIMA, never-in mitosis gene A; Nrk, NIMA-related kinases; MMS, methyl methane sulfonate; HN2, nitrogen
mustard; H,0,, hydrogen peroxide; DSB, DNA double strand breaks

Kin3 is a nonessential serine/threonine protein kinase of the budding yeast Saccharomyces cerevisiae with unknown cellular role. It is
an ortholog of the Aspergillus nidulans protein kinase NIMA (Never-In Mitosis, gene A), which is involved in the regulation of G,/M
phase progression, DNA damage response and mitosis. The aim of this study was to determine whether Kin3 is required for proper
checkpoint activation and DNA repair. Here we show that KIN3 gene deficient cells present sensitivity and fail to arrest properly at
G,/M-phase checkpoint in response to the DNA damage inducing agents MMS, cisplatin, doxorubicin and nitrogen mustard,
suggesting that Kin3 can be involved in DNA strand breaks recognition or signaling. In addition, there is an increase in KIN3 gene
expression in response to the mutagenic treatment, which was confirmed by the increase of Kin3 protein. We also showed that co-
treatment with caffeine induces a slight increase in the susceptibility to genotoxic agents in kin3A cells and abolishes KIN3 gene
expression in wild-type strain, suggesting that Kin3p can play a role in Tell/Mecl-dependent pathway activation induced after
genotoxic stress. These data provide the first evidence of the involvement of S. cerevisiae Kin3 in the DNA damage response.

Introduction

The genome integrity of the cells is kept by DNA damage
response pathways which ensure the faithful maintenance
and replication of the genome in spite of genotoxic stress.
The activation of these pathways leads to gene transcription,
temporary cell cycle arrest and activation of DNA repair,
and, in some cases, promotes senescence and cell death to
eliminate damaged cells.’® Once DNA lesions are detected,
the checkpoint transducers transmit and amplify the
checkpoint signal to downstream targets such as the DNA-
repair apparatus and the cell cycle machinery. Often, protein
modifications by phosphorylation are involved in the
transmission of the signal or activation of these targets by
influencing the stability or activity of proteins that are
implicated in checkpoint maintenance or cell cycle
progression.™**

Among the many protein kinase families described,
members of the NIMA-related kinases (Nrk), identified as
participating in the control of cell cycle, are less well
functionally characterized.® NIMA (Never in Mitosis, gene
A) is a serine-threonine kinase identified in Aspergillus
nidulans with critical role in the regulation of the G, and
mitosis (G,/M) checkpoint of the cell cycle and is important
for orderly mitotic events including  spindle

*Correspondence to: Jenifer Saffi; Email: jenifers@ufcspa.edu.br
Submitted: 01/10/10; Revised: 03/14/10; Accepted: 03/25/10

organization and proper formation of the nuclear envelope.”™
Osmani et al. showed that NIMA is increased in response to
DNA damage, and suggest that this kinase is required for the
cell cycle checkpoint to ensure that DNA damage is repaired
before replication.9 Protein kinases structurally related to
fungal NIMA have been isolated from various organisms based
on the sequence similarity of their catalytic domains.®'**®
These are highly con- served in evolution, with lower
eukaryotes having a single member, and mammals normally
presenting multi-gene encoding related proteins.6,16 Eleven
human NIMA-related proteins have been described and these
proteins are involved in mitotic progression, microtubule
organization, mitotic spindle formation and DNA damage
response.’’?2

In Saccharomyces cerevisiae, a structural homolog of
nimA, KIN3 (FUN52 or NPK1) was identified in the early
nineties.**??** The KIN3 gene is located on chromosome I and
its nucleotide sequence analysis reveals a 1,308 base pairs (bp)
open reading frame encoding a 51,203 Da protein
(Saccharomyces Genome Database). The Kin3 is a nonessential
protein with unknown cellular role. The yeast strain with a
KIN3 gene deletion was able to grow on a variety of carbon
sources (ethanol, galactose, glucose, glycerol, maltose,
raffinose or sucrose), showed normal growth under aerobic

Previously published online: www.landesbioscience.com/journals/cc/article/2348
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Figure 1. Sensitivity of BY4741 wild-type (open square) and kin3A (open circle) after treatment with (A) MMS, (B) cisplatin, (C)
doxorubicin, (D) nitrogen mustard-HN2, (e) hydrogen peroxide-H,O, or (F) UVCys. Stationary cells were treated for 1 hour with mutagen
in PBS at 30°C. Results are expressed as mean + standard deviation of three independent experiments.

and anaerobic conditions and presented normal mating and spo-
rulation.? Likewise, the overexpression of the KIN3 gene resulted
in no detectable phenotype modification.?® Furthermore, Chen et
al. suggest that Kin3p might play a redundant role in the phos-
phorylation of Heclp during G and M phases.?

In order to obtain new insight about the Kin3 protein func-
tion, this study aims to determine whether Kin3 is required for
proper checkpoint activation and DNA repair. Here we character-
ized the sensitive phenotype of kin3A S. cerevisiae strain to differ-
ent types of DNA adducts induced by methyl methane sulfonate
(MMS), cisplatin, doxorubicin and nitrogen mustard (HNZ2)
compared to its isogenic wild-type strain. We also showed that
KIN3 gene deficient cells are defective in G,/M-phase checkpoint
in response to DNA adducts damage, and like Nekl and Nekl11l
human proteins,'"??® Kin3 can be involved in DNA strand
breaks recognition mediating G, cell cycle arrest in Tell/Mecl-
dependent pathway. In addition, our results show that in response
to mutagenic treatment, there is an increase in KIN3 gene
expression, which was confirmed by increased of Kin3 protein.

Results

KIN3 deletion makes yeast more sensitive to different muta-
genic agents. The relative importance of checkpoint and repair

2 Cell Cycle

proteins can be measured by determining the survival of mutants
defective in the respective proteins after increasing doses of a
DNA damaging agent.”’ KIN3 deletion produced a decrease in
survival when compared to the wild-type strain (BY4741) after
treatment with cisplatin, doxorubicin, HN2 or MMS (Fig. 1A-
D). Survival assays showed a kin3A sensitivity was about two times
higher than wild-type for cisplatin, doxorubicin and HN2.
Additionally, MMS treatment induces a sensitivity increase of ten-
fold at higher concentration (0.12%) in kin3A cells. Other kinase
checkpoint/repair yeast mutants (meclA, mrellA, rad9A and
rad53A) showed increased sensitivity to at least one of these
genotoxic agents.®>?*3'  The role of Kin3 protein in genetic sta-
bility was also investigated by the forward mutation rate of the
CANL1 gene. After MMS treatment the kin3A strain presented a
slight decrease in mutagenesis when compared to the wild-type
strain (Fig. 2A), while the treatment with cisplatin, doxorubicin and
HN2 induced a minimum three-fold decrease in number of locus-
specific CAN1 forward mutations in Kkin3A strain at higher
concentrations (Fig. 2B-D). These results are indicative of a pos-
sible role of Kin3 in response to different DNA adducts lesions. A
less marked survival decrease was seen after hydrogen peroxide
(H,0,) and UVC challenges in kin3A strain when compared to wild
type strain (Fig. 1E and F), with a similar magnitude of
mutagenesis in both strains (Fig. 2E and F). Therefore, H,0,

Volume 9 Issue 11
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Figure 2. Mutation induction in BY4741 wild-type (open square) and kin3A (open circle) after treatment with (A) MMS, (B) cisplatin, (C)
doxorubicin, (D) nitrogen mustard-HN2, (e) hydrogen peroxide H.O or (F) UVCass. Induced forward mutations in the CAN1 locus per 107
surviving stationary phase cells in each treatment were treated for 1 hour with mutagen in PBS at 30°C. All results are expressed as mean +

standard deviation of three independent experiments.

and UVC were not used in the subsequent experiments to
verify the functions of Kin3 protein in S. cerevisiae.

G2-M cell cycle checkpoint is defective in Kin3-
deficient cells. Cells with DNA damage trigger a common
signal trans-duction pathway called the DNA damage
checkpoint, which delays cell cycle transitions until repair has
occurred. Since we observed the involvement of Kin3 in
response to DNA damage, we sought to determine whether this
effect could be due to defective checkpoint activation. We
evaluated the cell cycle distribution in kin3A and wild-type
cells synchronized with mating pheromone and treated with low
concentrations of cisplatin, doxorubicin, HN2 and MMS. No
difference in cell cycle distributions between wild-type and
kin3A strains under normal growth conditions was observed
(not shown). In most cases, the alkylating agent MMS activates
an S phase checkpoint.** However, eventually cells treated with
MMS can progress through S phase and accumulate in G,/M.
We did not observe detectable S phase delay following
alkylating damage in wild-type cells. As can be seen in Figure
3B under MMS treatment wild-type cells arrested in the G,
phase, while kin3A cells continued the progression through the
cell cycle completing the cycle in about 120 min. Probably,
wild-type cells bypass alkylating damage during replication
and defer the completion of repair until the G, phase

of the cell cycle. Cisplatin and nitrogen mustard lead to G, delay
in budding yeast and a similar phenomenon occurs after
doxorubicin treatment where a G, arrest is triggered."****3" Qur
results are consistent with these findings since we show that
cisplatin, doxorubicin and HN2 treated kin3A cells fails to arrest
in G,/M phase, while wild type cells remain arrested in G, (Fig.
3C-E). This result suggests that absence of Kin3 is associated
with defect of cells to arrest at G,/M phase checkpoints after
DNA adducts damage.

To improve understanding of the consequences of this lack
of checkpoint we also evaluate the growth of cells under these
conditions by cell density analyses. The wild-type cells exposed
to mutagenic treatments showed arrest in growth, retake growth
only after 180 minutes (Fig. 4, upper graph), in accordance to the
cell cycle profile in which the cells treated with cisplatin or
doxorubicin restarted the cell cycle, out of G,  phase, after 180
min (Fig. 3C and D), and HN2 or MMS treatments induced a
longer delay in G,, with cells resuming the normal cell cycle
only after 240 min (Fig. 3B and E). Already kin3A cells had
normal growth up to around 180 min, after they stopped growing
(Fig. 4, lower graph).

Mutagenic treatment induces DNA fragmentation in
wild-type and kin3A cells. DNA strand breaks after cisplatin,

www.landeshioscience.com Cell Cycle 3

32


http://www.landesbioscience.com/

Pagina |62

Control
100
o~ -
o 80
£
2 60 -
3 —=—BY4741
N .
S 40 —o—Kin3
g
& 20
0
0 50 100 150 200 250
Time [ min
MMS Cisplatin
100 1 100 -
8 87 o 807
£ £
[} [}
= 601 2 60 A
S S
s ‘s
2 401 S 401
g c
e :
E 20E o 207
0 T v T T " 0 T T T 3 1
0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250
Time / min Time / min
Doxorubicin HN2
100 4
g 80 - s
= £
(2] [}
= 60 A =
s S
-
S 40 b
£ S
@
8 $
@ 201 a
0 - - - - . 0 : ; . : .
0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250
Time / min Time / min

cells (red plots). Cells arrested in G;

Figure 3. BY4741 wild-type and kin3A cells in G, phase of the cell cycle after different treatments as measured by flow cytometry analysis.
Graphics represent the percent distribution of WT (open square) and kin3A (open circle) cells with 2C DNA content 240 min after synchrony
release. Below, histograms show the progression of the cell cycle at 120 min in WT control (left column) and kin3A mutant (right column)
by a-factor were released into SynCo medium without (A) or with mutagens: MMS (0.01%; B),
cisplatin (170 uM; C), doxorubicin (9 pM; D) or nitrogen mustard-HN2 (25 pM; D). Data is the average from at least three independent
experiments and standard deviations ranged from 1 to 5 (not shown in the graph).

doxorubicin, HN2 and MMS exposure can be formed as a con-
sequence of DNA repair and/or replication processes.®***° Nek1
and Nekl1l human proteins have been shown to be involved in
the response to DNA double strand breaks (DSB)."?*%? In order
to verify if our treatment induces breaks in DNA and the possible

4 Cell Cycle

involvement of Kin3 in this response, likewise the case of human
Neks, we performed an alkaline gel electrophoresis that detects
DNA fragmentation, as consequence of single and double DNA
strand breaks.**  All mutagenic treatments induce DNA frag-
mentation in wild-type and Kin3A cells when evaluated  after
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120 min of treatment (Fig. 5A). However, the wild-type cells
showed a decrease in the DNA fragmentation over time, while the
fragmentation in kin3A cells persisted, indicating that these cells
are not proficient in repairing of DNA damage (Fig. 5B).

KIN3 expression during mutagenic stress. We analyzed the
pat- tern of KIN3 expression in the wild-type strain with the pMEL 32
reporter plasmid, which contained 1,100 bp of DNA upstream of the
KIN3 translation start site, during mutagenic treatment at several time
points (0-240 minutes). This upstream sequence was chosen because
it contains two TATA box consensus sequences.45 In response to
mutagenic treatment, the KIN3 promoter was acti-vated (Fig. 6). A
significant increase in KIN3 promoter induction occurred after 60
min of treatment with MMS, doxorubicin and HN2 (Fig. 6A). In cells
treated with cisplatin, this increase was more significant after 90 min
of treatment. After 150 min, no changes were observed in KIN3 gene
expression with any muta-gen. Wild-type cells with an empty
PMELP2 plasmid were used as a negative control, showing p-
galactosidase levels of less than 0.5 units. In addition, a direct
measure of mRNA expression was per- formed using semi-
quantitative RT-PCR, and the result was similar to that observed in
reporter assays (Fig. 6B). This was confirmed by western blot
analysis of Kin3 protein expression (Fig. 6C).

Absence of Kin3 results in increased sensitivity to caffeine.
After genotoxic damage checkpoint proteins are often recruited to
DNA lesions to allow the repair.*® In the yeast S. cerevisiae, central
components of the checkpoint’ machinery are the Kinases~Mecl
(homolog of human ATR) and Tell (homolog of human ATM).
Mecl/Tell signal in response to DNA damage can activate the G,/M
checkpoint by phosphorylation of many proteins before cell division
until DNA lesion has been repaired.®* Caffeine has been
demonstrated to override DNA damage checkpoints in a number of
organisms by inhibiting the DNA damage checkpoint transducer
such as Tell and Mec1.*’*® Therefore, we examined the effect of
caffeine on KIN3 deficient cells to address the possible involvement
of Mecl1/Tell-mediated signaling. Treatment with caffeine alone did
not induce differential response on wild-type and kin3A cells.
However, the co-treatment of caffeine induces a slight increase in
sensitivity to genotoxic agents (Fig. 7), abolishing the checkpoint
and, probably, with cells re-entering into mitosis, leads to cell death.
To confirm our hypothesis, we have also measured the KIN3 expres-
sion using semi-quantitative RT-PCR in wild type cells 90 min after
co-treatment with caffeine plus mutagenic agents. Caffeine abol-
ished KIN3 expression induced by MMS, cisplatin, doxorubicin and
HN2 in wild type cells (Fig. 8). This response indicates that the
caffeine-sensitive pathways mediate the Kin3-activating signal,
suggesting that Kin3p can play a role in Tell/Mecl-dependent
pathway activation induced after genotoxic damage.

Discussion
In this study, we demonstrate that Kin3 is a new yeast DNA
damage response protein important to proper checkpoint and
DNA repair following exposure to DNA adducts inducers. KIN3
deleted cells have an increased sensitivity to cisplatin, doxorubicin,
HN2 and MMS (Fig. 1) and fail to arrest the cell cycle
progression at G,/M checkpoint (Fig. 3) after exposure to these
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Figure 4. Cell density measured with a spectrophotometer: values
represent the O.D. at 600 nm. Cells arrested in G; by a-factor were
released into SynCo medium plus either MMS (0.01%), cisplatin (170
uM), doxorubicin (9 puM) or nitrogen mustard-HN2 (25 pM) and
evaluated during 240 min. the results are expressed as mean *
standard deviation of three independent experiments.

agents. The DNA strand breaks persistence in Kin3A cells
(Fig. 5) suggests that Kin3 may be involved in recognition and
sig- naling of these breaks ensuring that the repair occurs
efficiently.

DNA adducts are common injuries that can be induced by the
mutagenic agents used in this work,®394249%0  and despite of the
different primary type of DNA lesions induced, we showed that
cisplatin, doxorubicin, HN2 and MMS are able to generate DNA
fragmentation (Fig. 5). In fact, it is well known that DNA bulky
adducts can create replication-dependent DNA strand breaks.?’
Furthermore, breaks, in special DSBs, can be a consequence of
DNA repair processes, since DNA adduct lesions involve a com-
plex interplay among a series of DNA repair pathways, including
nucleotide excision repair (NER), recombination repair (HR or
NHEJ) and translesion synthesis (TLS).*******% Among human
Nrk proteins, Nekl, Nek6 and Nekll have been closely related
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Figure 5. Alkaline gel electrophoresis of DNA extracted from BY4741 wild-type cells and
kin3A cells untreated or treated with MMS (0.01%; B), cisplatin (170 pM; C), doxorubicin (9
uM; D) or nitrogen mustard-HN2 (25 pM; D). DNA was extracted after 120 minutes (A) and
180 minutes (B) of treatment with mutagens.

17-22, 26
to DNA damage response, although quite differently. While the
inhibition of Nek6 is required for proper cell cycle arrest upon DNA
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two key proteins involved very early in the
response to DNA double-strand breaks,22 and
evidences suggest a possible Nekl interaction
with Mrell protein (subunit of MRN com-
plex), 53BP1 and ATR X proteins (Rad54p in
yeast),” that take part in processes associated
with the DSB repair at the G,/M transition
phase.

Checkpoints play a critical role in maintaining
genetic stability by ensuring that DNA repair
mechanisms  correct DNA damage before
replication. A functional check- point response
in S. cerevisiae requires the phosphoinositide 3-
kinase related kinases Mecl (ATR) and Tell
(ATM), principal signaling molecules involved in
the DNA dam- age response, and its binding
partners Rad9, Rad53 (Chk2), Mrell/Rad50/Xrs2
complex (MR X; MRN in humans), Rad24/Rfc2-
5and Ddcl/Mec3/Rad9 (human Rad9/Husl/ Radl)
DNA clamps.® It is well established that the DNA
damage response comprises activation of these
proteins, and that interference with these
mechanisms leads to disruption of the G,/M
checkpoint, giving rise to frequently aberrant
mitoses after genotoxic stress which might affect
cell viability.*® Our results showed that kin3A cells
fail to arrest at the G,/M-phase checkpoint (Fig. 3)
and die (Fig. 1) in response to DNA damage.
Moreover, Mecl (ATR) and Tell (ATM) are
inhibited by caffeine,*”*® and we showed that
caffeine increase sensitivity of Kin3 defective
cells to cisplatin, doxorubicin, HN2 and MMS
(Fig. 7) and abolishes the KIN3 gene
expression in wild type cells (Fig. 8). These
observations suggest a possibility that Kin3
might be a player in Mecl/Tell-mediated
pathway; however, the exact contribution of
Kin3p in checkpoint activation in these
conditions remains unknown. In the same
way, the human Nekl and Nekl1l deficient
cells fail to properly arrest at G,/M-phase
checkpoints after DNA damage, and this
probably occurs in an ATM (Tell) and ATR
(Mecl) dependent manner, through Chkl
(Rad53) and/or Chk2 interaction, in which
Nekl has been identified to act upstream of
Chkl and Chk2,17 while Nek11 is activated
directly by Chk1.2®

In summary, our results suggested that Kin3 is involved in

damage, Nekl and Nekl1 activation are important for efficient DNA breaks recognition, mediating G, cell cycle arrest after
DNA damage checkpoint control and DNA damage repair, andexposure to DNA damaging agents, with a role in regulating the
similarly to Kin3, are involved in the response to DNA damage sequence and fidelity of genetic information before mitotic entry
induced by cisplatin, doxorubicin and MMS, as well as in response during mutagenic stress. Although it is premature to assume the
to ionizing radiation (IR) and ultraviolet radiation (UVC)."???%functional role and its exact mechanism, our data support the
Moreover, Nekl colocalizes with y-H2AX and NFBD1/MDC1, hypothesis that Kin3 might contribute effectively in the response
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Figure 6. Expression of KIN3 and Kin3p during mutagenic stress. (A) Expression of the KIN3 promoter as measured by beta-galactosidase activity. (B)
KIN3 expression as measured by semi-quantitative RT-PCR. The upper row shows the expression of KIN3 and the lower row shows the expression of ACT1
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cells) at p < 0.001; ** at p < 0.01; * at p < 0.05/one-way ANOVA with Tukey’s multiple comparison test.

to DNA breaks, possibly in a Mecl/Tell dependent pathway.
Taking into account, that the Kin3 deficient cells phenotype is
quite similar to those already described for other Nrks and the
yeast advantages® (such as ease genetic manipulation and fast
growth), combining a high level of conservation between its
cellular processes with those of mammalian cells, the search for
a functional relationship between Nrks and checkpoint/repair
proteins in S. cerevisiae is quite interesting. Thus, the results
presented here can give impetus in search of new partners to
interact with Kin3. In this sense, preliminary results of our
research group indicate that Kin3 interacts with Tell/Mecl
upstream and downstream DNA damage response proteins (to be
submitted elsewhere). This new insights of the Kin3-associated
machinery will provide a better understanding of the mechanisms
that control DNA-repair mechanisms and coordinate repair with
cell cycle progression to preserve genome integrity.

Materials and Methods
Strains and culture conditions. The yeast strains used in this
study were BY4741 (wild-type, WT; MATa; his3Al; leu2A0;
met15A0; ura3A0) and kin3A (MATa; his3AI; leu2A0; metl5A0;
ura3A0; KIN3::kanMX4) from Euroscarf. The Escherichia coli
strain XL1 blue (recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44
relAllac [F’ proAB
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laclgZ.M15 Tnl0 (Tetr)]-Stratagene) was employed for plasmid
manipulation and propagation. To ensure that our observations were
not specific of the single BY4741 background, we also evaluated the
DNA damage responses in FF1833 background (Mata; his7-3; leu2-
1,112; lisl-1; trpl-289; ura3-52), in which the KIN3 gene was
disrupted using a kin3A::URA3 disruption cassette, in accordance to
Gietz and Woods protocol.”® The results were consistent with those
presented here, warranted that these effects are direct consequences
of Kin3 inactivation (not shown).

Yeast media and bacterial genetic procedures were performed as
described by Burke et al.°” and Sambrook et al.*® respectively. A
complete medium (YPD) containing 0.5% yeast extract, 2% peptone
and 2% glucose was used for routine yeast growth. Auxotrophy
markers were controlled on synthetic medium— SynCo (containing
0.67% yeast nitrogen base without amino acids, 0.5% ammonium
sulfate and 2% glucose) supplemented with the appropriate amino
acids and bases. For plates, the medium was solidified with 2%
bacto-agar.

Yeast survival assays. Stationary phase cells were obtained by
inoculation of an isolated single colony into liquid YPD. After 48
hours, cells were washed in 0.9% NaCl and resuspended in phos-
phate-buffered saline (PBS; Na,HPO, and NaH,PQO,; 20 mM; pH
7.4)to a titer of 1 x 10® cells/mL. Inorder to evaluate sensitivity
to different mutagens, cells were treated in PBS with either
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Figure 7. Sensitivity to mutagenic agents plus caffeine in the drop assay. A 10 pL aliquots suspension of yeast in five different 1:10
dilutions (from 1 x 10" cel/mL to 1 x 10®  cel/mL) were spotted onto rich media plates with or without MMS (0.005%), cisplatin (85

uM), doxorubicin (4.5 uM) or HN2 (12.5 pM) plus caffeine (10 mM).

methyl methane sulfonate (MMS—Sigma) ranging from 0.01%
to 0.12%; cisplatin at concentrations from 170 to 1,500 pM;
doxorubicin (Sigma) in the concentration range of 9 to 72 uM;
hydrogen peroxide (H,O,—Sigma) with concentrations ranging
from 1 to 12 mM, or nitrogen mustard (HN2—Sigma) at con-
centrations ranging from 25 to 400 uM; for 1 hour in a rotary
shaker at 30°C in the dark. After treatment, cells were appropri-
ately diluted and plated in triplicate on solid SynCo. Sensitivity
to UV.snm(UVC) was assayed by irradiating cells plated on solid
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Figure 8. Caffeine abolishes KIN3 expression induced by MMS
(0.01%), cisplatin (170 uM), doxorubicin (9 pM) or HN2 (25 pM)
in wild type cells by semi-quantitative RT-PCR measure. the upper
row shows the expression of KIN3 and the lower row shows the
expression of ACT1 (constitutive control).

medium with doses ranging from 0 to 150 J/m?  (Stratalinker,
Stratagene). All plates were incubated at 30°C for 3 days to deter-
mine survival. Assays were repeated at least three times, and plat-
ing was carried out in triplicate for each treatment.

Mutagenesis evaluation. Forward mutation was measured
with the canavanine resistance assay (CANl1—canlR) after
induction with MMS, cisplatin, doxorubicin H202, HN2 or
UVC. The concentration of canavanine in SynCo-Arg medium was
60 ug/mL.> Plates were incubated in the dark at 30°C for 3-5 days
before counting the colonies. Mutant yield values were scored per
treated cells according to the method of Eckardt and Haynes.®
Assays were repeated at least three times, and plating for each
treatment was in triplicate.

Cell synchronization and cell cycle analysis. Cells were syn-
chronized in Gl-phase by resuspending exponential phase cul-
tures (5 x 10° cells/mL) in fresh YPD with 3 pa/mL of the yeast
pheromone a-factor (Sigma) for 2 hours. After microscopic con-
firmation of growth arrest, 1 x 10" cells were washed with PBS,
resuspended in SynCo., medium and treated with either MMS
(0.01% and 0.04%), cisplatin (170 pM and 750 pM), doxorubicin
(9 UM and 36 pM), or HN2 (25 pM and 100 pM), in a rotary
shaker at 30°C in the dark. For flow cytometry analysis, cells
were withdrawn at each time point, spun down, washed and fixed
in absolute ethanol. Cells were  washed with water and then
stained with 16 pg/mL propidium iodide (Sigma) in the presence
of 0.1 mg/mL RNase A (Invitrogen).”” Samples were analyzed

8 Cell Cycle Volume 9 Issue 11



on a FACS Calibur flow cytometer (BD PharMingen) using the
CellQuest program suite. The cell cycle profile after treatment was
also verified by yeast morphology analysed by optical microscopy:
about 200-300 cells were counted at each time point with a
hemocytometer after sonication and the distribution of cells in Gy,
S and G,/M was analyzed by monitoring the fraction of cells that
presented no, small or large buds (not shown).’®  Cell
concentration at each time point was checked by measuring the
optical density (O.D. 600 nm) in a Spectramax (Molecular
Devices).>” All analyses were performed at least three times.

Identification of DNA fragmantation by alkaline gel
electrophoresis. After treatments, cells were harvested and DNA
was immediately extracted as Sambrok et al.>* The alkaline gel
electrophoresis was performed as described by Douki et al.®* with
minor changes. Prior to being loaded on a 2 % alkaline agarose gel,
300 pg of DNA samples were denatured for 20 min at room
temperature by adding of 10 puL of 100 mM NaOH and 4 mM
EDTA and 10 pL of denaturing gel loading buffer (50 % glycerol,
1 M NaOH, and 0.2 % bromophenol blue). Electrophoresis was
carried out overnight at 1.3 V/cm at room temperature. The DNA
samples were stained with ethidium bromide and the image
captured under UV light.

B-galactosidase assay. The pMELP2 plasmid (Euroscarf),
containing a gene fusion of the upstream non-coding KIN3 region,
was used to quantify KIN3 expression under mutagenic stress.
First, a 1.1-kb EcoRI - Xhol DNA fragment containing 1,100 bp of
DNA upstream of the KIN3 translation start site was subcloned into
the pCR2.1 plasmid (Invitrogen). The resulting plasmid construct
was cleaved with EcoRI and Xhol, gel-purified and cloned into
EcoRI-Xhol-cut pMEL2. This generated a plasmid that contained
a KIN3 upstream region fusion with the lacZ gene from E. coli.
The BY4741 wild type yeast transformation was performed using
the lithium acetate method.52 Cells were grown overnight in
SynCo-Ura media, resuspended in the same medium and treated
with MMS (0.01 %), cisplatin (170 uM), doxorubicin (9 uM) or
HN2 (25 uM), in a rotary shaker at 30 °C in the dark. At different
time points, cells were harvested, washed and resuspended in Z-
buffer (Na,HPO,, 60 mM; NaH,PO,40 mM; KCI, 10 mM; MgSQ,,
1 mM; B-mercaptoetanol, 50mM). The B-galactosidase activity was
determined using o-nitrophenol-p-D-galactosidase as a substrate
according to Burke et al.* and activity was expressed as units of f-
galactosidase per cell survival. Assays were performed in triplicate.

Semi-quantitative RT-PCR. The BY4741 wild type strain
was treated as described in B-galactosidase assay. After 60, 90 and
120 min, cells were harvested for total RNA extraction using the
RNeasy® Mini Kit (Qiagen) according to the manufacturer's
instructions. Equal amounts of total RNA (1.0 pg) previously
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treated with DNAse | (Promega) were subjected to first strand
cDNA synthesis using a poly-T antisense primer and M-MLV
reverse transcriptase (Promega). PCR was carried out with Taq
DNA polymerase using the first strand cDNA and specific
primers for KIN3 (5-ATGAACAAGTAGACGGTCACGAGG
AAG-3' and 5'-GAGATTTGGCTAACCCAAAATCACCTA-3)
or ACT1 (actin, constitutive control) (5'-ATGGAAGATGGA
GCCAAAGC-3' and 5-TCTGCCGGTATTGACCAAAC-3').
Both fragments were amplified with the same PCR program
(one step of 94 °C for 2 min, followed by 30 cycles of 94 °C for
30 s/53 °C for 30 s/72 °C for 30 s, and a last elongation step of
72 °C for 5 min). The sizes of the fragments generated were 138
bp (with KIN3 primers) and 164 bp (with ACT1primers). Semi-
quantitative RT-PCR was performed three times with RNA
samples extracted on different days.

Western blotting. The BY4741 wild type strain was treated
as described above, and after 120 min cells were lysed in lysis
buffer [50 mM Tris-HCI, 200 mM NaCl, 1mM EDTA, 1 %
DMSO, 1 mM PMSF, plus protease inhibitors EDTA-free
tablets (Roche)]. Proteins were first separated by SDS-PAGE
(12 %) and then transferred to a nitrocellulose membrane using
a 300 mA current for 90 min. Nitrocellulose sheets were then
blocked by incubation with blocking buffer (3 % BSA and 0.05
% Tween 20 in PBS) for 2 h at room temperature. Afterwards,
membranes were incubated with a polyclonal anti-Kin3p
antibody (1:500) in blocking buffer for 18 h. Goat anti-rabbit
IgG antibody conjugated to peroxidase (Santa Cruz
Biotechnology), diluted 1:3000, was used as a secondary
antibody. The protein Sui3, which corresponds to the B subunit
of the translation initiation factor elF2, was used as a
constitutive control. Assays were performed in triplicate.

Drop test. Exponential cultures were serially diluted by
1:10 steps and 10 pL aliquots then spotted onto rich media
plates with or without MMS (0.005 %), cisplatin (85 pM),
doxorubicin (4.5 uM) or HN2 (12.5 pM) plus caffeine (10 mM).
After, the plates were incubated for 2 days at 30 °C. Survival
data represent the average of at least three experiments.

Data analysis. Data are expressed as means and standard
deviations from three independent experiments and were
statistically analyzed using analysis of variance (ANOVA) and
Tukey’s Multiple Comparison Test.
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Abstract

The Kin3 protein is a structural homolog of NIMA of Aspergillus nidulans, a
mitotic regulator with a pivotal role in controlling the G2-M transition. Several NIMA-
related kinases (Nrk) were identified in different species and appear to be involved in
diverse processes, including the DNA damage response. Nekl, a mammalian NIMA
related kinase, acts at the G2/M-phase checkpoint during the DNA damage response and
interacts with the protein Mrell in vitro. Our previous results showed that the Kin3 protein
can be involved in DNA strand-break recognition, thereby mediating G2 cell cycle arrest,
as kin3A cells fail to arrest properly at G2/M phase checkpoints in response to DNA adduct
damage. In this work, we evaluated the interaction of the Kin3 protein with each subunit of
the MRX complex, which is involved in DNA damage sensing, signaling and repair
mechanisms, as well as in the maintenance of chromosomal integrity in the cell. Here we
show that the Kin3 protein interacts with each protein of the MRX complex using a two-
hybrid assay. These results were confirmed by the epistasis shown between KIN3 and
MRX in the sensitivity to cisplatin, nitrogen mustard and photo-activated 8-
methoxypsoralen. Whereas KIN3 gene expression was upregulated in the wild type strain
after mutagenic stress, no significant differences were observed in MRX mutant strains
under the same conditions, suggesting that Kin3 might be activated prior to MRX complex

formation.

Keywords: Kin3, DNA damage, MRX complex, NIMA-related kinases, Saccharomyces

cerevisiae
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1. Introduction

The KIN3 gene of Saccharomyces cerevisiae was isolated in early 1990 from a
library of cloned genomic fragments by probing with an oligodeoxyribonucleotide mixture
corresponding to part of a highly-conserved region in the catalytic domain of protein
serine-threonine kinases [1]. The Kin3 protein is a yeast ortholog of NIMA (never in
mitosis A) in Aspergillus nidulans, displaying 45.9% identity in the protein kinase domain
[2], and its absence does not affect growth, mating or sporulation [1-3].

We have recently uncovered a role for the Kin3 protein in DNA damage response
by showing that KIN3 deficient yeast cells are more sensitive to the effects of DNA
adducts induced by methyl methane sulfonate (MMS), cisplatin, doxorubicin and nitrogen
mustard (HN2) than is its isogenic wild-type strain [4]. The expression level of the KIN3
gene and its protein is upregulated after genotoxic stress. Moreover, in this work we
suggested that the Kin3 protein can be involved in DNA strand-break recognition, thereby
mediating G2 cell cycle arrest, as kin3A cells fail to arrest properly at G2/M phase
checkpoints in response to DNA adduct damage, and this happens in a Tell/Mecl-
dependent pathway [4].

NIMA is a cell cycle-regulated protein kinase required for the initiation of mitosis
in A. nidulans [5-7]. Protein kinases that are structurally related to fungal NIMA were
isolated from various organisms [8,9], and mammalian NIMA-related kinases (Nrks or
Neks) have been recently better characterized. Among these cell cycle-regulated protein
kinases, Nekl, Nek2, Nek6 and Nekll have been associated with the DNA damage
response. Whereas Nek2 and Nek6 appear to promote mitotic entry after DNA damage,
Nek1 and Nek11 are important for efficient DNA damage checkpoint control [10-15]. In a

similar manner to the S. cerevisiae Kin3 protein, Nek1 and Nek11 are required for DNA
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damage-induced G2/M arrest. Moreover, Nek1-deficient cells show sensitivity to different
types of DNA damage [15].

The Nek1 protein was the first mammalian NIMA ortholog to be identified and is
involved in the DNA damage response to multiple agents [11, 15-17]. Its deficiency
induces defects in the G1/S and G2/M-phase checkpoints during the DNA damage
response, failing to activate downstream mediators such as Chkl and Chk2 [11].
Furthermore, experiments using a two-hybrid screen report that NEK1 interacts with
proteins involved in double-strand DNA (dsDNA) break repair at the G2/M transition
phase of the cell cycle, in neural cell developmental stages and in polycystic kidney
disease (PKD) [18]. The proteins involved in DNA repair include Mrell, 53BP1 and
ATRX.

The Mrell protein is part of the MRX complex, together with the Rad50 and Nbs1
(Xrs2 in yeast) proteins. The MRX complex acts to maintain genome stability by
functioning in DNA damage sensing, signaling and repair mechanisms, as well as
maintaining chromosomal integrity in the cell [19]. This complex is necessary for the
phosphorylation and activation of both Chkl and Chk2 (Rad53 in yeast) checkpoint
kinases on ATM (Tell in yeast)-dependent checkpoint pathway [20, 21]. In S. cerevisiae,
Mrell is phosphorylated in a Tellp-dependent manner in response to DNA damage,
indicating that the MRX complex functions as a sensor and a signal transducer for DNA
damage.

In response to DNA damage, a number of DNA checkpoint and repair proteins are
activated. DNA lesions that put the genomic integrity at risk activate signal transduction
pathways and DNA damage checkpoints. Once DNA lesions are detected, full activation of

these pathways leads to the transcriptional activation of the DNA damage response,
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temporary cell cycle arrest and activation of DNA repair [22-24]. Thus far, Kin3 and the
mammalian NIMA-related protein associated with DNA damage do not fit into any of the
known DNA damage response pathways completely. Taking into account that the
phenotype of Kin3-deficient cells is rather similar to Nekl1-deficient cells and that the
MRX complex is highly conserved, it is likely that these proteins may play roles in the
same pathway in response to DNA damage in S. cerevisiae. To confirm our hypothesis, we
analyzed whether Kin3 associates with each MRX complex subunit using genetical and
biochemical interaction assays. Here we show that Kin3 interacts with the Mrell, Rad50
and Xrs2 proteins to preserve genome integrity and cell viability in the presence of DNA

adduct damage.

2. Material and Methods

2.1. Two-hybrid KIN3 protein-MRX protein interaction assay

Protein interaction experiments were carried out employing the Matchmaker GAL4,
Yeast Two-Hybrid System-3 (YTHS) (Clontech). Briefly, S. cerevisiae Y187 cells were
co-transformed with pGBKT7-KIN3 and the activation domain constructs pGADT7-
MRE11, pGADT7-RAD50 or pGADT7-XRS2. pGBKT-7 and pGADT-7 plasmids
expressed the gene of interest as GAL4 fusions with the c-Myc epitope (c-Myc) and
hemagglutinin epitope (HA) tags, respectively. To clone the genes in-frame with GAL4BD
or GAL4AD, we performed PCRs of the genomic DNAs using gene specific primers
flanked by Ncol and BamHI restriction sites [KIN3N (5°-
CCATGGAATGCATAGACGACAGTTTTT-3), KIN3C (5°-
GGATCCGTTATCGATATCTTGTTTGCC-3"), MRE11N (5°-

CCATGGAATGGACTATCCTGATCCAG-3’), MRE11C (5°-
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GGATCCGAGGGATCAAGTACAACTATT-3’), RAD50N (5-
CCATGGATGAGCGCTATCTATAAATT-3’), RAD50C (5°-
GGATCCGTCAATAAGTGACTCTGTTAA-3"), XRS2N (5-
CCATGGAATGTGGGTAGTACGATACC-3) and XRS2C (5-

GGATCCGACCTGTAGTGCTTCTTTAAA-3")] and a high-fidelity thermostable DNA
polymerase (Platinum® Tagq, Invitrogen). Deletion of the C-terminal region of KIN3 gene
used in YTHS was obtained by PCR using the primer KIN3-1032C (5’-GGATCCG
TCGTATCTGAATATCTTGCA-3’) to delete the last 92 C-terminal amino acids (aa). This
C-terminal portion was chosen to be deleted as it is not part of the kinase domain
(Saccharomyces Genome Database). Protein kinases homologous to NIMA have been
described that contain about 40% identity at their N-terminal catalytic domains, but almost
no identity at their C-terminal domain. The C-terminal domains are their regulatory
domains and might be involved in determining their specificity for substrate(s) or
interactions with other proteins [18]. The in-frame and accurate sequence of baits and
preys were confirmed by sequencing. Transformants were seeded on appropriate selective
media and subsequently assayed for activation of the reporter gene on X-a-Gal plates. The
interactions were quantitatively tested for f-galactosidase activity according to Burke et al.

[25].

2.2. Co-Immunoprecipitation

The Y187 transformants containing pGBKT7-KIN3 and the activation domain
constructs pGADT7-MRE11, pGADT7-RAD50 or pGADT7-XRS2, were grown overnight
in liquid on synthetic complete medium - SynCo (containing 0.67% yeast nitrogen base

without amino acids, 0.5% ammonium sulfate and 2% glucose) supplemented with the
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appropriate amino acids and bases [25]. Then, the cells were washed three times in ice-cold
PBS and lysed in lysis buffer [50 mM Tris-HCI, 200 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% DMSO,
1 mM PMSF, plus protease inhibitors (EDTA-free tablets, Roche)]. The cell supernatants
were incubated with protein A Sepharose and anti-HA monoclonal antibody (previously
mixed) for 2 h agitation at 4°C. The sepharose-bound immune complexes were collected
by centrifugation (3 min; 2500 rpm; 4°C). The resulting pellets were washed two times
with lysis buffer before the antigens were released by heating at 95°C for 5 min. Western
blots were performed as described in Moura et al. [4] and probed with the anti-c-Myc

monoclonal antibody.

2.3. Strains and Media

The S. cerevisiae strains used in this study are listed in Table 1. The yeast double
mutants were constructed using a kin3A::URA3 disruption cassette that had been amplified
from the YCPLac33 plasmid by PCR using specific primers [kin3::URA3S (5’-
ATGCATAGACGACAGTTTTTCCAAGAATACCGTAGTCCTCTTATAATACAGT
TTTTTAGT-3”) and kin3::URA3A (5°-
TTATCGATATCTTGTTTGCCAGTGGTATGCAGGTTTGGCAATACTCTTCCTTTTT
CAATA -3°)] and a high fidelity thermostable DNA polymerase (Platinum® Taq,
Invitrogen). The single mutants were transformed using the lithium acetate method [26]
and the linear disruption construct described above. Transformants were selected by
growth on SynCo-Ura media, and the disruption was verified by genomic PCR using
internal KIN3 primers (KIN3S 5’-ATGAACAAGTAGACGGTCACGAGGAAG-3’ and
KIN3A 5’-GAGATTTGGCTAACCCAAAATCACCTA-3). The Escherichia coli strain

XL1-Blue (recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAllac [F" proAB laclgZ.M15



Pagina |77

Tnl0 (Tetr)]- Stratagene, USA) was used for plasmid manipulation and propagation. DNA
fragments of interest were sub-cloned into the pCR®2.1 vector (Invitrogen). Yeast media
were prepared and the bacterial genetic procedures were performed as described by Burke
et al. [25] and Sambrook et al. [27], respectively. A complete medium (YPD) containing
0.5% yeast extract, 2% peptone and 2% glucose was used for routine yeast growth.
Auxotrophy markers were controlled on SynCo medium lacking the appropriate nutrients.

For use on plates, the medium was solidified with 2% bacto-agar.

Table 1. Saccharomyces cerevisiae strains used in this study.

Strain Genotype Source
BY4741 MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0 Euroscarf
kin3A BY4741; kin3::kanMX4 Euroscarf
mrellA BY4741; mrell::kanMX4 Euroscarf
rad50A BY4741; rad50::kanMX4 Euroscarf
XIs2A BY4741; xrs2::kanMX4 Euroscarf
mrellAkin3A mrellA; kin3::URA3 This work
rad50Akin3A rad50A; kin3::URA3 This work
Xrs2Akin3A xXrs2A; kin3::URA3 This work
Y187 MATa ura3-52 his3-200 ade2-101 trp1-901 leu2-3112
gal4A met— gal80A URA3::GAL1UAS-GAL1TATA-lacZ Clontech

2.4. Mutagen treatment and survival assays

Stationary phase cultures were obtained by inoculating an isolated colony into
liquid YPD. After 48 hours, the cells were washed twice in phosphate-buffered saline (PBS
pH 7.4) and re-suspended in the same buffer to a titer of 2 x 10° cells/mL. To evaluate the
sensitivity for different mutagens, the cells were treated with either cisplatin at
concentrations from 50 to 900 pg/mL or HN2 at concentrations ranging from 50 to 800
UM for 1 h in a rotary shaker at 30 °C in the dark. After treatment, the cells were
appropriately diluted and plated in triplicate on solid medium. To evaluate the photo-

activated 8-methoxypsoralen (8-MOP) sensitivity, the cells were incubated at a
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concentration of 5 UM for 30 min at 4 °C in the dark, and after appropriate dilution, plated
on solid medium and exposed to increasing doses of UVA light (dose range from 0 to 2.0
kd/m? - Stratalinker, Stratagene, USA). After treatment, the plates were incubated at 30 °C
for 2-3 days before the colonies were counted. The data presented represent the average of

at least three independent experiments, each carried out in triplicate.

2.5. Mutagenesis evaluation

Forward mutation was measured using the canavanine resistance assay (CAN1—
can1®) after induction with cisplatin, HN2 or 8-MOP. The cells were plated onto SC plates
lacking arginine and supplemented with canavanine (60 pg/mL). The plates were
incubated in the dark for 3-5 days before the colonies were counted. The frequency of
mutation was scored relative to the number of surviving cells. The experiments were
carried out in triplicate, and the data represent the average of at least three independent

experiments.
2.6. Cell cycle profile

The cell cycle profile was verified after treatment by analyzing the yeast
morphology using optical microscopy in accordance to Burke et al. [25]. Cells were
synchronized in the Gl-phase by resuspending exponential phase cultures (5 x 10°
cells/mL) in fresh YPD with 3 pg/mL of the yeast pheromone a-factor (Sigma) for 2 hours.
After microscopic confirmation of growth arrest, 1 x 10" cells were washed with PBS,
resuspended in SynCo medium and treated with cisplatin, as previously described, in a
rotary shaker at 30 °C in the dark. Approximately 200-300 cells were counted at each time

point with a hemocytometer after sonication, and the distribution of cells in the G1, S and
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G2/M phases was analyzed by monitoring the fraction of cells that presented no, small or
large buds. Large-budded cells were defined as those in which the bud was >50% of the

size of the mother cell [25,28].
2.7. Semi-quantitative RT-PCR

After 60 min of mutagenic treatment, the cells were harvested for total RNA
extraction using the RNeasy® Mini Kit (Qiagen) according to the manufacturer's
instructions. Equal amounts of total RNA (1.0 ug) previously treated with DNAse I
(Promega) were subjected to first strand cDNA synthesis using a poly-T antisense primer
and M-MLV reverse transcriptase (Promega). PCR was carried out with Tag DNA
polymerase using the first strand cDNA and specific primers for KIN3 (5'-
ATGAACAAGTAGACGGTCACGAGGAAG-3' and 5'-
GAGATTTGGCTAACCCAAAATCACCTA-3") or ACT1 (actin, constitutive control) (5'-
ATGGAAGATGGAGCCAAAGC-3" and 5-TCTGCCGGTATTGACCAAAC-3'). Both
fragments were amplified using the same PCR program (one step of 94 °C for 2 min,
followed by 30 cycles of 94 °C for 30s/53 °C for 30s/72°C for 30s, and a final
elongation step of 72 °C for 5 min). The sizes of the fragments generated were 138 bp
(with KIN3 primers) and 164 bp (with ACT1 primers). Semi-quantitative RT-PCR was

performed three times with RNA samples extracted on different days.
3. Results
3.1. Kin3 interacts with MRX complex proteins

Recently, Kin3 has been demonstrated to be a novel yeast DNA damage response

protein important to proper checkpoint and DNA repair following exposure to DNA adduct
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inducers [4]. To investigate the molecular partners of this protein, we performed a two-
hybrid assay using the Kin3 protein as bait and each protein of the MRX complex as prey.
The MRX complex was chosen because it is involved in several aspects of the cellular
DNA damage response including DNA damage checkpoint activation [19]. The
degradation of X-a-gal substrate in the plates, as demonstrated by the formation of blue
colonies, indicates that Kin3p interacts with Mrellp, Rad50p and Xrs2p in yeast cells.
These interactions were not affected by genotoxic agents that induce DNA adducts (Fig.
1A). These interactions were quantified, and the results are shown in Table 2, where an
increase in beta-galactosidase activity of at least ten times can be observed in strains
containing the Kin3 protein and each protein of MRX complex (when compared to strains
with the empty plasmids). To test whether the C-terminal region could be responsible for
the interaction, we constructed bait containing a KIN3 C-terminal deletion lacking the last
92 aa. No significant difference in f-galactosidase activity was detected when the deleted
bait was used rather than the unaltered Kin3 bait (Fig. 1B). The interaction between the
Mrell protein (bait) and the Xrs2 protein (prey) was used as positive interaction control
(Table 2, Fig. 1). Moreover, the low activity of beta-galactosidase detected in yeast
harboring the empty pGADT?7 plasmid and expressing Kin3p as bait indicates that Kin3 is

not able to self-activate (Table 2).
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A Negative . . Nitrogen 8-MOP Negative . . Nitrogen 8-MOP B Without
control Cisplatin mustard  plus UVA control Cisplatin  mystard plus UVA treatment

pGBKT7- empty
pGADT7- empty

pGBKT7- empty
pGADT7- empty

pGBKT7- KIN3 1032C

pGBKT7- KIN3
pGADT7- KIN3

pGADT7- empty

pGBKT7- KIN3
pGADT7- KIN3

pGBKT7- KIN3 1032C
pGADT7- MRE11

pGBKT7- KIN3
pGADT7- MRE11

pGBKT7- KIN3 1032C
pGADT7- RAD50

pGBKT7- KIN3
pGADT7- RAD50

pGBKT7- KIN3 1032C
pGADT7- XRS2

SynCo SynCo
PGBKT7- KIN3 (-Leu-Trp (-Leu-Trp)
+ X-a-gal)

pGADT7- XRS2

pGBKT7- MRE11
pGADT7- XRS2

SynCo (-Leu - Trp + X-a-gal) SynCo (-Leu - Trp)

Fig. 1. A) Two-hybrid interaction assays using the Kin3 protein as bait and each protein of the MRX complex as prey. B) Two-hybrid
interaction assays using the Kin3 C-terminal deletion mutant (final 92 C-terminal amino acids) as bait and each protein of the MRX
complex as prey. Left: SynCo plates with X-o-gal substrate. Right: SynCo plates without this substrate. The blue colonies represent

positive interaction between the evaluated proteins.
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Table 2. Kin3 and MRX complex protein interaction by two-hybrid assay®.

B-galactosidase activity”

DNA-binding domain Activition domain

plasmid (pGBKT7) plasmid (pGADT7) Negative control Cisplatin HN2 8-MOP
pGBKT7- empty pGADT7- empty 1.2+0.9 1.4+0.7 1.9+0.03 09+0.1
pGBKT7- KIN3 pGADT7- empty 2.7+1.3 1.2+0.1 32+12 2.7+0.9
pGBKT7- KIN3 pGADT7- MRE11 34.6£9.7 29.2+£3.7 26529 38.6+4.3
pGBKT7- KIN3 pGADT7- RAD50 424 +11.8 31.8+12.9 295+3.4 412+7.1
pGBKT7- KIN3 pGADT7- XRS2 34.3+125 43.2+5.3 374 6.7 37.3+11.7
pGBKT7- MRE11 pGADT7- XRS2 76.3+19.8 69.7 £ 10.4 65.3 £ 13.7 71.0+174

% Plasmids that directed the synthesis of the DNA-binding domain (pGBKT?7) and activation domain (pGADT7) fusion proteins were introduced
into Y187 yeast strain. "Expressed in Miller units per survival cells. The values are averages from three to four independent transformants each
assayed in duplicate.
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3.2. Co-imunoprecipitation

The Kin3 protein tagged with a C-Myc epitope was expressed in Y187 together
with either the Mrell, Rad50 or Xrs2 proteins tagged with the HA epitope. Fig. 2 shows
that C-Myc-tagged Kin3 co-immunoprecipitated with all proteins of the MRX complex. In
cells transformed with the empty plasmid pGADT?7, anti-HA IP did not immunoprecipitate

C-Myc-tagged Kin3, Fig. 2, line 1.

Immunoprecipitated

proteins = Kin3 Mre11 Rad50 Xrs2
(with anti-HA)
Western blotting
Kin3 protein - + T T £
(with anti c-Myc): ' o ) o

— Kin3

3SE Vi, B :*w-ul;
. > ; P ' . - “._-

Fig. 2. Co-immunoprecipitation of the Kin3 and MRX proteins. Western blotting against
an anti-cMyc antibody of proteins immunoprecipitated using an anti-HA antibody. Extracts
were prepared from Y187 harboring the plasmids pGADT-7 and pGBKT-7 with various

cloned genes.

3.3. S. cerevisiae double mutant interactions after genotoxic stress

To test for Kin3 and MRX interactions in vivo, double yeast mutants lacking these
proteins were constructed. The survival rates of simple and double S. cerevisiae mutants
were examined with increasing doses of bulky DNA adduct inducers. After cisplatin
treatment, the double mutants mrel1Akin3A and xrs2Akin3A were as sensitive as single
mutants (Fig. 3A). Indeed, the kin3A allele confers sensitivity to cisplatin, although not as

strongly as observed for the rad50A and rad50Akin3A mutants (Fig. 3A). In addition, the
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mutagenesis results showed that deletion of the KIN3 gene induces a block in the rate of
revertants in MRX mutants after cisplatin treatment (Fig. 3B). Nitrogen mustard (HN2)
and cisplatin both bind to DNA strands forming DNA-interstrand crosslinks (ICLs) [29].
As shown in Fig. 4A, no differences were observed in the MRX mutants after KIN3 gene
deletion, and all double mutants showed the same sensitivity profile compared to the single
mutants mrellA, rad50A or xrs2A during HN2 treatment. Similar results were observed
during forward mutation evaluation (Fig. 4B). The observed sensitivities of the mrell
mutant allele to cisplatin and HN2 (Fig. 3 and 4) confirm and extend the findings of
McHugh et al. [30], showing that MRX alleles in S. cerevisiae are also sensitive to ICL
inducers. Moreover, these results are in accordance with our previous results, indicating
the involvement of Kin3 in response to mutagenic stress induced by cisplatin and HN2 [4].
Additionally, we showed that this protein acts in the epistatic way with the MRX complex

during these responses.

—=— BY4741 - WT

—0O— kin3A

—e— mrel1A

Y —¥— Xrs2A

—F— xrs2Akin3A
—O0— mre11Akin3A

T —&— rad50Akin3A
—&— rad50A

Survival (%)

0.1

T T T
0 250 500 750

Cisplatin (pg/mL)
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20

—8— BY4741-WT

—e— mreliA
—¥— Xrs2A

CanR/107survivors

—8— kin3A

—h— rad50A
—6— mre11Akin3A
—&— rad50A kin3A
—~— Xrs2Akin3A

0 100 200 300 400
Cisplatin (pg/mL)

Fig. 3. (A) Sensitivity of BY4741 wild-type, single mutants (kin3A, mrellA, rad50A,
xrs2A) and double mutants (kin3BAmrellA, kin3Arad50A, kin3Axrs2A) after treatment with
cisplatin. (B) Induced forward mutations in the CAN1 locus per 10 cells. Stationary cells
were treated for 1 hour with mutagen in PBS at 30 °C. The results are expressed as the

mean + standard deviation of three independent experiments.

—=— BY4741 - WT

L —&— rad50A kin3A
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—— mrel1A
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30

—=— BY4741 - WT
20

—8— kin3A

CanR/M07survivors

10
—¥— Xrs2A

—&— rad50A
—— xrs2A kin3A
—6— mre11Akin3A
—e— mrel1A
—&— rad50A kin3A

T T
0 50 100 150 200
Nitrogen mustard - HN2 ( uM)

Fig. 4. (A) Sensitivity of BY4741 wild-type, single mutants (kin3A, mrellA, rad50A,
xrs2A) and double mutants (kin3BAmrellA, kin3Arad50A, kin3Axrs2A) after treatment with
nitrogen mustard (HN2). (B) Induced forward mutations in the CAN1 locus per 10 cells.
Stationary cells were treated for 1 hour with mutagen in PBS at 30 °C. The results are

expressed as the mean + standard deviation of three independent experiments.

To confirm the involvement of these proteins in the ICL response, we also
evaluated the phenotype in response to photo-activated 8-MOP. Fig. 5A shows that, after
treatment with 8-MOP plus UVA, mrel1Akin3A and xrs2Akin3A double mutants display a
phenotype similar to the kin3A single mutant but are more sensitive than the mrellA and
Xrs2A single mutants. This indicates that deletion of the KIN3 gene induces an increase in
sensitivity of mrellA and xrs2A simple mutants (Fig. 5A). The double mutant
rad50Akin3A shows practically the same sensitivity as the rad50A mutant (Fig. 5A). The
forward mutation rate was also quite similar for the single and double mutants (Fig. 5B),

but all mutant strains showed a decrease in mutation rate when compared to the WT strain.
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These epistatic interactions suggest that both gene products may function in a common

pathway of repair for 8-MOP-photoinduced DNA lesions.

—8— BY4741 - WT

—e— mrel1A
—%— xrs2A

Survival (%)

b —O— mre11Akin3A
¥ —— xrs2Akin3A
—0O— kin3A

B —A— rad50Akin3A
—&— rad50A

0.1 T T
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0

8-MOP plus UVA (KJ/m?)

12

—=— BY4741 - WT

—¥— xrs2A
O —8— kin3A

—&— rad50A

—5— xrs2A kin3A

g —°— mreT1Akin3A

A —*— mreliA
—&— rad50Akin3A

CanR/107survivors

T T T T
0.0 0.5 1.0 1.5 20

8-MOP + UVA (kJ/m?)

Fig. 5. (A) Sensitivity of BY4741 wild-type, single mutants (kin3A, mrellA, rad50A,
xrs2A) and double mutants (kin3BAmrellA, kin3Arad50A, kin3Axrs2A) after treatment with
8-MOP plus UVA. (B) Induced forward mutations in the CAN1 locus per 10’ cells.
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Stationary cells were treated for 1 hour with mutagen in PBS at 30 °C. The results are

expressed as the mean + standard deviation of three independent experiments.

Deletion of the KIN3 gene increases the sensitivity of mrellA and xrs2A mutants
after exposure to UVC (Fig. 6A). On the other hand, the sensitivity of the rad50A mutant
decreases (when combined with a kin3 mutation) at higher radiation doses (Fig. 6A). The
pronounced sensitivity observed in the rad50A strain are in disagreement with previous
reports in mammalian cells, which indicate that the S-phase checkpoint response after
UVC damage is independent of MRX complex [31]. During the forward mutation
evaluation, all strains gave similar results, but deletion of the KIN3 gene resulted in a slight
reduction in mutation rate, compared with the WT and MRX single mutants (Fig. 6B).
These differences in the sensitivity of the single and double mutants suggest that during the
UVC-induced DNA damage response, the Kin3 protein can act independently of the MRX

complex.
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Fig. 6. (A) Sensitivity of BY4741 wild-type, single mutants (kin3A, mrellA, rad50A,
xrs2A) and double mutants (kin3BAmrellA, kin3Arad50A, kin3Axrs2A) after treatment with
UVC. (B) Induced forward mutations in the CAN1 locus per 10" cells. Stationary cells
were treated for 1 hour with mutagen in PBS at 30 °C. The results are expressed as the

mean + standard deviation of three independent experiments.

3.4. Cell cycle analysis

The MRX complex is involved in the S. cerevisiae checkpoint response as part of
the DNA damage sensing apparatus, because mrellA, rad50 A and xrs2A yeast cells are
defective in S-phase and G, checkpoint activation in response to DSB-inducing agents.
Our recent result suggests that kin3A is not proficient in sensing DNA damage and/or
conveying this information to the cell cycle control machinery, failing to trigger the DNA
damage checkpoint pathways after cisplatin, doxorubicin, HN2 and MMS treatment [4]. To
further examine the consequences of the double deletions (i.e., the KIN3 gene and each

member of the MRX complex) on the DNA damage checkpoint, we monitored the
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proportion of non-budded (G1 phase), small-budded (an approximation for cells
undergoing S phase), and large-budded (G2/M phase) cells 2, 4 and 6 h after cisplatin
treatment. Fig. 7 shows the cell-cycle progression of untreated and cisplatin-treated wild-
type, single and double-mutant cells. The cell cycles of treated WT cells were delayed and
resumed normal cycling after 4 h. This delay was not observed in kin3A, mrellA, rad50A
and xrs2A cells, which continued their cell cycle in both normal and damage-induced
situations, suggesting that these mutants are not proficient in sensing cisplatin DNA
damage and thereby do not trigger their DNA damage checkpoint pathways (Fig. 7). The
double mutant cells, kin3AmrellA, kin3Arad50A and kin3Axrs2A, although displaying a
decrease in cell cycle progression during normal growth, also fails to arrest after DNA

damage induced by cisplatin as single mutants (Fig. 7).
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Fig. 7. Distribution of G1 (grey), S (intermediated grey), and G2/M (dark grey) cells in wild-type and single and double mutant strains: left

panel, untreated control; right panel, cells with DNA damage (cisplatin).
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3.5. KIN3 expression decreases in mrellA, rad50A and xrs2A single mutants

We analyzed the pattern of KIN3 expression in the wild-type strain previously
during mutagenic treatment at several time points (0 — 240 minutes), and we have shown
that a significant increase in KIN3 gene expression occurs after 60 min of treatment with
doxorubicin and HN2 [4]. To understand the relationship between the Kin3 protein and the
MRX complex protein, we quantified KIN3 expression in single MRX mutants. As shown
in Fig. 8, no significant alteration in KIN3 gene expression was observed when compared

to the wild-type strain after 60 min of treatment with cisplatin, HN2 and 8-MOP plus

UVA.
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Fig. 8 KIN3 expression as measured by semi-quantitative RT-PCR. The left row shows the
expression of KIN3 in various evaluated yeast strains, and the right row shows the
expression of ACT1 (constitutive control). The KIN3 expression measure in the double
mutant strains (kin3AmrellA, kin3Arad50A, kin3Axrs2A) was used as negative control (not

shown).

4. Discussion

Checkpoints play a critical role in maintaining genetic stability by ensuring that

DNA repair mechanisms correct DNA damage before replication or segregation of
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damaged chromatids [32,33]. The eukaryotic cell cycle is highly conserved, and this
conservation has allowed the identification of common regulators in a diverse set of
eukaryotes ranging from yeast to humans. As mentioned previously, use of a two-hybrid
screen identified the Mrell protein as a possible molecular partner of Nekl, a NIMA-
related kinase, in mammalian cells [18]. Because the phenotype of Kin3-deficient cells [4]
is rather similar to those already described for other Nrks and there is a high level of
conservation between yeast cellular processes and those of mammalian cells, the search for
a functional relationship between Nrk and checkpoint/repair proteins in S. cerevisiae
appeared very promising. Taking into account all of information, we decided to verify
whether the Kin3 protein is a molecular partner of the MRX complex.

At first, we tested whether Mrell and Kin3 yeast proteins interact using a two-
hybrid system. As the Mrell protein only plays a pivotal role in the activation of damage-
induced checkpoints, the repair of DNA double strand breaks (DSB) and telomere
maintenance when complexed with Rad50 and the Mrel1/Nbsl proteins [reviewed in 19],
we also tested the other two member of the MRX complex — Rad50 and Xrs2. Our
interaction trap assay using the full-length KIN3 gene as bait and each full-length MRX
gene as prey showed a positive interaction between these proteins (Table 2). Interestingly,
the C-terminal deletion (the last 92 aa) did not alter the interaction of Kin3 with MRX
proteins (Fig. 1), indicating that this interaction possibly occurs through the Kin3 kinase
domain. These interactions were also indicated by co-immunoprecipitation of C-Myc-
tagged Kin3 (Fig. 2).

Recently, we provided information showing that Kin3 is a new yeast DNA adduct
damage response protein [4]. Here, we have demonstrated that Kin3 shares a common

pathway with the MRX complex in response to adduct DNA, as mutants in these proteins
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have epistatic interaction (Fig. 3-5). Interstrand cross-linkings (ICLs), despite their low
amount, are the most critical cytotoxic adducts produced by cisplatin, HN2 and 8-MOP
[34]. Several distinct repair pathways, including nucleotide excision repair (NER),
homologous recombination repair (HR) and translesion synthesis (TLS), act in a
coordinated manner to resolve DNA adducts [35-37]. Previous reports showed that the
mrellA yeast strain is sensitive to ICL-forming agents and that mammalian Nbsl is
activated in response to ICL, leading to the hypothesis that formation of the
Mrel1/Rad50/Xrs2(Nbsl) complex at the site of damage is an important contributor to ICL
repair [30,36,38]. Our results reinforce the role of the MRX complex in this response and
add the protein Kin3 as a new player in this process, regardless of whether the ICLs occur
between purines (cisplatin and HN2) or pyrimidines (8-MOP) [39-41]. This physical
interaction was also observed under genotoxic conditions (Fig. 1).

Mammalian Nek1-deficient cells are defective in Gy/M-phase checkpoints in
response to DNA damage and fail to activate the downstream crucial mediators Chk1 and
Chk2. Chen et al. [11] suggested that the most proximal or upstream sensor in the DNA
damage response is the Mrell-Rad50-Nbsl complex. Because y-H2AX is activated and
localized to DNA damage sites soon after DNA damage in Nek1-deficient cells, it has been
suggested that Nek1 is not required for direct ATR and ATM (Mecl and Tell in yeast,
respectively) activation and can be involved in the activation of intermediaries in these
pathways [11,15,16]. Kin3 acts at the G,-phase in response to DNA adduct damage [4],
and similarly, the MRX mutants (mrellA, rad50A and xrs2A) fail to arrest at the G,/M-
phase checkpoint during cisplatin treatment, as do the kin3AmrellA, kin3Arad50A and

kin3Axrs2A double mutants (Fig. 7).
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Although the response of cells to ICL DNA damaging agents is somewhat
established, little is known about cell cycle arrest after treatment with ICL inducers, which
lead to G,-phase delay, in general [28,37,39,42]. In mammalian cells, the ICL response is
better characterized and occurs in ATR- and ATM-mediated checkpoint pathways [42-46].
In yeast, the ICL response appears to be mediated by Mecl [28]. The MRX complex can
function together with both Mecl (ATR) and Tell (ATM) to trigger checkpoint activation
leading to activation of the checkpoint kinases Rad53 (Chk2) and Chkl [47,48]. These
results of the MRX interaction are in accordance with previous suggestions that Kin3
might be a player in the Mec1/Tell-mediated signaling pathway [4].

The absence of changes in KIN3 gene expression in MRX simple mutants relative
to the wild type strain (Fig. 8) might indicate that MRX complex formation is not
necessary to drive KIN3 synthesis, and that the interaction probably occurs after the
translation step. Another possible finding of this result is that the Kin3 protein could be
acting at a step prior to MRX complex formation. However, it is premature to assume the
exact steps that lead to activation of these proteins.

In this work, we were able to show that the Kin3 protein interacts genetically and
physically with each protein of the MRX complex. In this scenario, KIN3 synthesis does
not require MRX complex formation. Moreover, our results provide more evidence that the
MRX complex is involved in the yeast ICL response, as in mammalian cells. Due to the
highly conserved nature of the cell-cycle machinery between yeast and humans, yeast
studies provide a valuable system to study cell-cycle regulation, which is defective in
cancer cells [49]. Mutations in Nbsl and Mrell are related to two syndromes, Nijmegen
break syndrome (NBS) and Ataxia telangiectasia-like disorder (ATLD), respectively,

which generate checkpoint defects and chromosome instability [50]. Characterization of
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the MRX complex and its molecular partners, such as the Nrk proteins, can provide
valuable insight about tumorigenesis, not only in the syndromes mentioned but also in
understanding cancer predisposition in general. In this sense, Nima-related kinases may be
novel targets for cancer treatment. Further investigation of the detailed mechanism by
which Kin3 interacts with MRX will provide important insights to elucidate this

possibility.
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V. DISCUSSAO GERAL

O DNA é o portador da informacéo genética na maioria dos organismos. Qualquer
dano a sua estrutura molecular tem potencial para causar instabilidade gendmica,
mutagénese, morte celular ou mesmo a transformacéo celular. Infelizmente, o dano no
DNA é inevitavel, ja que estd continuamente exposto a insultos exdgenos e enddgenos,
bem como as falhas da sua prépria replicacdo. Durante a divisdo celular eucariotica, o
objetivo primordial € superar estes numerosos insultos, duplicando fielmente as
informacgdes genéticas uma vez a cada ciclo. Sendo assim, ndo é de estranhar que 0s
organismos vivos desenvolveram inimeras vias para lidar com lesées na molécula de DNA
(FRIEDBERG et al., 2006). Os danos ao DNA podem perturbar o equilibrio celular e
ativar ou amplificar determinadas vias bioquimicas que regulam o crescimento e divisao
celular (pontos de checagem), assim como as vias que ajudam a coordenar a replicacdo do
DNA com a remocéo de danos (vias de reparacdo de DNA) (MERRY et al., 2010).

Na ultima década, o progresso no entendimento dos mecanismos de detec¢éo,
sinalizacdo e reparacdo de danos no DNA tem sido enorme (ASHWELL & ZABLUDOFF,
2008). Entretanto, muitos detalhes moleculares ainda esperam por respostas, especialmente
no gue tange as etapas de reconhecimento das lesdes que d&o inicio as vias de checagem de
ciclo celular, assim como a coordenacgéo entre os processos de reparacdo de DNA e as vias
de checagem de ciclo celular na resposta a danos especificos no DNA. A busca de novas
proteinas envolvidas nestes processos pode ser importante para o entendimento destas
lacunas.

O gene KIN3 foi descoberto no inicio da década de 1990 como nédo essencial para
as células de levedura, jA que sua delecdo ndo afeta crescimento, acasalamento e

esporulagéo (JONES & ROSAMOND, 1990; SCHWEITZER & PHILIPPSEN, 1992;
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BARTON et al., 1992), com a sugestdo de que a proteina que codifica este gene,
previamente identificada como ort6loga a proteina de ciclo celular NIMA de A. nidulans
(SCHWEITZER & PHILIPPSEN, 1992), poderia estar associada a uma fungéo condicional
em S. cerevisiae. Neste sentido, os resultados apresentados nesta tese apontam para o
envolvimento desta proteina na resposta a estresse genotoxico, ja que a delecdo do gene
KIN3 induz uma sensibilidade pronunciada a diferentes agentes genotoxicos, entre estes,
cisplatina, doxorubicina, HN2 e MMS. Além disso, estas células apresentam falha na
parada de ciclo celular no ponto de checagem G,/M (Capitulo 1). Em geral, células sem
pontos de checagem funcionais apresentam instabilidade gendmica, devido a falhas em
responder apropriadamente aos danos no DNA que podem resultar em morte (FASULLO
& SUN, 2008).

A cisplatina, a doxorubicina, a HN2 e o MMS sdo agentes que podem formar
adutos com o DNA, como ja detalhado na Introducéo (se¢do 1.4). Enquanto o MMS forma
monoadutos, os demais agentes podem induzir a formacdo de ICLs. O sistema de
reparacao destas lesdes € complexo, mas conhecido. Entretanto, a sinalizacdo que leva a
parada de ciclo celular para reparacdo ndo € totalmente compreendida. Normalmente, esta
parada do ciclo celular esta relacionada com o bloqueio da forquilha de replicacédo na fase
S. Ela também pode acontecer na fase G,/M, como consequéncia da formacdo de quebras
no DNA relacionadas ao bloqueio da forquilha de replicacdo ou aos processos de reparacao
destas lesbes (STASZEWSKI et al., 2008; MUNIANDY et al., 2010). A formacdo de
quebras apoés tratamento com indutores de adutos, associada a parada de ciclo celular em
G, observada na linhagem mutante kin3A, indica que esta proteina ndo esteja envolvida nas
etapas iniciais de reconhecimento destas lesdes (Capitulo ). Adicionalmente, a reparacao

destas quebras na molécula de DNA parece ndo acontecer nas células kin3A, sugerindo o
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envolvimento da proteina Kin3 na sinalizacdo destas quebras. Entretanto, a auséncia de
sensibilidade da linhagem mutante aos agentes UVC e perédxido de hidrogénio (H20,),
indica que a proteina Kin3 possa ter uma especificidade para intermediarios de les6es do
tipo ICL e alquilacdo de bases, e ndo especificamente a quebras no DNA, ja que, UVC e
H,O, também podem induzir formacdo de quebras no DNA como conseqliéncia da lesdo
priméria (ZHAO et al., 2008; KAUFMANN, 2010).

De modo geral, a sinalizagdo celular que resulta em parada de ciclo celular apos
alquilacdo de bases ou formacdo de ICLs é mediada pelas proteinas sinalizadoras ATR
(Mecl) em fase S ou ATM (Tell), com ou sem participacdo de ATR (Mecl), na fase G,
(BROZOVIC et al., 2009; CARROZZA et al.,, 2009; SZYJKA et al., 2008). Em
mamiferos, em resposta a alquilacdo de bases na fase S, acontece a ativacdo de Chkl
mediada por ATRe, na fase G,/M, ocorre a ativacdo de Chk2 mediada por ATR
(PASCUCCI et al., 2005; ZHOU et al., 2006; HORTON et al. 2007; STASZEWSKI et al.,
2008: CARROZZA et al., 2009). Em S. cerevisiae, a proteina Mecl (homdloga de ATR)
também esta envolvida na resposta a danos induzidos por MMS ativando, além de Chkl,
como em mamiferos, a proteina Rad53 (SZYJKA et al., 2008). Nossos dados indicam que
em leveduras também pode ocorrer parada em G,/M na resposta a MMS (Capitulo 1).

A inducdo de parada de ciclo celular em resposta a ICLs em geral acontece nas
fases S e G,/M (revisado por BROZOVIC et al., 2009). Em mamiferos, trés principais
vias de sinalizacdo tém sido sugeridas, ambas mediadas por ATR, a primeira com ativacao
de Chkl (PICHIERRI & ROSSELLI, 2004; BROZOVIC et al., 2009), a segunda
envolvendo Nbs2 e FancD2 (NAKANISH et al., 2005) e, embora Chk2 ndo seja o
substrato preferencial de ATR, parece interagir com a mesma induzindo parada de ciclo,

representando a terceira via de sinalizacdo (PABLA et al. 2008). Em leveduras, a via de
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ativacdo de parada de ciclo celular também parece ser mediada pelo homdlogo de ATR, a
proteina Mecl, mediada pelos complexos Ddcl/Mec3/Radl7 e Rad24/Rfc2-5, com
ativacdo de Rad9 e de ambas cinases efetoras Chkl e Rad53 (CARDONE et al. 2006).
Além disso, tem sido sugerida uma ativacdo tardia de checkpoint em G,/M mediada por
ATM, provavelmente em funcdo da formacdo de quebras duplas no DNA, com
participagdo do complexo MRX (BAE et al., 2010). O aumento da sensibilidade da
linhagem kin3A e o bloqueio da expressdo do gene KIN3 na linhagem selvagem, durante
co-tratamento com cisplatina, doxorubicina, HN2 ou MMS e cafeina, inibidor das cinases
ATM e ATR, indica a participacdo da proteina Kin3 na resposta a estas lesdes em uma via
dependente de Tell/Mecl (Capitulo 1). Os ortdlogos de NIMA em mamiferos Nekl e
Nekl1l atuam na via ATM/ATR de formas diferentes. Enquanto Nekl n&o interage
diretamente com estas proteinas, Nekl1l é fosforilada por ATR (CHEN et al., 2008;
MELIXETIAN et al., 2009).

Entre os homologos de NIMA em mamiferos, a proteina Nekl é melhor
caracterizada no que se refere a resposta a lesées no DNA (POLCI et al., 2004; CHEN et
al., 2008; PELEGRINI et al., 2010). A proteina Mrell tem sido sugerida como possivel
parceira molecular de Nek1 (Introducéo, Segédo 1.7.1). Nossos resultados demonstram que,
em levedura, ha interacdo da proteina Kin3 com as proteinas do complexo MRX (Capitulo
I1). Embora linhagens de S. cerevisiae mutantes para os genes codificadores das proteinas
do complexo MRX apresentem pronunciada sensibilidade a agentes indutores de adutos no
DNA (MCHUGH et al.,, 2000; LAM et al., 2008; Capitulo Il), os dados sobre a
participacdo do complexo MRX nestas respostas ainda séo insipientes. A proteina Mrell,
por exemplo, parece estar envolvida no processamento de estruturas intermediarias no

processo de reparacdo de ICL, com funcdo redundante com as proteinas Exol e Pso2,
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assim como na resposta a lesdes induzidas por MMS (LAM et al., 2008). Neste sentido,
nossos dados reforcam a participacdo deste complexo na resposta a ICLs e adicionam uma
nova proteina nessa via, Kin3. Em leveduras, a sinalizacdo mediada pelo complexo MRX
acontece via Tell, de maneira dependente ou independente de Mecl (MANTIERO et al.,
2007), de forma que os dados de interacdo com o complexo MRX refor¢cam nossa hipétese
inicial de que a proteina Kin3 atuaria em uma via dependente de Mec1/Tell, ja que este
complexo parece estar envolvido no processamento destas lesbes e sinalizacdo para
ativacdo de parada de ciclo celular (BAE et al., 2008).

Considerando as informacdes apresentadas nesta Tese, na sinalizacdo para parada
de ciclo celular na fase G,/M, em resposta a formacdo de adutos no DNA, estruturas
intermediarias, geradas pelos sistemas de reparacdo como o NER, por exemplo, seriam
sinalizadas pelo complexo MRX. A interacdo de Mrellp com Tellp induziria a auto-
ativacdo de Tellp, que atuaria entdo fosforilando as proteinas Mrell e Xrs2, como
demonstrado por LISBY et al. (2004). A proteina Mrell faria, de forma aditiva ou
redundante com as proteinas Pso2 e Exol, o processamento das estruturas intermediarias
geradas pela retirada das ICLs, resultando em estruturas que aumentam a sinalizacdo para
parada de ciclo celular. A proteina RPA também parece ser importante nesta sinalizacao
(MELO et al., 2001). Este sinal pode ser amplificado ainda pela ativacdo da proteina Mecl
(via Tell), associada a Ddc2p e aos complexos Ddclp/Mec3p/Radl7p e Rad24p/Rfc2-5p
(CARDONE et al., 2006). Meclp e Tellp ativariam Rad9p, e esta, diferente do que
acontece em células de mamifero, ativaria ambas cinases efetoras Chkl e Rad53 de
maneira redundante (Figura 12A). Nesta via de sinalizacdo, a proteina Kin3 poderia atuar
recrutando o complexo MRX para o local da lesdo através do reconhecimento das

estruturas intermediarias das ICLs geradas pelo sistema de reparacdo de DNA. O aumento
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da expressdao do gene KIN3 nos mutantes MRX (Capitulo Il) sugere que a inducdo do
mesmo na resposta a danos no DNA independe da presenca do complexo MRX,
possivelmente com a proteina Kin3 atuando em uma etapa anterior a formacdo do
complexo MRX, conforme mostrado na Figura 12B. Entretanto, como modificacdes pos-
traducionais provavelmente ocorram para tornar Kin3 ativa, é prematuro assumir se de fato
isso acontece. Experimentos de fosforilacdo in vitro poderao ser Gteis para determinar se as
proteinas do complexo MRX sdo substratos para Kin3p. Além disso, estudos de co-
localizacdo com estas proteinas, poderdo auxiliar na identificagdo temporal da formacao de

foci no local da lesdo nesta via de sinalizag&o.
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Figura 12. Modelo de ativacédo de parada de ciclo celular apds formacéo de adutos no DNA

na fase G,/M do ciclo celular. A) A formagéo de ICL resulta em perturbagdes na forquilha



Pagina |109

de replicacdo, que podem ter como consequéncia a formacéo de quebras no DNA, que séo
reconhecidas pelo complexo MRX, que além de recrutar a proteina Tell ao local da lesdo
faz o processamento destas quebras. Tell pode amplificar esta sinalizacdo ativando a
cinase Mecl e os complexos ligados a ela (detalhes no texto), levando a ativagdo de Rad9p
e por fim as cinases efetoras Chklp e Rad53p, com a consequente parada de ciclo celular.
B) Participacdo da proteina Kin3, no reconhecimento de lesbes intermediarias de DNA
(provavelmente formadas ap06s processamento inicial de ICLs pelo sistema de reparacao) e

recrutamento do complexo MRX ao local da leséo.

As relacGes de Kin3p com proteinas do sistema de reparacdo de DNA que geram
estas estruturas intermediarias podem trazer mais informagdes que conduzam ao
entendimento desta via de sinalizagdo. Os resultados preliminares indicam que o mutante
kin3A interage epistaticamente com o mutante radlA na resposta a cisplatina (Anexo 1). O
complexo formado pelas proteinas Radl e Radl0 (homdlogas de XPF e ERCC1 de
mamiferos) faz parte do NER e ¢ responsavel pela incisdo no sentido 5’ na fita de DNA
contendo a ICL (BHAGWAT et al., 2009). A interacdo de kin3A com o mutante rad52A na
resposta a cisplatina também parece ser epistatica, ja a delecdo do gene KIN3 induz um
aumento de sensibilidade no mutante ku70A tratado com cisplatina, indicado que estas
proteinas atuam em vias diferentes (Anexo 1). As proteinas Rad52 e Ku70 participam da
resposta a quebras duplas no DNA nas vias HR e NHEJ, respectivamente (revisado por
SHRIVASTAV et al., 2008). A delecdo do gene KIN3 no mutante rev7A, deficiente na
subunidade acessoria da polimerase £, ndo alterou a sensibilidade durante o tratamento
com cisplatina (Anexo 1). Embora esteja claro que a via NER e HR, representadas aqui
pelas proteinas Radl e Rad52, respectivamente, atuem na reparacdo de ICLs, a forma
como isto acontece ainda nao estd bem definida, assim como a interacdo das proteinas do

NER com o complexo MRX nesta resposta. Além disso, como comentado por
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LEHOCZKY et al. (2007), a interpretacdo das aparentes interacfes genéticas, epistaticas e
ndo-epistaticas, envolvendo diferentes mecanismos de reparacdo de ICL é muito complexa,
refletindo os multiplos caminhos que podem competir por intermediérios durante as varias
fases de reparacéo de ICL, e que estes podem ser sobrepostos, parcialmente sobrepostos ou
totalmente distintos. Neste sentido, mais informagfes sobre a interagdo de Kin3 com
proteinas do NER ou HR devem ser obtidas para confirmacao destes dados.

A delecdo de 92 aminoacidos da porcédo terminal de Kin3 ndo afetou a interacdo
com as proteinas do complexo MRX (Capitulo I11). Dessa forma, provavelmente, diferente
de outras proteinas que contém dominios regulatorios para interagdo com parceiros
moleculares (O’CONNELL, et al., 2003), a proteina Kin3 interage com outras proteinas
através do préprio dominio cinasico, o que pode sugerir uma interacdo momentanea,
somente para ativacdo de um substrato por fosforilagdo, por exemplo. Como mencionado
na introducdo, a proteina apresenta regides regulatorias extremamente conservadas em seu
dominio cinasico. Na proteina NIMA, por exemplo, a mudanca de um acido glutamico da
posicdo 41 para uma glicina leva a um fendtipo sensivel a temperaturas altas, induzindo
parada em G, (OSMANI et al., 1988; 1988). Residuos acidos conservados foram descritos
em ortologos de NIMA, inclusive na proteina Kin3, que apresenta um residuo de acido
aspartico na posicdo 55 (JONES & ROSAMOND, 1990; BARTON et al., 1992). A
substituicdo do residuo de &cido glutamico na proteina humana Nek2 por uma glicina
impede a fosforilacdo da proteina Hecl (que é substrato de Nek2), e 0 mesmo parece
ocorrer com a substituicdo desse residuo em Kin3, sugerindo que o mesmo € importante
para ativacdo de parceiros moleculares (CHEN et al., 2002). A substituicdo deste residuo
na proteina Kin3 pode ser importante para avaliacdo da interagdo in vivo com o complexo

MRX.
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Por outro lado, os resultados de co-imunoprecipitacdo, podem sugerir uma
interacdo mais permanente de Kin3 com as proteinas do complexo MRX (Capitulo II).
Dessa forma, a proteina Kin3, apds ativacdo das proteinas Mrell e Xrs2 pela proteina
Tell, manteria 0 complexo MRX unido durante a cascata de sinalizagdo para ativacdo das
proteinas efetoras Chkl e Rad53, ou ainda, durante as etapas de processamento das
extremidades das DSBs pelo complexo, por exemplo (Figure 13). Como o complexo MRX
participa efetivamente dos processos de reparacdo de quebras duplas em ambas as vias,
homologa e ndo homdloga, uma possivel fungdo de Kin3 durante estes processos ndo pode
ser descartada, especialmente na via de recombinacdo homdloga que ocorre durante a

reparacao de intermediarios de lesdes do tipo ICL (LIU et al., 2008; VASQUEZ, 2010).

Sinalizagao

§_MnD) __e o e radin
Mrell/Rad50/Xrs>

0
CORadd >
Cehk1D ™ (Rads3)

Processamento
# _(Kin3) ,3

Mrell/Rad50/Xrs2
|

Figura 13. Modelo de interagdo de Kin3 com o complexo MRX durante os processos de
sinalizacdo celular e/ou processamento das extremidades geradas durante o processo de

reparacao das ICLs.

O entendimento da interacdo entre as proteinas do complexo MRX com a proteina

Kin3 na resposta a lesdes do tipo ICL, assim como a compreensdo exata da funcdo do
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complexo MRX nestas respostas pode ser importante se considerarmos que alguns
tumores, por exemplo, desenvolvem resisténcia a cisplatina (ou outros agentes
bifuncionais) principalmente porque se tornam capazes de reparar ICLs. O silenciamento
da proteina Rad50 foi recentemente utilizado como uma estratégia para melhorar as
repostas a cisplatina em carcinoma de células escamosas (ABUZEID et al. 2009). Além
disso, mutacGes nas proteinas Nbsl e Mrell estdo relacionadas a duas sindromes
chamadas Sindrome de quebra de Nijmegen (Nijmegen break syndrome - NBS) e
desordem semelhante a Ataxia telangiectasia (ataxia telangiectasia-like disorder - ATLD),
respectivamente. Estas duas sindromes geram instabilidade cromossdmica (resultante de
uma resposta defeituosa a quebras duplas no DNA) e maior suscetibilidade ao cancer, entre
outras. A caracterizacdo do complexo MRX e de parceiros moleculares, como as proteinas

relacionadas a NIMA, sdo de extrema importancia para o entendimento destas sindromes.
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Conclusoes

Os processos de resposta a danos no DNA sdo complexos e desempenhados por
vias multi-protéicas que interagem entre si, de forma coordenada e regulada, visando a
manutencdo da estabilidade genémica. A busca pelo entendimento destas vias de
sinalizagdo, reparacdo, tolerancia a danos no DNA e morte celular é constante. Neste
sentido, nesta tese é apresentada uma nova proteina envolvida na sinalizacdo de danos no

DNA, chamada proteina Kin3. Este estudo trouxe as seguintes conclusoes:

» A delecdo do gene KIN3 induz sensibilidade aos agentes indutores de adutos no

DNA, cisplatina, doxorubicina, HN2 e MMS;

» A auséncia de Kin3 ndo induz sensibilidade aumentada ap6s tratamento com UVC

e perdxido de hidrogénio;

» As células kin3A ndo sdo capazes de detectar lesdes no DNA e prosseguem no ciclo

celular apos tratamento com cisplatina, doxorubicina, HN2 e MMS;

» Ocorre formagdo de quebras no DNA em linhagens kin3A apds tratamento com
cisplatina, doxorubicina, HN2 e MMS, indicando que a auséncia de Kin3 ndo

interfere no processamento inicial das lesbes induzidas por estes agentes;

» Ha um aumento de expressdo da proteina Kin3 apds tratamento genotoxico,

condizente com o periodo de parada de ciclo celular;

» Kin3 parece interagir em uma via dependente de Tell/Mecl.
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» A proteina Kin3 interage fisicamente com cada uma das proteinas do complexo

Mre11/Rad50/Xrs2, mesmo na auséncia de tratamento genotoxico;

> A delecdo da porcdo C-terminal da proteina Kin3 (retirada dos 92 aminoacidos

finais) ndo interfere na interacdo com as proteinas do complexo MRX;

» KIN3 interage geneticamente com cada um dos genes do complexo MRX de forma

epistatica, apos tratamento com agentes indutores de ICL.

» A formacdo do complexo MRX ndo parece ser necessaria para a inducdo da
expressdo do gene KIN3, apds estresse genotoxico induzido por cisplatina,

doxorubicina e HN2.
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Perspectivas

A proteina Kin3 estd envolvida na resposta a formacdo de adutos (mono- e
bifuncionais) no DNA. Embora o conjunto de dados apresentados nesta tese suporte esta
afirmacdo, também resulta em varias perspectivas:

» Auvaliar, por ensaios de fosforilacdo in vitro, se Kin3p é substrato para fosforilacéo
da proteina Mrell, ja que esta € a primeira proteina do complexo MRX a se
posicionar no local da lesdo. Da mesma forma, avaliar se Kin3 pode fosforilar as
proteinas Mrell e Xrs2 também através de ensaios de fosforilacao in vitro;

» Realizar ensaios de mutagénese sitio-dirigida, substituindo o acido aspartico da
posicdo 55 por um aminoacido neutro (como a glicina) e avaliar a resposta a les6es
no DNA, assim como a interacdo com as proteinas do complexo MRX. Além disso,
utilizando mutagénese sitio-dirigida, retirar a sequéncia de serinas e treoninas entre
as posicdes 247-256 (TYVGTPYYMS), provavel sitio de fosforilacdo de Kin3, e
da mesma forma avaliar a resposta a leGes no DNA e a interagdo com o complexo
MRX;

» Avaliar a formacdo de quebras duplas no DNA formada, nas linhagens kin3A e
selvagem, apds tratamento com MMS, cisplatina, doxorubicina e HN2, utilizando
plasmideos contendo quebra (gap repair). Realizar esta mesma avaliagdo nos
duplos mutantes kin3Amrel1A, kin3Arad50A e Kin3AXrs2A;

» Avaliar a expressao das proteinas Mrell, Rad50 e Xrs2 durante a resposta a
estresse genotoxico induzido por formadores de ICL utilizando imunoblotting, na

linhagem selvagem e na linhagem Kkin3A;
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Avaliar a expressao das cinases sinalizadoras Tell e Mecl, assim como das efetoras
Chk1 e Rad53, nos simples e duplos mutantes nas proteinas do complexo MRX e
Kin3, através de imunoblotting durante estresse genotoxico;

Realizar ensaios de co-localizacdo das proteinas do complexo MRX e Kin3, assim
como das provaveis proteinas envolvidas nesta via de sinalizagdo, durante estresse
genotdxico utilizando microscopia fluorescente, identificando temporalmente a
formacéo de foci no local da les&o;

Avaliar a interacdo genetica da proteina Kin3 e do complexo MRX com proteinas
de reconhecimento de lesdes induzidas por MMS (da via BER), ICL (da via NER)
e com polimerases de sintese translesdo, na resposta a estresse genotoxico.

Analisar o efeito da superexpressdo da proteina Kin3 em uma linhagem selvagem,
com relacdo ao fendtipo de sensibilidade a agentes genotoxicos e perfil do ciclo

celular.
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Anexo 1

Controle Negativo Cisplatina 50 ug/mL

WT

kin3A

rad1A

rad1Akin3A

rad52A

rad52Akin3A

ku70A

ku70AKIin3A

rev/A

rev/Akin3A

Figura 15. Teste de sensibilidade em mutantes representantes das vias NER, HR, NHEJ e
TLS. Células em fase estacionéria de crescimento foram adequadamente diluidas (1 x10” a
1 x10% e plaqueadas em meio rico YPD, com ou sem cisplatina (50 pg/mL). O mutante
radlA representa a via NER, o mutante rad52A a via HR, o mutante ku70A a via NHEJ e o

mutante rev7A é deficiente em uma das subunidades da polimerase .
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Never in mitosis A (NIMA)-related kinases (Nek) are
evolutionarily conserved proteins structurally related to
the Aspergillus nidulans mitotic regulator NIMA. Nekl is
one of the 11 isoforms of the Neks identified in mammals.
Different lines of evidence suggest the participation of Nek1
in response to DNA damage, which is also supported by the
interaction of this kinase with proteins involved in DNA
repair pathways and cell eyele regulation. In this report, we
show that cells with Nek1 knockdown (KD} through stable
RNA interference present a delay in DNA repair when
treated with methyl-methanesulfonate (MMS), hydrogen
peroxide (H;05) and cisplatin (CPT). In particular,
interstrand cross links induced by CPT take much longer
to be resolved in Nek1 KD cells when compared to wild-ty pe
(WT) cells. In KD cells, phosphorylation of Chk1 in response
to CI'T was strongly reduced. While WT cells accumulate in
G /M after DNA damage with MMS and H,0,, Nekl KD
cells do not arrest, suggesting that Gy/M arrest induced by
the DNA damage requires Nekl. Surprisingly, CPT-treated
Nekl KD cells arrest with a 4N DNA content similar to WT
cells. This deregulationin cell eyele control in Nek1 KD cells
leads to an increased sensitivity to genotoxic agents when
compared to W' cells. These results suggest that Nekl is
involved in the beginning of the cellular response to
genotoxic stress and plays an important role in preventing
cell death induced by DNA damage.

Introduction

Nekl 1s a member of the NIMA (Never in mitosis Al-related
kinase (Nrk or Neks) family of serine/threonine kinases. In the
filamentous fungus, Aspergilius nidulans, activation of a struc-
turally related serine/threonine kinase, designated NIMA,
plays a pivotal role in controlling entry into mitosis (1-3).
Homology-based screens for NIMA genes in higher eukaryotes

have uncovered a large family of Neks and in mammals
11 Neks, Nekl to Nekll, have been identified (4). All Neks
have a conserved N-terminal kinase domain that have =40% of
amino-acid similarity and with the exception of human Nek6,
Nek7 and Nek10, possess a C-terminal non-catalytic regulatory
domain. The length and composition of motifs in the C-terminal
region vary considerably, with several protein—protein in-
teraction and protein degradation motifs (4).

Nekl has the largest non-catalvtic C-terminus among
mammalian Neks, with several coiled-coil domains, PEST and
D-box degradations signals and both nuclear localization and
export consensus sequences (4). These signatures suggest that
Nekl is a highly integrated and regulated protein. Accordingly,
veast two-hybrid assays using the central coiled-coil region of
human Nekl as bait identified 11 proteins, which include
KIF3A (kinesin family member 3A), MREII {meiotic recom-
bination 11), p53BP1 (p53 binding protein 1) and ATRX (alpha
thalassemia/mental retardation syndrome X-linked) (5).

The interaction of Nekl with proteins involved in DNA
repair point to the importance of Nekl m this process. The
importance of Nekl in DNA repair has been characterized most
thoroughly in response to ionizing radiation (IR) (6). This kind
of DNA damaging agent induces predominantly double-strand
breaks (DSBs), which in mammals are repaired mainly by non-
homologous end joining (NHEJ) and to a lesser extent by
homologous recombination (HR) involving proteins already
shown to interact with Nekl, such as MREIL, p53BP1 and
ATRX (5,7.8). IR exposure leads to nuclear localization of
Nekl in discrete nuclear points, possibly in double-strand DNA
break sites, as well as increasing Nekl expression and actvity
(6). Lack of Nekl prevented G/S or Gz/M phase arrest in
response to IR, as well as phosphorylation of Chkl and 2 (9).
Therefore, Nekl was suggested as a kinase located at the early
steps of [R-induced DNA damage signalling.

In the present report, we show that Nek] is important in the
cellular response to the genotoxic agents methyl methanesul-
fonate (MMS), hydrogen peroxide (H-0,) and cisplatin (CPT),
which induce diverse DNA lesions and activate various
repair mechanisms. MMS is a monofunctional alkylating agent
that covalently reacts with only one nucleophilic center in
DNA, modifying guanine to 7-methylguanine and adenine to
3-methyladenine, causing the incorrect pairing of the bases
and blocking replication (10). Methyl groups can be directly
removed by DNA alkyl transferase or repaired by base excision
repair (BER) (11). H,O5 produces reactive oxygen species
(ROS) resulting in apurinic or apirimidinic sites that are
repaired by BER (12). ROS also induces single- and double-
stranded DN A breaks, which may recruit several repair mech-
anisms which include HR, NHEJ, mismatch repair, translesion
synthesis and transcription-coupled repair (13). CPT treatment
induces formation of DNA intra and interstrand cross links
(ICLs), DNA—protein cross links and monoadducts with DNA
(14). ICLs represent a small amount of the total CPT lesions

@ The Author 2010, Published by Oxford University Press on behalf of the UK Environmental Mutagen Society.
All rights reserved. For permissions, please e-mail: joumnals. permissions@ oxford journals.org. 1
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