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Resumo

O cancer cervical € um problema que vem afetando cada vez mais
mulheres de todo o mundo e, se ndo detectado em tempo, pode resultar em alta
taxa de letalidade. Virtualmente todos os canceres cervicais tém como agente causal
essencial o Papilomavirus Humano (HPV). A Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
estima que cerca de 660 milhdes de pessoas sao infectadas todos os anos, além de
ser o0 virus que causa Doencgas Sexualmentes Transmissiveis (DST) mais comum do
trato genital. Os HPVs sdo subdivididos em varias categorias, sendo classificados
por tipo e subtipo, grau de risco (alto e baixo risco) e pelo sitio preferencial de
infeccao (cutaneo, genital, etc).

Os HPV genitais de alto risco (HR-HPV) dos tipos 16 e 18 sao
responsaveis por aproximadamente 70% dos casos de cancer cervical no mundo,
com alguma diferenca de prevaléncia dependendo da regido. Estudos tém
aumentado muito o conhecimento acerca destes virus nos ultimos anos, mas
algumas questdes ainda ficam em aberto devido a dificuldades técnicas e
experimentais. Um foco recente importante dos estudos sobre estes virus tem sido
buscar o entendimento sobre a estrutura e fungdes das oncoproteinas E6 e E7 e
seus alvos moleculares, com intuito de buscar novos alvos ou metodologias para o
desenvolvimento de vacinas ou farmacos contra o HPV.

Neste trabalho, buscamos complementar os trabalhos ja
desenvolvidos na area de modelagem estrutural da proteina E6 de HPV 16, que tem
como principal funcdo a conducgéo de p53, proteina celular supressora de tumores, a
degradacdo. O trabalho foi desenvolvido através de modelagem por homologia
utiizando como molde o modelo experimental parcial mutado publicado por Nominé

et al (2006). O modelo obtido apresenta dois dominios parcialmente independentes



(N- e C-terminal) ligadas por um conector central (linker) sem estrutura secundaria
definida. Apesar de a proteina apresentar grande tendéncia a desordem intrinseca,
os dominios mantiveram a maior parte de suas topologias ao longo da simulacdo em

meio aquoso, indicando boa qualidade do modelo sugerido.



Abstract

Cervix cancer is a worldwide problem, increasingly affecting women
all over the globe which could lead to high mortality rates when not diagnosed in
early stages. Virtually all cervical cancers has Human Papillomavirus (HPV) as a
necessary cause. World Health Organization (WHO) estimates around 660 million
people infected each year by the virus, besides being the most common viral
Sexually Transmitted Disease (DST). HPVs are subdivided by type and subtype,
carcinogenic risk (high or low risk) and by infection site (cutaneous, genital, etc).

The high-risk HPV (HR-HPV) types 16 and 18 are responsible
together for approximately 70% of the cervical cancer cases in the world, showing
some prevalence differences among regions. Studies have provided increasing
knowledge on HPV infection and oncogenic capacity, but some aspects are still to be
elucidated, mainly due to technical and experimental difficulties. An important recent
focus of HPV research has been the search for defining the structure and function of
E6 and E7 viral oncoproteins and their molecular targets, aiming to find new targets
and methodologies for the development of vaccines or drugs against HPV.

In this work, our goal is to complement the available research on the
tridimensional structure modeling of HPV 16 E6 protein, which interacts with tumor
suppressor p53 as a main target, among others, leading to its degradation. The
model on this work was developed by homology modeling, using the partial mutated
experimental C-terminal model published by Nominé et al (2006) as template. The
model we generated is a protein with two partially independent domains (N- and C-
terminal) connected by a central linker that lacks a secondary structure. In spite the

high tendency the protein has to intrinsic disorder, each domain of the final model



maintained most of its topology throughout the aqueous solution simulation,

indicating the good quality of our suggested model.
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1 Apresentacao do tema

O céancer cervical tem como agente causador em sua maioria 0
Papilomavirus Humano (HPV). Os HPVs sao classificados como de baixo e alto risco
de acordo com sua prevaléncia em canceres cervicais. Os HPVs dos tipos 16 e 18
sao classificados como de alto risco e juntos sao responsaveis por aproximadamente

70% dos casos de cancer cervical.

1.1 Papilomavirus Humano

O Papilomavirus Humano (HPV) é um agente que esta presente em,
virtualmente, todos os canceres cervicais, em uma quantidade significativa de
canceres da area orofaringea e em alguns canceres de pele e retais. Os HPVs
podem ser classificados em dois grandes grupos, os de alto e os de baixo risco, de
acordo com sua propensao a transformacgao celular. Dentre os de alto risco estdo os
tipos 16, 18, 31, 33 e 45. O HPV 16 é responsavel, sozinho, por mais de 50% dos
casos de cancer cervical em todo mundo, e junto com o tipo 18, somam
aproximadamente 70% dos casos (Bosch et al, 2002).

O genoma do HPV é uma dupla fita de DNA circular de
aproximadamente 8 kb, com pequenas variagdes de tamanho entre os tipos e
subtipos. Todos 0s genes sao transcritos a partir da mesma fita do DNA e 3 regides
podem ser identificadas: a primeira regido é chamada de Early (precoce) e contém
as regides de leitura aberta, ORFs (do inglés Open Reading Frames), que codificam
as proteinas E17°E7; a segunda regido é chamada Late (tardia) e contém as ORFs
L1 e L2, que codificam apenas as proteinas estruturais que formam o capsideo viral;
a terceira regidao € a LCR (Long Control Region), de aproximadamente 1 kb, onde se

localizam o promotor principal e outras sequéncias reguladoras (Howley, 2001;
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Schmitt, 2006).

As proteinas expressas no inicio da fase precoce sao E1, E2 e E5. A
acao destas proteinas promove a replicacdo do genoma viral, aumentando a
quantidade de cépias para 50 a 100 por célula. Ao chegar a este patamar, a
replicacdo se mantém em baixos niveis apenas para assegurar uma infeccao latente
das células. As proteinas E1 e E2 sdo as responsaveis pelo inicio da transcricéo,
alongamento do DNA e recrutamento de fatores celulares de replicacdo. A
passagem da fase precoce para a fase tardia do ciclo vira esta, de alguma forma,
vinculada a diferenciacao da célula hospedeira e a regulagéo por E5 (Fehrmann et
al, 2003). A proteina E5 é uma oncoproteina cujas funcdées ainda nao foram
totalmente elucidadas. Esta proteina apresenta muitas caracteristicas conservadas
entre os varios tipos de HPV e é capaz de formar complexos com diversas proteinas
celulares. Na célula infectada, E5 encontra-se associada com a membrana do
Complexo de Golgi, na regido perinuclear e na membrana citoplasmatica. Varios
estudos ja demonstraram que E5 é expressa desde o inicio da infeccao até a fase
pré-maligna de lesbes em células escamosas cervicais (Howley, 2001). Um
esquema do genoma do HPV 16 pode ser visto na Figura 1.

O HPV replica-se de forma epissomal multicépia, eventualmente
integrando-se no genoma da célula hospedeira. A replicagcdo é dependente da
diferenciacao celular por mecanismos ainda a serem elucidados. O virus infecta,
inicialmente, as células da camada basal do epitélio, onde ha proliferacao celular. A
infeccdo produtiva, momento em que ha a liberagcdo de novas particulas virais,
ocorre nas camadas mais externas com a expressao de L1 e L2, e é regulada por
genes como E1 e E2 — estes genes impedem e regulam o ciclo e a expressao dos

genes virais assegurando a infeccao latente e a formacao de novas particulas virais.
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Foi relatado que em tumores causados por HPV nado ha infeccdo produtiva (zur
Hausen, 1996), provavelmente devido a integracdo que ocorre, na maioria das
vezes, previamente a malignizacdo. Na integracdo, acontece uma quebra do
genoma viral na ORF E2. A perda de E2 leva a um desequilibrio da expressao e/ou
funcdo de E6 e E7, levando a célula a uma proliferacdo descontrolada, que pode

contribuir para a malignizacao da lesdao (Gammoh et al, 2006).

Figura 1: Esquema do genoma do HPV 16.

A classificacdo de tipos, subtipos e variantes de HPV ¢é feita com
base na similaridade das sequéncias das ORFs E6, E7 e L1. Para ser classificado
como mesmo tipo, a seqiéncia destas ORFs deve ter até 90% de semelhanca com
o prototipo, entre 90 e 98% para um mesmo subtipo e mais de 98% para mesma
variante (De Villiers, 1989; Van Ranst et al, 1993).

Estas diferencas entre as sequéncias das proteinas dos HPVs,
dificulta a busca por drogas e vacinas eficientes contra todos tipos, subtipos ou

variantes de HPV e até mesmo por um sistema diagnostico para detectar todos
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HPVs que possam estar envolvidos em neoplasias (Stewart, 1996; Termine et al,

2008).

1.2 Caracteristicas e funcoes das oncoproteinas E6 e E7

As proteinas codificadas pelas ORFs E6 e E7, por sua funcéo
oncogénica, sao as proteinas de HPV melhor estudadas até o momento. Ambas as
proteinas sao multifuncionais. A principal funcdo de E7 é inativar pRb (proteina do
Retinoblastoma). A de E6 por sua vez, sabe-se que é diferente entre os grupos de
HPV. Nos HPV de alto risco de mucosas, uma das principais fungdes de E6 é
marcar p53, proteina supressora de tumores, para degradacao pela subunidade 26S
do proteossoma (Scheffner et al, 1990; Werness et al, 1990; Huibregtse et al, 1991 e
1993). Em HPVs cutaneos, E6 nado interage com p53 nem induz a sua degradacéao
(Elbel et al, 1997), mas induz a proteina pré-apoptética Bak a degradacao (Jackson
et al, 2000). Até o presente momento, ndo foi descoberto nenhum alvo de
degradacao para E6 de papilomavirus bovinos.

Apesar da inativacdo destes alvos, mesmo separadamente, ser
suficiente para a imortalizacdo da célula, é, no entanto insuficiente para a
transformacao celular (Minger et al, 1989). Park e Kang (2000) mostraram que
ambas as proteinas E6 e E7 dos HPVs de alto risco sdo responsaveis por gerar
grande instabilidade genética. Estes autores demonstraram que E6 e E7 dos HPVs
de alto risco, mas ndao dos de baixo risco, combinadas ou separadamente,
aumentam as taxas de mutacbes espontdneas em presenca de carcinbgenos como
o derivado do tabaco, MNNG (N-Metil-N’-nitro-N-nitrosoguanidina). Outros estudos
também demonstraram formas de instabilidade genética, como atrasos no sistema

de reparo por excisdo de nucleotideos, apds incidéncia de radiagdo ultravioleta em
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células imortalizadas por HPVs dos tipos 16 e 18 (Rey et al, 1999). E7 se liga a
forma hipofosforilada (ativa) da proteina pRb (Howley, 2001), desestabilizando-a e
promovendo sua protedlise por via independente de ubiquitinizacao (Gonzalez et al,
2001; Helt e Galloway, 2003). Uma vez formado o complexo E7/pRb, o fator de
transcricdo E2F, que se mantinha inativo em associagcao com pRb, é liberado e atua
como ativador transcricional, levando a um avanco do ciclo celular. E7 também
interage com diversos outros fatores celulares, como a TBP (proteina que se liga a
TATA box) (Massimi et al, 1997), a S4 (subunidade do proteossoma) (Berezutskaya
e Bagchi, 1997), a p21 (Helt et al, 2002), a p27, além de induzir a duplicacao
anormal do centrossomo (Duensing e Miinger, 2003), levar as células rapidamente a
aneuploidia e a instabilidade gen6mica (Duensing e Minger, 2002) e reduzir a
expressao de fibronectina (Lee e Park, 2000).

A p53 é a principal proteina responsavel por pausar o ciclo celular
entre G1 e S em resposta a fatores de estresse, como a radiacao ultravioleta ou
outros agentes que causam danos no DNA e ativar uma série de sinais que levam
ao inicio de um programa de reparo de DNA. No caso de danos irreparaveis, a
inducdo de apoptose. A proteina E6 dos HPVs de alto risco liga-se a p53 e, na
presenca de E6AP (E6 Associated Protein), promove a ubiquitinizacao e degradacao
da p53. Como conseqliéncia, o ciclo celular progride mesmo quando ha danos no
DNA. A E6AP é uma proteina citoplasmatica celular de aproximadamente 100 kDa
que forma um complexo estavel com E6 e p53, quando ha excesso de E6 em
relacdo a E6AP (Huibregtse, 1993). A proteina E6AP faz parte da familia E3 de
ubiquitina-ligases responsaveis pela especificidade protéica da ubiquitinizagdo, que
€ realizada por sua vez, por membros da familia E2 de ubiquitina-ligases (Finley e

Chau, 1991). Huibregtse et al (1993) também demonstraram que E6 ou EG6AP,
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separadamente, ndo sao capazes de se ligar de forma estavel a p53, sendo estavel
apenas o complexo ternario.

E6 interfere em outras fungdes importantes para a integridade
celular, por exemplo, ativando a transcricdo de hTERT - a subunidade catalitica da
telomerase (Veldman et al, 2001); inibindo a inducdo de interferon 3 através da
interacdo com IRF-3 (Ronco et al, 1998); inibindo a atividade transcricional de p53,
interagindo com CBP/p300 (Zimmermann et al, 1999; Patel et al, 1999); inibindo a
apoptose via Bak através de interacdo com a propria Bak (Thomas e Banks, 1999;
Jackson et al, 2000) e via TNF, ligando-se ao receptor de TNF, TNF R1 (Filippova et
al, 2002). E6 também interage com hScrib e com proteinas das familias MAGI-1 e
MUPP-1, enviando-os para degradacdo mediado pelo proteossoma por um
mecanismo ainda nao elucidado (Nakagawa e Huibregtse, 2000; Glaunsinger et al,
2000; Thomas et al, 2002; Lee et al, 2000). E6 apresenta sitios de ligacdo para
sequéncias conservadas em alguns de seus diversos alvos celulares, semelhantes
ao motivo a-hélice presente em E6-AP, necessarios para a funcéo de ubiquitinizacao
de p53 (Nguyen et al, 2002). Therrien et al (1999) compararam o efeito de E6 ou E7
sobre o reparo de DNA em uma linhagem de fibroblastos humanos e demonstraram
que ambas proteinas influenciam negativamente na eficiéncia dos sistemas de
reparo, sendo o efeito da E6 mais intenso do que o de E7. Uma revisdo das
atividades conhecidas de E6 foram sumarizadas na revisdao de Howie et al (2009) e

estdo esquematizadas na Figura 2.
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Inativacédo de p53 Bloqueio da apoptose
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Figura 2: Alvos celulares conhecidos de E6 que participam das fun¢des de E6. E6 altera vérias
cascatas celulares através da ligagdo com numerosas outras proteinas. Modificado de Howie et al
(2009).

Li et al (1996) conseguiram realizar uma co-imunoprecipitacédo de E6
e p53 a partir de um sistema in vitro. No mesmo trabalho, eles descrevem a
diferenca de afinidade das E6 dos HPVs de alto e baixo risco pela p53. As proteinas
E6 em geral ligam-se a regidao carboxi-terminal de p53, mas apenas as dos HPVs de
alto risco conseguem se ligar a regido central (core) de p53 e promover sua
ubiquitinizagao. Estudos in vivo demonstraram que mesmo sendo alta a eficiéncia de
degradacao de p53 (88,0 £ 2,0%), ainda ha quantidades detectaveis da proteina,
provavelmente devido a regulagdo por mecanismos compensatérios, como a
estabilizacdo do mRNA de p53 e elevagao da atividade transcricional por vias auto-
reguladas (Gardiol e Banks, 1998; Kawamata et al, 2002). Desaintes et al (1997),
Butz et al (1995) e Scheffner et al (1990) demonstraram que, sob certas condigdes,
varias linhagens celulares positivas para HPV apresentam atividade de p53, apesar
de também ja ser consenso que a presenca de E6 na célula diminui a meia-vida da
p53 de algumas horas para cerca de 20 minutos (Howley, 2001).

A forma de ligacdo de p53 a E6 ainda esta sendo muito estudada.
Freedman e Levine (1998) demonstraram que para a degradagdao de p53 é

necessaria a translocacao da p53 para o citoplasma, onde sera degradada. Ja foi
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identificado o provavel sitio de ligacao de E6 na proteina p53, que estaria entre os
residuos 100 e 150. A E6 de HPV 16 é mais eficiente em degradar p53, em
comparagao a E6 de HPV 18 (Scheffner et al, 1990). No entanto, ha evidéncias de
que HPV 18 induz tumores mais agressivos do que HPV 16. Esta diferenca pode ser
devida a forca da interacdo da proteina E6 com as proteinas MAGUK (Membrane
Associated Guanylate Kinase homologues) que é maior para HPV 18 do que para
HPV 16. As proteinas MAGUK séao proteinas multifuncionais que atuam mediando
uma série de funcbes associadas a membrana e que possuem um namero variavel
de dominios PDZ. HPV 18 possui a sequéncia consenso de ligacao a PDZ perfeita,
enquanto HPV 16 possui a sequéncia degenerada (Gardiol et al, 1999; Thomas et al,
2001; Zhang et al, 1995), como sera descrito mais adiante. No entanto, é
interessante ressaltar que apenas HPVs de alto-risco mucosa-especificos sao
capazes de realizar esta funcdo (Pim et al, 2002).

Vaeteewoottecharn et al (2005) demonstrou que E6 colocaliza-se
com EBAP principalmente no citoplasma, mas E6AP também apresenta localizacao
nuclear e perinuclear. No entanto, Hengstermann et al (2001) e Daniels et al (1998)
afirmam que a localizagdo de E6AP é predominantemente citoplasmatica e, em
menor extensao, no nucleo. Além disso, Tao et al (2003) mostraram que existem
trés sinais de localizacdo nuclear em E6 (aa Arg8-Lys11, Lys65-Lys72 e Lys115-
Arg124) que, ao sofrerem mutacdes pontuais, levam a perdas de funcao de E6 (p.
ex., a degradacao de p53), indicando que a presenca de E6 no nucleo € necessaria.
Da mesma forma, Masson et al (2003) demonstraram a localizacdo preferencial de
E6 de HPV 16 no nucleo de varias linhagens de carcinoma cervical.

A interacdo de E6 com EG6AP, por sua vez, € essencial para a

degradacao de p53 (Figura 3), mas também é responsavel por um amplo espectro
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de funcdes resultantes da expressdo de E6, como demonstrado pelo estudo de
Kelley et al (2005) onde E6AP media virtualmente todas as fungbes que causam

impacto no perfil transcricional de linhagens HPV positivas.

E6-AP ATP, ubiguitin, ATF, 265
other enzymsas proteascme
——- e ol e
EG
pE3 v peptides,
3 a&Ming acds

tree ubiquitin
pS3-ubiquiting, q

Figura 3: Esquema da interagdo de E6 com EBAP e p53. Ordem de eventos na degradagéo de p53,
dependente de E6. E6 e E6BAP formam um complexo que precede a associagcdo com p53; p53 se
junta ao complexo e é multi-ubiquitinizado e entdo degradado pelo proteossoma 26S. (Fonte:
Huibregtse e Beaudenon, 1996)

Algumas variacdes na seqiéncia de p53 que gerariam resisténcia a
degradacdo mediada por E6 ja foram descritas. A maioria destas variantes sao
alteracdées pontuais que, sugere-se, interferem no sitio de ligacao entre as duas
proteinas. Storey et al (1998) demonstraram que a variagao alélica Pro72Arg esta
relacionada com maior resisténcia da variante prolina a degradacdo do que a
variante arginina e que a p53 de individuos heterozigotos seria mais resistente que a
de homozigotos para arginina. Outros autores pesquisaram a variante arginina como
fator de risco para o desenvolvimento de céanceres ocasionados por HPV e
encontraram uma relacao entre variante e incidéncia em diferentes etnias (Agorastos
et al, 2000; Zehbe et al, 2001; Makni et al, 1999, Mitra et al, 2005). No entanto, essa
constatacdo ainda é controversa, pois outros autores ndo confirmaram estes
achados (Brady et al, 1999; Kawamata et al, 2002; Rosenthal et al, 1998; Helland et
al, 1998). Em 2002, Calhoun et al avaliaram, além do cdédon 72, outros polimorfismos
de p53 sem, no entanto, encontrar relacdo com a progressao da lesdo. Alguns
autores sugerem que existe, na realidade, uma perda seletiva de heterozigosidade,

ou seja, em individuos 72ProArg que apresentam transcritos de HPV, ocorre a perda
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da expressdo do alelo 72Arg, sem no entanto haver uma relagdo ou maior risco
nestes individuos ou em homozigotos 72ArgArg de incidéncia de canceres de
cabeca e pescocgo (Scheckenbach et al, 2004).

Rodriguez et al (2000) identificaram um mutante sintético de p53 que
seria mais resistente a degradacao por E6/E6-AP. Este mutante tem 6 residuos de
lisina substituidos por arginina ao longo da porcao C-terminal de sua cadeia, nas
posicdes 370, 372, 373, 381, 382, 386 e apresenta distribuicdo subcelular similar ao
p53 wt. No entanto, mutantes como A370-393 ou Lys381lle/Lys382lle/Lys386lle sao
eficientemente degradados. Outros mutantes ainda, foram isolados a partir de
cancer de pulmado também apresentam resisténcia: Cys135Tyr, Ala154Val,
Gly266Val e Cys277Phe - estes mutantes, no entanto, provavelmente alteram a
conformacédo da proteina e ndo necessariamente estao relacionados com os sitios

de interacdo com E6 ou E6AP (Scheffner et al, 1992).

1.3 A estrutura da E6 e sua interacao com outras proteinas

O desenvolvimento de novos farmacos e vacinas pode ser
amplamente auxiliado com o conhecimento mais extenso das caracteristicas fisico-
quimicas e estruturais das proteinas virais oncogénicas. Estas caracteristicas, uma
vez conhecidas, tornam as proteinas foco de estudos que fazem delas alvos
terapéuticos para vacinas (terapéuticas ou preventivas) e tratamentos (utilizando
abordagens como docagem de moléculas inibidoras, sintéticas ou nao). Para tanto,
0 conhecimento acerca da estrutura tridimensional da proteina E6 dos papilomavirus
humanos é de suma importancia. O foco deste trabalho é a proteina E6 do HPV 16,

e por este motivo, nos ateremos mais a ela.
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1.3.1 Estudos mutacionais e de delecdo

O foco da maioria dos trabalhos que buscam entender as
caracteristicas funcionais de E6, até o0 momento, foi entender a relagao da estrutura
de pequenas porcoes da proteina, separadamente ou com alguns de seus ligantes,
através de estudos utilizando mutagdes pontuais sitio dirigidas ou delegdes de
pequenas porcoes.

As proteinas E6 de HPV 16 e 18 apresentam alto grau de
conservacao de funcdes entre si, o que permitiu a identificacdo de dominios
funcionais nas moléculas tanto para ligacdo a p53 quanto para a estimulacdo da
degradacao da mesma in vitro. Até 1994, estudos mutacionais haviam sugerido que
a regiao C-terminal de E6 de HPV 16 e ambos os dominios de E6 de HPV 18 seriam
necessarios para ligar a p53, e também que a regidao N-terminal é a que deteria a
funcdo de degradacéao de p53 (Pim et al, 1994 e Crook et al, 1991). Park e Androphy
(2002) mostraram que a delecao dos aminoacidos His118 a Lys122 de E6 impede a
ativacado da telomerase, reduz a degradacéo de p53 e baixa a afinidade por EGAP in
vitro, mas mantém boa eficiéncia de degradacao in vivo. Gardiol e Banks (1998)
identificaram residuos Thr21 a Asp25, GIn36 a Arg39, Phe47 a Asp49 e Thr86 a
GIn91 como residuos provavelmente envolvidos na degradagdo de p53 in vivo
através de delec¢des destas pequenas sequéncias e da comparacdo da taxa de
degradacao de p53 com a proteina completa.

Lagrange et al (2005) demonstraram que anticorpos monoclonais
contra o segundo dominio de ligagdo ao zinco de E6 (aminoacidos Lys94 a Arg144)
bloqueiam a ligacéo de E6 a p53 e E6AP, sendo que 3 deles, afetam a ligacao a p53
independente de E6AP (3B8: aa GIn116-Asp120; 1F5: aa Asp120-Phe125; 3F8: aa

His126-Arg131). Foster et al (1994), testaram uma série de delecbes e mutacdes
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pontuais na proteina E6 e verificaram que a maioria inativa a proteina de forma
integral ou parcialmente. Como até entdo, e mesmo agora, ndo havia sido
encontradas alteracbes de sequéncia que distinguissem com conviccdo HPVs de
alto e baixo risco, foi sugerido que as caracteristicas que levam a esta diferenciacao
e consequentemente levam a proteina a realizar funcdes especificas de E6 de alto-
risco como a degradacdo de p53, sdo de ordem estrutural e/ou conformacional.
Desta forma, a integridade da porcao N-terminal e dos dominios de ligacao ao zinco,
bem como a regido central seriam necessarios para manter tal
estrutura/conformacdo. No entanto, alguns dos resultados obtidos pelo autor foram
parcialmente contraditérios aos obtidos para os mesmos mutantes por outros grupos
de pesquisa (Crook et al, 1991 e Lechner e Laimins, 1992). Por exemplo, Crook et al
detectaram ligacdo do mutante E6 APro9-Pro13 a p53 sem levar a degradacéo,
enquanto Foster et al ndo detectaram ligacdo alguma.

Um fator que implica em maior complexidade no entendimento dos
estudos de mutantes é o fato de a interacdo com EBAP ser necessaria para
estabilizar o complexo E6-p53. Algumas mutacdes podem interferir na interacdo com
E6AP enquanto outras na interacdo direta com p53 de qualquer maneira, a funcao
de degradacdo de p53 estara comprometida. A proteina E6AP interage com E6
através de uma hélice na regido central da E6AP localizada entre os residuos 391 e
408 (necesséria e suficiente para a ocorréncia da ligacao; Huibregtse, 1993). Além
de E6, E6GAP e ATP, sdo necessarios mais dois componentes para realizar a
ubiquitinizagdo de p53: E1 (enzima ativadora de ubiquitina) e E2 (uma de varias
enzimas conjugadoras de ubiquitina). E6AP, por sua vez, parece catalisar a
formacao de uma ligacao isopeptidica entre a ubiquitina e o substrato. Desta forma,

a ativacdo da ubiquitina seria realizada por E1, na forma de tioéster, e seria entao,
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transferida para E2 e depois para E3 (E6AP), que catalisa a formacéao da ligacao da
ubiquitina a extremidade C-terminal do substrato. EGAP pode ser reativada por E2
sem dissociar-se do substrato, e o resultado € um substrato de alto peso molecular
multi-ubiquitinizado, que serd entdao degradado de forma ATP dependente pelo

proteossoma 26S (revisado por Huibregtse e Beaudenon, 1996).

1.3.2 Estrutura e modelagem

A proteina E6 é uma proteina basica e pequena, de 151
aminoacidos, e possui dois motivos C4 de ligacdo a zinco. Uliman et al (1996), que
foram os primeiros a estudar a estrutura secundaria de E6 e E7, basearam-se em
similaridades de sequéncias e na localizacao de residuos-chave em comparacao
com motivos de ligagdo ao zinco (ZB) de horménios nucleares e fatores de
transcricdo. Eles chegaram a conclusdo que os motivos ZB de E6 provavelmente
possuem topologia aBag.

Paralelamente, Lipari et al (2001) demonstrou resultados que séo
consistentes com modelo onde E6 € um monbémero que possui dois dominios ZB
funcionalmente criticos. A proteina E6 tem 8 residuos de cisteina conservados ao
longo de sua cadeia (Figura 4) dispostas em dois grupos Cys-X-X-Cys-Xa9-Cys-X-X-
Cys compondo as duas regides de ligacdo a zinco, sendo uma em cada dominio (C-
e N-terminal). Outros residuos conservados também estdo presentes nas mesmas
posicdes relativas nas duas por¢cées da proteina, como por exemplo, Lys38 e
Lys111. As similaridades entre os dois dominios, tanto no modelo de Lipari quanto
no de Ullman, sugerem que eles apresentam a mesma estrutura secundaria com

seqUéncia de aBag.
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Figura 4: Esquema de alguns dos residuos conservados ao longo da cadeia de E6 de HPV 16, neste
caso cisteinas (C) e leucinas (L) (adaptado de Uliman, 1996).

Em 2004, Swaminathan, R; Malik, BK e Balaji, S, depositaram no
PDB um modelo de estrutura (nimero de acesso: 1VZN) identificada como E6 de
HPV 16. O trabalho que deveria descrever tal estrutura nunca chegou a ser
publicado (consta no arquivo do PDB “to be published’). Sua estrutura diverge
totalmente das outras estruturas secunddrias ou terciarias ja obtidas até hoje. E
formada de um Unico dominio com predominancia de hélices alfa e ndo apresenta
qualquer estrutura de ligacdo a zinco. Nao ha qualquer publicacédo (artigo) destes
autores com relacdao a HPV ou a proteina E6 (busca realizada no Highwire, Pubmed
e RCBS Protein Data Bank). Por estes motivos, ndo vamos ater-nos a este modelo.

Posteriormente, os trabalhos de Nominé et al (2003, 2005, 2006)
apresentaram uma proposta de modelo em contraposi¢cdo a estrutura secundaria
proposta por Ullman et al, como pode ser visto na Figura 5. Nominé et al (2005)
realizaram um estudo de seu mutante E6C 4C/4S e demonstrou a presenga de um
ion de zinco nesta extremidade e identificaram as cisteinas conservadas como
sendo os residuos envolvidos nesta interagdo. Nominé et al, em artigo publicado em
2001, ja previram a posi¢ao provavel do ion de zinco no dominio C-terminal (como
pode ser visto na Figura 5) interagindo com a alga grande L2 (entre H1 e H2) e com
a hélice H3. Acredita-se que a extremidade N-terminal também comporte um ion de

zinco com caracteristicas fisicas e estruturais semelhantes.
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Figura 5: Esquema comparativo das topologias encontradas por Ullman (1996) e Nominé (20086).
Topologias referentes as estruturas secundarias encontradas pelos autores (A) Ullman et al, 1996 e
(B) Nominé et al, 2006. Os nimeros acima da figura indicam o nimero dos residuos na sequéncia de
aminodcidos; (*) indica a posicdo das seqiiéncias que foram excluidas no modelo de Nominé; (#)
indica a provavel posicao de ligagdo dos ions zinco na proteina.

Kiyono et al (1997) identificaram a sequéncia consenso ETQL de
ligacdo ao dominio PDZ em hDLG (human homologue Drosophila discs large tumor
supressor protein) na extremidade C-terminal da proteina E6 de HPV 16 e ETQV em
E6 de HPV 18 (Kiyono et al, 1997; Pim et al, 2002). Outros autores ja haviam
sugerido, através de resultados de experimentos cristalograficos, que a sequéncia
consenso XS/TXV/L é responsavel pela ligacao a diferentes dominios PDZ de classe
| e que a especificidade pelos dominios PDZ é dada pelo primeiro residuo X da
sequéncia (Doyle et al, 1996; Songyang et al, 1997; Hung e Sheng, 2002).

Zhang et al (2007) determinaram a estrutura do polipeptideo terminal
RRRETQYV, através de cristalografia por difracdo de raio X, interagindo com o
dominio PDZ 1 de MAGI-I e PDZ 2 e 3 de SAP97/DIg9 (estas ultimas, responsaveis
pela juncdes aderentes e juncdes compactas, respectivamente). O peptideo utilizado
do HPV 18 contém a sequéncia consenso de ligagdo a dominios PDZ, como citado
anteriormente (ver Figura 6) nas posi¢coes 154-158. A estrutura do peptideo ligado
ao dominio PDZ apresenta as seguintes caracteristicas: 1) forma uma folha B
adicional, anti-paralela a folha BB de PDZ; 2) o grupo carboxil da cadeia principal do
peptideo de E6 esta ancorado aos nitrogénios da cadeia principal do motivo GLGF
de PDZ; 3) dois grupos metil do residuo V de HPV 18 E6 interagem com um bolso

hidrofébico nos 3 dominios PDZ testados (Figura 6). Esta estrutura apresentada
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estaria intimamente relacionada com a interagdo com o ligante, no caso os dominios

PDZ, pois em contato com o ligante adquire conformacgao de fita beta.

Consensus -X-T/5-X-ViL
E6 peptide -R-R-R-E-T-Q-¥
Position -6-9-4-3-2-1

Figura 6: Representacédo dos tipos ribbons e palitos de diferentes dominios PDZ interagindo com a
extremidade C-terminal de E6. A — complexo peptidico MAGI-1 PDZ1-E6 — PDB ID n® 2104; B —
complexo peptidico SAP97/Dlg PDZ2-E6 — PDB ID n® 2I0L; C — complexo peptidico SAP97/Dlg
PDZ3-E6 — PDB ID n? 2I0l; D — consenso do ligante de PDZ e a sequéncia de E6 usada na
publicacdo. A posigéo (-1, -2, -3, etc.) esta assinalada abaixo de cada aminoacido. Os modelos das
estruturas dos dominios PDZ estéo representadas por ribbons e a do consenso de ligagado de E6 por
palitos e VDW. A sequéncia de HPV16 E6 compreende apenas uma alteracdo em relagéo a utilizada
no trabalho de Zhang que corresponde a substituicdo do residuo Valina terminal pela Leucina (L),
mantendo, ainda, a conformidade com a sequéncia consenso da interagao. (Figura retirada de Zhang,
2007).

O tratamento em condigbes de baixa salinidade (que em condigbes
limitantes clivam preferencialmente entre dominios e nas extremidades néo
estruturadas da sequéncia) sugere que E6 seja composto de dois dominios ZB
dobrados individualmente (N-term residuos Met1-Arg77 e C-term, residuos Tyr81-
Leu151 — Nomine et al, 20083), corroborando com Lipari et al (2001). Alguns
experimentos de dicroismo circular realizados por Nomine et al (2003)

demonstraram que as estruturas obtidas para as porcées N- e C-terminais séo
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similares e corroboram com resultados encontrados anteriormente de que o
conteldo de estruturas secundarias entre as duas porgcdes também séao
equivalentes.

Alguns autores sugeriram que a proteina E6 é, também, uma
proteina de ligagcdo ao DNA que liga a “Juncées de DNA com 4 bracos” (four way
DNA junctions ou Juncdo de Holliday) (Cole e Danos, 1987; Ristriani et al, 2000,
2001). Esta funcao foi identificada ao notar-se certa similaridade de sequéncia com a
endonuclease VIl do bacteriéfago T4 (White et al, 1997), sendo que a semelhanca
com a endonuclease VIl € maior com a E6 dos HPV de alto-risco, do que com os de
baixo-risco. Além disto, também se observou que nao houve ligacdo de E6 de HPVs
de baixo-risco com as Juncgdes de Holliday, corroborando a suposicao de que a
ligacdo ao DNA depende da presencga destas caracteristicas em comum entre a E6
dos HPVs de alto-risco e a endonuclease VII. A similaridade entre as proteinas é
encontrada na porcéo de ligacao ao zinco na regido N-terminal da endonuclease VII
e a porcao C-terminal de E6 (Ristriani et al, 2000).

Um dos principais problemas encontrados até hoje para desenvolver
o modelo tridimensional de E6 completo pelos métodos experimentais tradicionais
(NMR e cristalografia) é a dificuldade de obter a proteina recombinante purificada
estavel, soluvel e na sua forma nativa. Uma das razdes provaveis para isto
acontecer é a quantidade particularmente grande de cisteinas, que implica na
necessidade de controle extremo de condi¢cdes redutoras. Nominé et al (2003)
desenvolveu um mutante da porgdo C-terminal de E6 (aa 80-151) que possui 4
cisteinas nao conservadas substituidas por serinas (Cys80Ser, Cys97Ser,
Cys111Ser e Cys140Ser), chamado E6C (4C/4S). Este polipeptideo mantém a

funcéo de ligar ao DNA e é estavel em solucao. A partir dele, Nominé e seus colegas
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iniciaram os estudos da estrutura 3D desta proteina. Nominé demonstrou que a
proteina E6, quando super-expressa em bactérias, formava corpos de inclusdo (uma
massa de seqléncias peptidicas ndo enoveladas). No entanto, com a E6 fusionada
com a MBP (maltose binding protein), os autores obtiveram agregados nao
enovelados, porém sollveis. Em 2007, o mesmo grupo obteve a proteina fusionada
com MBP, porém desta vez, formando agregados esféricos, de grande peso
molecular e bem definidos. Estas estruturas possuem dois ions de zinco por
monémero, 0 que sugere que estes agregados apresentam dobramento do tipo
nativo, conservando a coordenacao do centro de ligagao a zinco (Zanier et al, 2007).

Nominé et al (2005, 2006) assumiram que esta proteina
recombinante, apesar de conter 4 mutacbes, se assemelha suficientemente a
proteina selvagem pelos seguintes motivos: 1) as cisteinas mutadas nao sao
conservadas nos alinhamentos; 2) a mutacao Cys-Ser € relativamente isostérica; 3)
as mutacdes permitem ao dominio adotar uma conformacao estavel; 4) todas as
posicdes mutadas ficam expostas na superficie da estrutura calculada; 5) essas
mutacdes, quando presentes na estrutura completa de E6 (E6 6C/6S) mantém as
propriedades de degradacao in vivo e in vitro de p53 em niveis iguais aos de E6
selvagem. Os autores assumiram, por consequéncia, que a estrutura também nao
seria alterada em funcdo das modificagbes. Em 2001, o grupo de Nominé realizou
experimentos de dicroismo circular que indicam as mesmas estruturas o/ em E6N,
E6C e E6 completa.

Cole e Danos (1987) ja sugeriram que a origem evolutiva desta
proteina é a duplicacdo de uma proteina com um unico dominio e, como
consequéncia, os dominios adotariam dobramento similar. Supondo, que as duas

metades das proteinas tenham de fato, estruturas similares, Nominé et al (2006)
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modelaram a porcao N-terminal (E6N) de E6 utilizando a C-terminal (E6C) como
modelo. Conforme sugerido pelo autor, o modelo obtido para E6N a partir de E6C
mostra algumas similaridades e algumas diferencas esperadas que geram certa
especulacéo:

1) Quase todos os residuos internos correspondem a posigdes
hidrofébicas conservadas;

2) Parte dos residuos sao conservados em todas as proteinas E6 de
HPV (modelos simplificados experimentais foram propostos para outros tipos de
HPV). Sugere-se que estes residuos (p.ex. E41, R48, E89 e E114) podem ter
fungdes estruturais ou genéricas compartilhadas entre as espécies de HPV;

3) Existem residuos expostos conservados nos dois dominios, que
formam uma regido hidrofébica, o que sugere que estas regides fazem contato entre
Si.

A presenca destas regides hidrofébicas expostas que existem em
E6C e E6N deram margem para que Nominé e colegas tentassem realizar o encaixe
entre as pecas deste quebra-cabeca. Este encaixe deve acontecer de forma a
minimizar choques estéricos e esconder as regides hidrofdbicas do contato com a
agua. A estrutura experimental de E6C 4C/4S estd demonstrada na Figura 7. A
forma de interagdo dos dois dominios (N- e C-terminal) sugerida pelos autores pode

ser vista nas Figuras 8 e 9.
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Figura 7: Representacédo do tipo ribbons do modelo experimental obtido por NMR do
dominio C-terminal da proteina E6 de HPV contendo 4 mutacGes C/S nao conservadas
(Nomine et al, 2006). A esfera representa o ion Zn*, e os residuos de cisteina que
coordenam o zinco estdao representados por palitos. A representacio mostra a
sequéncia de estruturas secundarias: S1-L1-H1-L2-H2-S2-S3-H3. A estrutura foi
publicada no banco de dados PDB sob o cddigo de acesso 2FK4 (retirado de Nominé et
al, 2006)

Figura 8: Representacao do tipo ribbons, demonstrando a interacédo entre os dominios
N- (azul) e C-terminal (amarelo) conforme sugerido por Nominé et al (2006). Os residuos
responsaveis pela interacao, conforme este modelo, estdao representados como palitos.
(retirado de Nominé et al, 2006)
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Figura 9: Representacao do tipo ribbons do Modelo 3D de E6 6C/6S, indicando seqiiéncias de
residuos que nao foram inclusos. Esferas indicam posicdao dos ions de zinco. Em azul,
dominio N-terminal; em amarelo, C-terminal. (retirado de: Nominé, 2006)

Esta estrutura experimental (2FK4) obtida por NMR é, no entanto, a
melhor e mais completa realizada até hoje.

Em correspondéncia virtual (correio eletrénico) que trocamos com
um dos autores a respeito da estrutura publicada 2FK4 e o modelo sugerido para a
proteina inteira no artigo publicado em 2006 (Nominé et al, 2006), Dr. Gilles Travé
(autor de correspondéncia do artigo) comenta que o modelo completo é hipotético e
apenas a estrutura do dominio carboxi de E6C é experimental, como segue abaixo:

“The representation of the full length structure that we showed in our
Mol Cell 2006 [Nominé, 2006] paper was only a model of how the two
subunits may be arranged in E6. Not even a classical structural
model of the protein, just a proposition of how things may be
arranged. Quite hypothetical, so that it has to be taken with caution
[-..]. This model is useful for thinking about the role of residues, to see
which ones you can mutate, but it is not experimental, and it is too
hypothetical to be released. For this reason my policy is not to
distribute the model, but only the experimental data corresponding to
the E6C domain. [...] If you would have liked to perform calculations,
then as | told you before the current pseudodimeric "model" is not
accurate enough for such purposes.” Dr. Gilles Trave
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Em funcdo desta comunicacdo recebida, passamos a buscar a
estrutura completa mais acurada de E6, que compreendesse também as porcdes
negligenciadas pelos autores. Outra questdo critica evidenciada no trabalho de
Nominé et al foi a simetria absoluta observada entre os dois dominios da proteina,
que aparenta ser nada mais que a duplicacao da estrutura experimental, tendo sido
usada apenas para fins ilustrativos. Desta forma, na impossibilidade de realizar
experimentos in vitro para obter o modelo da estrutura de E6 de HPV 16, por motivos
ja descritos, realizamos a predicdo do modelo da estrutura tridimensional por
modelagem por homologia.

A modelagem por homologia, que é considerada a forma mais
acurada de predizer a estrutura tridimensional de uma proteina, consiste em criar um
modelo de uma proteina alvo a partir das coordenadas molde de proteinas
homélogas, tendo como pressuposto que a estrutura é conservada entre elas (Flores
et al, 1993; Sali e Blundel, 1993). Este método costuma fornecer resultados bastante
promissores, mas esta atrelado a algumas restricoes. Ja é bem estabelecido que a
modelagem comparativa pode produzir modelos inadequados se a identidade e a
similaridade entre as sequéncia alvo e molde forem muito baixas. Também deve ser
levado em consideracao que a possibilidade de erro é tanto maior quanto maior for a
disparidade entre as sequéncias. Esta baixa identidade e similaridade entre as
sequéncias podem levar a insercdao de numerosas lacunas e/ou lacunas muito
extensas.

A base para um bom resultado na modelagem por homologia
consiste em: 1) alinhamento adequado das sequéncias; 2) checagem da qualidade
estereoquimica do modelo; 3) comparacdo das caracteristicas da estrutura

secundaria dentro da estrutura tridimensional predita; e, 4) comparagcao entre as
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caracteristicas funcionais e estruturais ja descritas com o modelo encontrado.
No desenvolvimento do nosso trabalho, observamos o cumprimento
dos aspectos citados acima, no intuito de desenvolver um trabalho com o maximo de

cuidado e a maxima acuracia que pudéssemos alcancar.
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2 Objetivos e Justificativa

Justificativa:

Este trabalho foi realizado com o intuito de contribuir para um maior
conhecimento acerca da estrutura tridimensional da proteina E6 de HPV 16. O HPV
16 e 0 18 sdo os tipos de HPV mais comumente envolvidos na malignizacdo de
lesbes cervicais que levam ao cancer, sendo conjuntamente responsaveis por mais
de 70% dos casos. O maior entendimento em relacéao as caracteristicas estruturais e
outras caracteristicas fisico-quimicas pode favorecer o desenvolvimento e
descobrimento de novos farmacos e vacinas para tratamento e prevengdo da

infeccao por este virus, responsavel por tantas mortes em todo o mundo.

Objetivo geral:
Agregar novas informacdes ao trabalho de Nominé et al (2006) e
outros autores em relagao a estrutura tridimensional de E6 de HPV 16.
Objetivos especificos:
1 Sugerir a estrutura tridimensional da proteina completa de E6 de
HPV 16 mutantes através de ferramentas de modelagem por homologia, utilizando
como molde o dominio carboxi-terminal de E6 ja conhecido — 2FK4.
2 Realizar andlise da estrutura encontrada utilizando diversas
ferramentas como Procheck, Topmatch, Prosa-Web e Verify3D, dando énfase a
sitios relevantes encontrados em outros trabalhos.
3 Realizar a dindmica molecular em meio aquoso da estrutura
modelada, de forma a verificar a qualidade da estrutura em condicdes fisiolégicas

aproximadas.
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3 Materiais e Métodos

3.1 Material de origem:

A sequéncia da proteina selvagem de E6 de HPV 16 foi obtida no
GeneBank sob o numero de acesso n® NP_041325.1. A proteina pode apresentar
158 ou 151 aminoéacidos, como resultado de processamento alternativo. Para a
obtencao dos modelos, foi utilizada a proteina de 151 aminoacidos. A estrutura E6C
4C/4S obtida a partir de NMR foi extraida do Protein Data Bank (PDB), nimero de
acesso 2FK4.

A estrutura de origem 2FK4, de Nominé (2006), é composta de 10
modelos gerados por NMR. Para utiliza-la como molde, foi gerada uma estrutura
média (resultado da média dos valores de coordenadas de todos os modelos
originais), utilizando o software PROCHECK_NMR (Laskowski et al, 1993; Morris et
al, 1992). A partir deste modelo médio, escolhnemos o modelo individual com base no
resultado de cada um em relacdo a este modelo médio, utilizando as ferramentas
Verify3D (Bowie et al, 1991; Lithy et al, 1992), PROCHECK, PROSA-WEB (Sippl,
1993; Wiederstein e Sippl, 2007) e TOPMATCH (Sippl, 1993; Wiederstein e Sippl,

2007), como pode ser visto na Tabela 1.
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Tabela 1: Resultado da analise dos modelos individuais em 2FK4 para a escolha do template para o
processo de modelagem. LI: Limite inferior, LS: Limite superior, Ca-RMS: Root Mean Square dos
carbonos alfa; NP: ndo permitido, GP: generosamente permitido, AP: adicionalmente permitido. Em
cinza: modelo 3 (2FK4_03) escolhido como molde para as modelagens.

Verify3D Topmatch  Prosa Procheck

G-factor

Modelo LS Ca-RMS  Z-score Fz‘;msg:‘rﬁi’t‘%g” NP GP AP  overal

(Fator G)
1 0,14 0,49 1,1 -4,01 94,9 0 1 2 0,09
2 -0,06 0,46 1,2 -4,06 84,7 1 0 8 0,1
3 0,02 0,5 0,7 -4,34 96,6 0 1 1 0,06
4 0,13 0,48 1,1 -3,49 88,1 1 0 6 0,08
5 -0,07 0,31 1,1 -3,12 91,5 3 0 2 0,11
6 0,09 0,45 0,8 -3,34 89,8 1 1 4 0,06
7 0,04 0,37 1 -3,4 86,4 2 0 6 0,09
8 0,04 0,36 1 -3,7 88,1 1 0 6 0,05
9 -0,22 0,28 1,2 -4,1 93,2 0 0 4 0,09
10 0,04 0,41 1,3 -3,97 88,1 1 1 5 0,08

3.2 Modelagem Comparativa:

Todas as modelagens por homologia deste trabalho foram
realizadas utilizando a ferramenta MODELLER 9 versdes 4 e 5 (Eswar et al, 2000;
Marti-Renom et al, 2000). O refinamento das estruturas foi realizado manualmente
com Swiss PDB Viewer (SPDBv — Guex e Peitsch, 1997) e posteriormente com a
simulacdo em meio aquoso através da ferramenta LEAP contida em AMBER 9
(Case et al, 2008 — ver topico especifico). Os melhores modelos foram escolhidos
entre os resultados apresentados pelas ferramentas PROCHECK, Verify3D,
PROSA-WEB com base nos seguintes parametros: diagrama de Ramachandram e
G-factor (PROCHECK), Z-score e distribuicdo (PROSA), Desvio quadratico médio —
RMSD - em relagdo ao molde, distancias e angulos alcancados entre o Zinco e as
Cisteinas - 2,3 A para a distancia Cys-Zn e de 110° para o angulo Cys-ZN-Cys -

(SPDBV) e o escore do Verify3D.

3.2.1 E6C selvagem:
Foram gerados 20 modelos da extremidade E6C selvagem (wt) a

partir de E6C 4C/4S (PDB ID 2FK4), modelo 3. O alinhamento utilizado para esta
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€ mostrado na Figura 10 e foi criado com a matriz Gonnet de

alinhamento.

EaC4C45
EaCwt

Prim.cons.

10 20 30 40 a0 a0

| | | | | |
AMSY SLYGTTLE O YNEFPLSDLLIRCINC R PLSPEEEGRHLOEECRFENIRGRNT GRCMSC5R558K
——-CYSLYGITTLEQOYNEPFLCLLLIRCINC QRPFLCPEEREQRHLDEEORFHNIRGENT GRCHMSCCRS5RKE
i TR R R R R i o TR R R 3 R T R R R R RO R R R R TR R R 3 LR

AMZYSLYGTTLEQUYNEPLZ DLLIRCINCOKPLZ FEEEQRHLDEKQRFENTRGEWNT GRCHMSC2R55RXE

Figura 10: Alinhamento utilizado para a geragdo do modelo da extremidade C terminal de E6. O
alinhamento compreende os residuos de 80 a 144. X corresponde ao ion de zinco.

3.2.2 E6N:

A partir do mesmo modelo mutado E6C 4C/4S, foram gerados 30

modelos da extremidade N-terminal (chamados 4E6N), que como discutido

anteriormente, apresenta alto grau de simetria com a extremidade E6C. O

alinhamento utilizado como dado de entrada para esta modelagem pode ser visto na

Figura 11. Foi utilizada a matriz Gonnet. Este alinhamento apresenta 15,4% de

identidade, 18,5% de similaridade forte, e 15,4% de similaridade fraca. Nota-se que

as cisteinas

que se ligam ao Zinco ficam alinhadas, bem como os demais residuos

considerados chave trabalho de Nominé et al (2006).

E&N
EaC

Prim.cons.

10 20 30 40 50 &0
| | | | | |
PRELP--QLCTELQTTIHDIILECVYCKQQLLRREVYDFAFRDLCIVYRDGHEYAVCDECLEFYSY

CYSLYGTTLEQOYNKFPFLODLLIRCINCORPLCPEERQRALDEEQRFANTIRGRWT GRCHMSCCRS55RX

Figura 11: Alinhamento que deu origem a estrutura do dominio N terminal de E6. O alinhamento
compreende os residuos de 9 a 71 da porgao N-terminal e 80 a 144 da C terminal. X corresponde ao

fon de zinco.
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3.2.3 Modelagem e montagem da estrutura quimera E6N/E6C:

Num primeiro momento as extremidades E6N e E6C obtidas das
modelagens anteriores foram orientadas entre si, partindo das figuras disponiveis em
Nominé et al (2006) como base e utilizando a ferramenta SPDBv. A posigao relativa
das duas extremidades levou em conta o angulo de inclinacdo em relacéo ao eixo
das fitas S1 de ambas as extremidades, assim como a distancia entre as mesmas de
forma que fosse possivel a interacdo entres as fitas criando uma folha beta anti-
paralela. A distancia entre as fitas deve ser menor que 3,3 Angstrons. A confirmagao
da posicdo se deu pela observacdo de auséncia de incompatibilidades ou
sobreposicdes das duas estruturas e por comparagdo visual com a estrutura
hipotética obtida por Nominé.

Neste molde intermediério ainda estdo ausentes as extremidades N-
e C-terminal, com 8 e 7 residuos, respectivamente, e a regidao de conexao entre 0os
dois dominios, que contém 8 residuos. Uma vez identificada a posicao correta, foi
criado um arquivo unico contendo os dois dominios identificados apenas como
camadas diferentes. A numeracdo dos residuos foi ajustada para igualar a
numeracao dos residuos na sequéncia completa original de E6 de HPV 16.

A quimera foi modelada utilizando as duas metades posicionadas
corretamente, que chamamos de modelo intermediario, como molde, e a sequéncia
completa (incluindo as trés porcdes excluidas do modelo original). Estas porcdes
foram, posteriormente, refinadas individualmente através da ferramenta de
refinamento de Loops (Alcas) do Modeller (Fiser et al, 2000). Os refinamentos
compreenderam mais alguns residuos adjacentes, ndo se limitando aqueles
faltantes, para facilitar a adaptagéo da estrutura inteira, uma vez que o modelo pode

ter sofrido certa distorcdo em funcao da estrutura terciaria resultante da modelagem
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inicial ndo otimizada. A obtencdo deste modelo quimérico intermediario se deu com

base no alinhamento da Figura 12 e foi chamado de 5CHI.

10 20 3n 40 50 a0 70

I | I I I I I
interm  ———————- PRELPOLCTELOTTIHD IILECVYCEQOQLLRREVYDF AFRDLCIVYRDGNPYAVCDECLEFYS ———————-
chim MFODPOERFRELPOLCTELQTTIHD IILECVYCEQOLLEREVYDFAFRDLC IVYRD GNP TAVCDECLEFYIEISEYRHT

EEEFREEEEREEERERELRARRET LA LN B RRRARERERLLRREBEREREEELTER B EBEAL R
HFODPOERPRELPOLCTELOTTIHD IILECYVYCEQOLLEREVYDFAFRDLC IVYRDGNP TAVCDECLEFYSKISEYRHY

g9 Q9 109 119 129 139 149

I | I I I I I
interm CYSLYGTTLEQOYNEFLCDLLIRC INCOKPLCPEEKQRHLDEKQRFHN IRGRUTGRCHICCRISRE——————— XX
chim CYELYGTTLEQOYNEPLCDLLIRCINCOKPLCPEEKQRHELDEEQRFHN IRGRWTGRCHICCESSRETRRETOL XX
R R R R R e e R R R - =

CYSLYGTTLEQOYNEPLCDLLIRC INCOQEPLCPEERKQRHLDEEQRFHN IRGRUTGRCHICCRISRTRRETOLXX

Figura 12: Alinhamento entre a sequéncia estrutura molde (intermediéria - interm) e a sequéncia
completa de E6 (chim).

Cada refinamento de Alca (as porcdes foram denominadas Alga 1, 2
e 3, respectivamente — vide Tabela 2 -, e continham as sequéncias ausentes no
alinhamento da Figura 12, adicionados dos residuos que as flanqueavam) foi
realizado no modo slow_refinement e gerou 20 modelos. O score de cada
modelagem foi verificado nas ferramentas PROSA, Verify3D e Procheck. O melhor

modelo em cada passo foi, entdo, levado para o refinamento da alga seguinte.

Tabela 2: Alcas 1 a 3 das estrutura completa, refinados individualmente.

Alca Residuos Sequéncia
1 1-10 MFQDPERPR
2 67-81 LKFYSKIEYRHYCY
3 140-151 CRSSRTRRETQL

O ajuste da posicdo dos residuos Cys de ligacao ao zinco foi
realizado manualmente através do programa SPDBv. Os valores considerados para
este ajuste foram de 2,3 A para a distancia Cys-Zn e de 1102 para o angulo Cys-ZN-

Cys, como citado anteriormente.
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3.3 Dinamica molecular: simulacao em meio aquoso

Para testar o comportamento e estabilidade dos modelos escolhidos,
foi realizada a dinamica molecular onde foram simuladas condicdes em meio aquoso
utiizado o mddulo SANDER (Simulated Annealing with NMR-Derived Energy
Restraints) do AMBER 9 (Case et al, 2008). Foram testados 3 protocolos e algumas
variacdes de parametros de campos de forca a partir dos padroes disponibilizados
por Weiner et al (1984; 1986) ou Cornell et al (1995), dois com plasma de carga
residual e outro com ions de CI- para neutralizar a carga positiva. Outros parametros
testados foram o raio do ponto de equilibrio da interacao por forcas de Van de Waals
(de 1,1 a 2,2 A) e a energia £ (Epsilon — de 0,0125 a 0,025) resultante desta
interacdo. Os dados de entrada para o AMBER foram construidos com o mddulo
LEaP do AMBER (Schafmeister, 1995). Para tratar os ions de zinco foi utilizado o
modelo non-bonded, com uma carga formal de +2. Os parametros Lennard-Jones do
Zn?* foram adaptados de Stote e Karplus (1995).

Os dados gerais de cada sistema podem ser vistos na Tabela 3.
Para cada um dos sistemas de simulacao os primeiros 500 ps foram de minimizacéao
e equilibrio da molécula e ndo estdo contabilizados no tempo final da simulagéo.
Neste ponto sdo adicionadas as moléculas de agua tipo TIP3P (Jorgensen et al,
1983) e delimitadas as dimensdes da caixa ortorrémbica. Durante o processo de
equilibrio a densidade molecular no sistema passa de aproximadamente 0,75 para
em torno de 1,01 g/cm®.

Os testes foram realizados em pacotes de 500 ps, sendo o0s
primeiros 200 ps de simulacdo propriamente dita, reservada para o aquecimento e
estabilizacdo do sistema. A simulacédo foi realizada em um ensamble NTP, a um

temperatura de 298,16 K (25°C) (aumentando 50 K a cada 20 ps), sob pressao de 1
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atm, pH 6,8, com tempo de integracdo de 2 fs (femtosegundo). A escolha do
protocolo foi realizada testando os procedimentos com o modelo experimental inicial
2FK4_03. O protocolo escolhido foi utilizado posteriormente no modelo completo
desenvolvido neste trabalho e utilizou como parametros: raio do ponto de equilibrio

da interagdo por forcas de Van de Waals = 1,5 A e a energia € = 0,025.

Tabela 3: Dados dos sistemas das utilizados nas dinamicas moleculares de simulagdo em meio
aquoso.

Nome do modelo

2FK4_03 6E6C_15 5CHI_03

Nome da simulagcao SIMO001 SIM002 SIMNCO001
Numero de atomos (-H,O) 1016 1086 2550
Ndmero de moléculas H,O 4611 4619 7635

Dimensdes da caixa (A% 63,4 x 55,5 x 56,0 60,9 x 54,2 x 59,0 70,8 x 67,0 x 68,6
Forma de neutrglizagéo da olasma olasma 6Cr
carga residual
Duracao da simulacéo 5,0ns 10,5 ns 9,242 ns

As andlises realizadas apds a obtencado da trajetéria da proteina
foram realizadas utilizando AMBER, VMD (Humphrey et al, 1996) e Procheck. Para a
analise com Procheck foram retiradas da simulagéo 11 tempos (0, 1001, 2001, 3001,
4001, 5001, 6001, 7001, 8001, 9001 e 9242 ps) e tais estruturas foram minimizadas

para diminuir incompatibilidades estéricas e distorcées da estrutura.

Todas as figuras das estruturas modeladas apresentadas nesta

dissertagcdo foram criadas com auxilio das ferramentas SPDBv, PyMOL ou VMD.

3.4 Outras analises da estrutura:
A andlise de similaridade de estrutura/motivos foi realizada com a
ferramenta PROSCAN (PROSITE SCAN - Combet et al 2000; Hulo et al, 2008),
utilizando cut-offs de 100%, 70% e 50%.

Foi realizada também a analise de predicao de pontos de interacédo
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proteina-proteina (Protein-Protein Interface prediction) através da ferramenta PPI-
Pred (Bredford e Westhead, 2005) utilizando como dado de entrada a sequéncia da

proteina E6 selvagem.
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4 Resultados

4.1 A modelagem E6 selvagem:
4.1.1 E6Cwt

Optou-se por gerar 20 modelos para a estrutura do dominio E6C
selvagem de HPV16. O modelo escolhido foi o nimero 15 (E6C6_15) com base em
varios parametros. A representacdo do modelo pode ser vista na Figura 13. A
estrutura modelada manteve a estrutura terciaria de seu molde. Apenas algumas
poucas alteracbes podem ser notadas. Por exemplo, a hélice H1 no molde
(2FK4_03) possui 2 residuos a mais que o modelo obtido (Thr86 e Thr87). A analise
com TOPMATCH indicou que em ambas as estruturas, a alca que contém 2 dos
residuos de cisteina (entre H1 e H2) pode ser reconhecida como uma folha beta
composta de duas fitas beta (em ambos molde e modelo). Na realidade, esta
caracteristica se repete para os outros modelos obtidos ao longo do trabalho e
depende do software utilizado para visualizar os modelos das estruturas (dado nao
mostrado — esta caracteristica sera melhor descrita mais adiante). Como esperado, a
cauda C-terminal apresentou grande variacdo em relacdo ao molde, apesar da
pequena porcao que se apresenta “livre” de estruturas secundarias.

Na Tabela 4, podemos verificar a qualidade do modelo obtido da
porcdo E6C com relacdo a diversas ferramentas. Como pode ser observado, o G-
factor, o principal parametro de conformidade da estrutura, teve seu valor final
(geral) inalterado, permanecendo em 0,06. O numero de contatos ruins diminuiu
para 7, enquanto no molde eram 18. Os demais parametros ndo apresentaram
resultados tdo bons quanto os do modelo, mas ainda estdo dentro da faixa

considerada aceitavel.
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Figura 13: Estrutura da porcédo C-terminal E6 de HPV 16 modelada por homologia a partir do molde
de 2FK4, modelo 3. Esquema de cores das unidades de estrutura secundaria: fitas de folha B
amarelo), volta (branco), hélices a (violeta), alcas (ciano) e voltas-p (ocre). A estrutura da direita
representa a rotagédo de 180° graus sobre o0 eixo X da estrutura da esquerda.

Tabela 4: Tabela comparativa dos resultados para o modelo obtido de E6 C-terminal selvagem
(6E6C_15) e seu molde E6C 4S/4C (2FK4_3). Onde, LI — Limite Inferior; LS — Limite Superior; %P —
porcentagem de residuos em regiao permitida; NP — nimero de residuos em regides nao permitidas;
GP — numero de residuos em regides generosamente permitidas; AP — Numero de residuos em
regides adicionalmente permitidas.

Verify3D PROSA Procheck

Ramachandran G-factor o

Modelo Ligacs N® de
LI LS  Z-score %P NP GP AP Angulos '9%90,33 I contatos

° diédricos ~ ¢39¢1a = geral - yjing

principal

6E6C_15 0,01 04 -3,79 947 0 1 2 0,19 -0,17 0,06 7
2FK4_03 0,02 05 -4,34 96,6 0 1 1 0,17 -0,09 0,06 18

Em relacéo aos residuos de cisteina que realizam a coordenagao do
fon Zn?**, obteve-se valores razodveis de distancia entre o atomo de enxofre e o
zinco e de angulo, para formar o angulo tetraédrico (em forma de piramide) esperado
para tal estrutura. As distancias de Cys-Zn ficaram dentro do esperado (em torno de
2,3 A) — Figura 14 - e os angulos Cys-Zn-Cys tiveram alguma variagdo, mantendo

ainda a media em 109,4¢ (Figura 15).
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CYS103

CY5106

Figura 14: Distancias Cys-Zn de 6E6C_15. Representacdo em modelo palito mostrando as distancias
entre os atomos de enxofre dos residuos de cisteina e o ion de zinco na estrutura modelada por
homologia da por¢ao C-terminal de E6 selvagem, que utilizou como molde o modelo 3 de 2FK4.

C¥'5103

11074 100.41®

CY5139

Figura 15: Angulos Cys-Zn-Cys de 6E6C_15. Representacdo em modelo palito mostrando os
angulos CYS-ZN-CYS na estrutura modelada por homologia da porcao C-terminal de E6 selvagem,
que utilizou como molde o modelo 3 de 2FK4.

4.1.2 E6GNwt
A estrutura de E6N foi escolhida pelo resultado geral nos varios
parametros. O modelo escolhido foi o numero 10 (chamaremos de 4E6N_10). Os
resultados podem ser vistos na Tabela 5.
O modelo da extremidade N-terminal obtido neste passo da

modelagem por homologia pode ser visto na Figura 16. A configuragao utilizada no
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programa VMD de visualizagcdo demonstra uma coloracdo diferenciada em dois
pontos do modelo (melhor observado nas Figuras 17 B ou 16). Na grande alca que
contém as cisteinas envolvidas na ligacdo com o zinco (residuos 26 a 39) ha duas
porcdes coloridas em tom 6creo, uma de cada lado das cisteinas, que indica uma
tendéncia a formacgao de estrutura secundaria. No Procheck, esta estrutura aparece
contendo residuos de volta que realizam ligagdes de folha beta (residue isolated
beta bridge / hydrogen-bonded turn). Na ponta N-terminal desta alga, onde se
encontra a hélice H1, os residuos Thr22 a Asp25 aparecem em cor azul, indicando
uma hélice estendida, igualmente identificada pelo Procheck.

As distancias do zinco em relacao ao atomo S dos residuos Cys
ficaram entre 2,29 e 2,31 A, com apenas o residuo de cisteina Cys63 com 2,46 A.

Os angulos Cys-ZN-Cys obtiveram uma média de 109,2° + 8,5.
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Tabela 5: Resultados das andlises dos modelos da estrutura de E6N. A primeira linha indica As
ferramentas utilizadas e a segunda os principais parametros analisados. LI — Limite inferior; LS —
Limite superior; NP — Nao permitido; GP — Generosamente permitido; AP — Adicionalmente permitido.
Em cinza: Modelo 4E6N_10, escolhido para fazer parte do molde da proteina completa.

4E6N Verify 3D Prosa Topmatch Procheck
Z- RMS do Ramachandran (% G-factor
Modelo LI SL score molde permitidlo) NP GP AP (geral)
(C-alfa)

1 0,03 0,36 -3,74 0,8 914 0 1 4 -0,12
2 -0,03 0,38 -3,52 0,7 914 0 1 4 -0,19
3 0,04 0,34 -3,74 0,6 914 i 0 4 -0,21
4 0,06 0,36 -3,9 0,8 93,1 0 1 3 -0,09
5 0,03 0,46 -3,69 0,8 914 i 1 3 -0,18
6 -0,09 0,33 -3,9 0,8 93,1 i 0 3 -0,04
7 -0,06 0,39 -4,06 0,8 914 i 0 4 -0,12
8 -0,10 0,37 -3,87 0,6 94,8 0o 1 2 -0,11
9 -0,01 0,40 -3,84 0,7 914 0 1 4 -0,13
10 0,02 0,44 -3,84 0,6 93,1 0 1 38 -0,17
11 0,08 0,37 -3,94 0,8 89,7 1 1 4 -0,17
12 0,11 0,39 -3,7 0,8 87,9 i 1 5 -0,25
13 -0,01 0,39 -3,81 0,7 914 i 0 4 -0,12
14 -0,03 0,34 -3,88 0,8 914 i 0 4 -0,17
15 -0,04 0,31 -3,6 0,8 89,7 0 1 5 -0,15
16 -0,03 0,32 -3,76 0,8 914 i 0 4 -0,18
17 0,00 0,26 -3,5 0,9 86,2 0 3 5 -0,15
18 -0,04 0,40 -3,86 0,6 914 i 1 3 -0,14
19 -0,02 0,35 -3,78 0,9 914 i 0 4 -0,17
20 0,03 0,35 -3,63 0,8 93,1 i 0 3 -0,13
21 -0,07 0,41 -3,91 0,9 914 i 1 3 -0,17
22 -0,05 0,43 -3,64 0,9 93,1 0 1 3 -0,09
23 -0,03 0,41 -3,78 1,0 93,1 0 1 3 -0,20
24 -0,09 0,31 -3,98 0,9 93,1 0 1 8 -0,16
25 -0,05 0,37 -3,75 0,8 91,4 0 1 4 -0,16
26 0,03 0,46 -3,56 0,9 89,7 0 1 5 -0,13
27 -0,05 0,38 -3,88 0,9 87,9 i 3 3 -0,24
28 -0,12 0,41 -3,59 0,7 87,9 0 1 6 -0,15
29 -0,05 0,38 -3,55 0,9 91,4 1 0 4 -0,10
30 0,06 0,46 -3,73 0,8 94,8 i 0 2 -0,08
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Figura 16: Modelo da estrutura E6N (4E6N_10) elaborado por modelagem por homologia. A Figura A
e B sao representagdes do mesmo modelo com 90° de rotacao em relagao ao eixo X. Em B, pode-se
ver com mais detalhe as estruturas com colorac¢do diferenciada. A esfera branca representa o ion

Zinco.
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Figura 17: Representagdo do modelo 3D do tipo ribbons de 4E6N_10 de HPV 16. Detalhe da regido
de ligacdo ao zinco em representagdo tipo palitos. As estruturas em palito de cor amarela
representam os atomos de enxofre dos residuos de cisteina envolvidos na coordenacao do zinco. A
esfera branca representa o ion de zinco. O esquema de cores da representacdo tipo ribbons esta
explicitada na figura 13, em azul, hélice estendida.

4.1.3 E6wt

A estrutura final de E6 obtida neste trabalho € apresentada nas
Figuras 18 A a D e 19. Os dois dominios de ligacdo ao zinco se localizam
diametralmente opostos, como previamente sugerido por outros autores (Nominé et
al 2005, 2006). Os residuos de cisteinas responsaveis pela ligacdo estdo em
distancias menores que 2,5 A (sendo apenas 2 dos 8 residuos, Cys66 e Cys63,
maiores que 2,33 A).

A extremidade N-terminal é fortemente hidrofilica, com excecéo dos
residuos Met1 e Phe2, que séo hidrofébicos. Ha, possivelmente, grande flexibilidade
nesta regido de 8 aminoacidos, anteriormente excluida. Os dois residuos
hidrofébicos Met1 e Phe2 podem interagir de alguma maneira com a alga Lys68-

Cys80, de forma a satisfazer o carater apolar.
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Os dois dominios sdo conectados por uma alca de 13 residuos que
passa transversalmente ao eixo das fitas beta, na mesma linha de orientacdo que as
fitas S2’ e S3'. A alca parte da hélice H3 e chega a fita S1, que é central na folha
beta juntamente com a S1’. A alca é composta em grande parte de residuos
hidrofilicos e neutros, o que provavelmente permite mais flexibilidade nesta regiao.
Boa parte das cadeias laterais dos residuos da alca esta voltada em direcdo a
proteina.

A interacdo através de pontes de hidrogénio entre os dominios
permite a manutencao parcial da posi¢ao relativa deles. A listagem dos pares de
residuos que interagem para esta estabilizacdo pode ser vista na legenda da Figura

20.

Figura 18: Representacdo do tipo ribbons da estrutura 3D da proteina E6 do HPV 16 obtida por
modelagem por homologia (ver secao Materiais e Métodos). Os ions de zinco (cinza) estdo
representados por suas esferas de van Der Waals. Figura produzida pelo VMD. As figuras B, C e D
representam visualizagbes da figura A sob diferentes angulos.
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Figura 19: Detalhe de um dos angulos do modelo final da estrutura de E6 de HPV16. Modelo
representado ribbons, coloracdo explicada na figura 13. Esfera branca representa os ions de zinco.
S1’ a S3': fitas do dominio N-term; H1’ a H3’: hélices do dominio N-term; S1 a S3: fitas do dominio C-
term; e, H1 a H3: hélices do dominio C-term.

ASP56

Figura 20: Representacdo do tipo palitos da face de interagcdo entre os dois dominios (N- e C-
terminal) de E6 de HPV 16. Os residuos em amarelo pertencem ao dominio N-terminal e em verde ao
C-terminal. As linhas pontilhadas representam a interacéao por pontes de hidrogénio entre os atomos.

A extremidade C-terminal que foi adicionada nesta modelagem é
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composta de 7 aminoacidos — TRRETQL (posicoes 145 a 151). Corroborando os
resultados de Nominé, esta porcao fica aparentemente ‘solta’ e totalmente exposta.
De acordo com resultados de Zhang et al (2007) e Charbonier et al (2008) esta
porcao deve ficar exposta pois ganha conformagao ao entrar em contato com o alvo
celular (dominios PDZ) formando uma fita beta.

Além das porgbes que haviam sido excluidas anteriormente neste
trabalho e no trabalho de Nominé (Alcas 1, 2 e 3), a proteina ainda apresenta outras
duas alcas extensas (de 14 e 13 aminoacidos, respectivamente residuos lle26-Arg39
e Leu99-Cys111). No centro de cada uma destas alcas se encontram dois dos
residuos de cisteina que coordenam o ion de zinco. Novamente, como ocorreu na
modelagem da porcdo N-terminal, conforme o software utilizado para produzir as
imagens do modelo da estrutura, a coloracao indica a presenca de (ou tendéncia a)
uma estruturacao diferente de alga. Aparentemente a tendéncia é a formagao a uma
folhna beta anti-paralela resultante da interacdo de cada metade da algca — a
coloragao écrea diferenciada pode ser novamente observada nas Figuras 18 e 19.

A proteina contém uma folha beta composta de 6 fitas anti-paralelas,
sendo 3 fitas pertencentes a cada dominio ZB. Esta estrutura apresenta uma leve
curvatura das extremidades opostas (onde estao posicionados os residuos Gly57 na
porcdo N-terminal e Arg129 na porcdo C-terminal) em direcdo a face da proteina
onde estdo as hélices. A proteina apresenta também 6 hélices (H1’ a H3’ — N-
terminal - e H1 a H3 — C-terminal) todas localizadas na mesma face. A parte final da
hélice H1 € mais estendida que as hélices alfa convencionais, sendo aparentemente
uma hélice PI.

As hélices alfa H1’, H2’, H1 e H2 sdo praticamente paralelas no eixo

ao longo da proteina, mas perpendiculares se vistas de lado em relacdo ao plano da
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folha beta. A hélice H3 se distancia a partir da metade de cada dominio em diregcéao a
ponta da proteina, onde se aproxima da alga que conecta as hélices H1 e H2. O
mesmo acontece com a hélice H3' na outra extremidade da estrutura. Nestas
pequenas hélices, que compreendem os residuos Cys63-Leu67 (N-terminal) e
Cys136-Cys139 (C-terminal), se encontram dois dos residuos de cisteina
responsaveis pela coordenacao do zinco em cada dominio.

As porcdes inicialmente removidas da estrutura (alcas L1 a L3)
foram adicionadas no momento de produzir o modelo final da estrutura. As algas L1
e L3, nos diversos modelos resultantes do script do Modeller apresentaram bastante
diversidade de estruturas possiveis, mais ou menos adequadas considerando seu
escore nas ferramentas de andlise, mas ainda assim passiveis de adquirir
conformacdo adequada com poucos ajustes. Por outro lado, a alca L2 produziu
apenas uma forma razoavel de disposicao dos seus residuos, que consiste em ela

passar por fora da estrutura ao lado e ao longo da folha beta.
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CYS63

- CYS136

CYS103

CYs139

Figura 21: Representacdo do tipo palito com coloracdo CPK das distancias Cys-ZN nos sitios de
coordenacgdo do zinco no modelo da estrutura completa de E6 de HPV 16 obtida por modelagem por
homologia. A: dominio N-terminal; B: dominio C-terminal. As esferas brancas no centro de cada figura
representam os ions de zinco.
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4.2 Andlise da estrutura:

A analise de similaridade de motivos com PROSCAN, PBIL, indicou
uma certa semelhanga de assinatura com o motivo dedos de zinco PHD (plant
homologue domain) entre 70 e 75%. Foi realizado o alinhamento com o motivo PHD
de algumas proteinas que o continham, tais como AIRE (n? acesso Genbank:
CAA08759.1) e ASH1 (n? acesso Genbank: CAI13211.2) (ver arquivo de saida no
Apéndice Il), com as porgoes equivalentes de E6. A similaridade de sequéncia entre
elas ficou em torno de 10% (alinhamento e dados ndo mostrados).

Uma série de outras assinaturas foram retornadas por esta
ferramenta, sendo no total 16 padrbes/assinaturas diferentes encontrados para o
corte de 70%. Muitos deles sao padrdes e sitios de fosforilagdo de diferentes
enzimas ou de miristoilacdo, com alto grau de semelhanca, o que pode significar
novas fungbes e atividades ainda nao conhecidas de E6. O resumo destes
resultados ser visto na Tabela 6.

A analise utilizando a ferramenta PPI-Pred demonstrou varios pontos
da proteina com propenséao a realizar interacées, como pode ser visto na Figura 22.
Os resultados sdo dados por probabilidade de 0 a 1 (0% a 100%) com base nas
caracteristicas da sequéncia de aminoacidos da proteina. As regidbes com maior
probabilidade de interacado estao localizadas entre os residuos 18 e 23, 35a 40, 75 a

85,90a93 e 135a 151.
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Figura 22: Resultado da analise da ferramenta PPI-Pred, representado com janela de intervalo de 3

posicoes. O eixo Y representa a probabilidade de interagédo, sendo 1 a maior probabilidade.



Tabela 6: Resumo dos resultados do PROSITE com corte de 70%.

Assinatura Padrao Porcao de E6 Similaridade
Sitio de fosforilagéo de cAMqFl’Jii;:SGeMP dependente de proteina [ST]x-[RK] 146 2 149 100%
1332135 100%
Sitio de fosforilagdo da proteina quinase C [ST]-x-[RK] 142 a 144 100%
145 a 147 100%
22a 25 100%
Sitio de fosforilagdo da Caseina quinase Il [ST]-x(2)-[DE] 86a 89 100%
1452148 100%
26 a 32 71%
48 a 54 72%
53 a 60 71%
Sitio de Fosforilagao da tirosina quinase [RK]-x(2,3)-[DE]-x(2,3)-Y 68 a 76 72%
72a79 100%
77 a 84 72%
86 a 92 71%
57 a 62 100%
Sitio de N-miristoilagao G-{EDRKHPFYW}-x(2)-[STAGCN]-{P} 85290 74%
1302135 88%
134 a2 139 88%
[KRQJ-[LIVMA]-x(2)-[GSTALIV]-{FYWPGDN}-x(2)-[LIVMSA]-x(4,9)-[LIVMF]-x-{PLH}- 111055 86%
Assinatura da familia araC , proteina bacteriana regulatéria [LIVMSTA]-[GSTACIL]-{GPK}-{F}-x-[GANQRF]-[LIVMFY]-x(4,5)-[LFY]-x(3)-[FYIVA]- 14 t0 55 76%
{FYWHCM}-{PGVI}-x(2)-[GSADENQKR]-x-[NSTAPKL]-[PARL] 66 to 109 80%
o " . . [LIVMF]-[LIVMSTA]-x-[LIVMFYC]-[FYWSTHE]-x(2)-[FYWGTN]-C-[GATPLVE]-[PHYWSTA]-C-
Sitio ativo da familia da tioredoxina {1}-x-{A}-x(3)-[LIVMFYWT] 128 a 146 70%
Assinatura da Lipocalina [DENG]-{A}-[DENQGSTARK]—X(O,2)-[D%HSG?E}]-[LIVFY]-{CP}-G-{C}-W-[FYWLRH]—{D}- 1222135 799,
Assinatura 1 da cadeia beta de horménios glicoprotéicos C-[STAGM]-G-[HFYL]-C-x-[ST] 136 a 142 72%
Assinatura da familia de inioidores da protease serina Bowman- ¢ (s ). [DENQKRHSTA]-C-[PASTDH]-PASTDK]-{ASTDV-C-[NDEKS]-[DEKRHSTA]-C 51a 66 76%
Assinatura de proteinas transferidoras de lipidio de plantas [LIVMI-PA]-X(2)-C-x(1,2)-[LIVMIX(1,2)-{LIVMST]-X-(LIVMFY]-x(1,2)-[LIVMF-{STRD]-X(3)- 12a 36 70%
[DN]-C-x(2)-[LIVM]
Assinatura do dominio de lectina tipo . C-[LIVMFYATG]-x(5,12)-[WL]-{T}-[DNSR]-{C}-{LI}-C-x(5,6)-[FYWLIVSTAJ-[LIVMSTA]-C 838 : 1%16 ;20;"
(]
. . . [LIVNS]-X-{L}-[LIVMFA]-x-C-Xx-[STAGCDNH]-C-x(3)-[LIVFG]-{LV}-X(2)-[LIV]-x(9,11)-[IVA]-x- 25a 54 77%
Dominio associado a metais pesados [LVFYS] 254 55 70%
Assinatura da proteina ribosomal L31 [DES]-[IVT]-x(4)-H-[PT]-[FAVY]-[FYW]-[TISN]-x(9,13)-[GN]- [KRHNQ] 72a 94 70%
Assinatura da proteina laminina-type, dominio tipo EGF C-x(1,2)-C-x(5)-G-x(2)-C-x(2)-C-x(3,4)-[FYW]-x(3,15)-C 51a 80 73%
O,
Assinatura tipo dedos de zico tipe PHD C-x(1,2)-C-x(5,45)-[VMFLWIE]-x-C-x(1 ,4)-%—_);((12 ,)Ajrg[WYFVQHLT]-H-x(2)-C-x(5,45)-[WFLYI]-x- Zg : Igg ;g;:

09
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4.3 Dinamica molecular

Varios parametros foram testados em relacao ao zinco, as forcas e a
carga da proteina. Os resultados dos testes ndo serdo todos mostrados neste
trabalho. O teste protétipo realizado com 2FK4 03, que foi escolhido para ser
utilizado na estrutura completa obtida neste trabalho, manteve ao longo dos 5 ns, a
topologia da proteina. As duas porcdées que mais foram perturbadas ao longo da
dindmica foram a fita S1 (que supostamente realiza a interacdo com o outro dominio)
e a hélice H3. As demais caracteristicas do peptideo se mantém significativamente
inalteradas, incluindo o sitio de ligagao ao zinco.

Através destes testes estipulamos que o modelo que deve ser
utilizado para a ligacdo ao zinco deve ser o modelo non-bonded. Como esperado, a
RMSD aumenta ao longo do tempo. Em torno dos 700 ps houve um salto no valor do
RMSD, que passou de 2,5 para aproximadamente 3,2 A. Este salto coincide com o
momento em que a fita S1 se desprende da folha beta, passando a gerar maior
flutuacdo da por¢céao amino-terminal da estrutura.

O protocolo utilizado para 2FK4_03 também foi utilizado para o
modelo obtido por homologia de E6C e para a proteina completa, com pequenas
alteracdes de alguns parametros do zinco. Para E6C, a topologia geral também foi
mantida, a estrutura relaxou levemente e o ion de zinco se manteve seguro pela
proteina durante todo o processo. Diferentemente do modelo experimental, a fita S1
nao se desprendeu da folha beta e foi capaz de manter a estrutura integra ao longo
de toda a simulagéo.

4.3.1 Proteina completa
A dinamica molecular quando aplicada a proteina completa, produziu

resultados interessantes, como pode ser observado na Figura 24. Ao longo da
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din&mica, entre 6 e 7 ns, a proteina separou seus dois dominios, abrindo a estrutura,
porém mantendo todo o restante da topologia relativamente intacta. O movimento
relativo entre os dominios envolveu ndo sé o afastamento dos dois dominios, como
também uma consideravel rotagdo sobre o eixo longitudinal. A estrutura em grampo
da folha beta em cada um dos dominios permanece intacta ao longo de todo o
processo, mas a fita que realiza a interface entre os dominios apresenta, como
esperado, maior propensdao a perturbacdo. As hélices H1 e H2 de ambos os
dominios permanecem aparentes, enquanto a hélice H3, novamente, é bastante
perturbada.

No modelo inicial da estrutura nenhum dos dominios apresentava o
sitio de ligagdo ao zinco com geometria tetraédrica. Ao contrario do que se
esperava, a dindmica nao corrigiu a posicao tetraédrica das cisteinas em relacdo ao
zinco. Isso pode ter se dado, principalmente, por persistir certa imprecisdo dos
parametros utilizados nestes protocolos, 0 que nao invalida os demais resultados
obtidos. De qualquer forma, como pode ser visto ao fim da dinamica molecular, o ion
de zinco se mantém coordenado pelos mesmos 4 residuos de cisteina de cada
dominio da proteina. Calculamos a média das distancias Cys-Zn ao longo de toda a
trajetoria para ambos os dominios e o dominio N-terminal mostrou menor distancia
média (2,34 + 0,06 A) que o dominio C-terminal (2,37 + 0,07 A). Na Figura 23 E,
podemos ver a comparacao da distancia Cys-Zn entre todas as cisteinas envolvidas
com a coordenacéao de zinco.

O RMSD, para a estrutura completa, se mostrou bastante alto. Os
valores de RMSD para todos os parametros aumentam de forma gradativa e quase
constante até 4,5 ns, onde chegam a um patamar e se mantém relativamente

estavel até 8,0 ns (esqueleto/backbone: 5,74+0,36 A). No Gltimo nanosegundo da
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simulagdo o RMSD variou em torno de 2 A, aumentando até em torno de 8,8 ns e se
mantendo bastante estavel no restante do tempo, indicando possivel estabilizacéo
da estrutura.

Ao analisarmos, porém, individualmente as porcées da proteina,
podemos ver que ha influéncia bastante grande das regides inseridas sem molde,
sabidamente mais flexiveis, no resultado final do RMSD da proteina inteira. Uma
visdo geral destes resultados pode ser vista na Tabela 7 e na Figura 23 A a D. De
uma forma objetiva podemos observar que a porcao C-term, do residuo 80 ao 144
obteve um RMSD méaximo de 3,46 A, enquanto a por¢do N-term, removendo os 8
aminoacidos iniciais (apenas os aminoacidos 9 a 71) apresenta RMSD em torno de
3,1 A. Os graficos que demonstram o distanciamento dos dominios ao longo da

trajet6ria dindmica podem ser vistos na Figura 24 A a E.

Tabela 7: Valores de RMSD para as porgoes de E6 de HPV 16 ao longo da trajetdria da dinamica
molecular, em relacdo ao modelo inicial 5CHI_03. * valor em Angstron; ** A trajetéria mantém uma
tendéncia continua de aumento, nao sendo viavel o calculo de uma média de RMSD.

Porgéo da E6 AMSD final (9,242 nsy RMSD backbone — o0 backbone’
(aa) é'l;g:incz)ss Backbone Ca;?fzno maximo* édiatDP
1a151 8,04901 7,95393  7,99958 8,70579 N/A™
9a71 4,21171 0,83663  2,85201 3,1002 2.55£0.16

80 a 144 4,68700 2,90283 2,88311 3,46476 2,79+0,17
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Figura 23: A-D: Graficos indicativos do valor do RMSD em Angstrons, de diferentes porgdes da
proteina E6 completa (A: 9-71: N-term; B: 80-144: C-term; C: 1-151: proteina completa) em relacéo as
suas porgdes equivalentes da estrutura do modelo inicial, ao longo do tempo (em picosegundos). Em
vermelho, o RMSD do Carbono alfa; em verde, do esqueleto (atomos N-CA-C-O); em azul, de todos
os atomos, incluindo cadeias laterais. D: Comparagdo do RMSD dos atomos do esqueleto de todas
as porgoes da E6 (N-term — verde; C-term — violeta; proteina completa - marrom). E: Médias das
distancias Cys-Zn ao longo de toda a simulagdo. Em amarelo: N-term; em azul: C-term.
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Figura 24: Representacdo do tipo New Cartoon de pontos da trajetéria dinamica da proteina
completa selvagem E6 de HPV16. A: tempo 0 ps; B: 2146 ps; C: 4556 ps; D: 7226 ps; E: 9242 ps.
Observa-se claramente o distanciamento dos dominios N- (vermelho) e C-terminal (azul) ao longo da

trajetéria.
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As simulacoes realizadas no modelo sugerido de E6C (6E6C_15) e
da proteina completa (5CHI_03) mostraram resultados melhores que o0s
apresentados por 2FK4 (Tabela 8). Calculamos a média dos valores do RMSD a
partir de 2 ns, para excluirmos completamente a interferéncia da estabilizacao inicial
do complexo. Os resultados mostram que ambos os modelos obtidos por
modelagem por homologia neste trabalho, apresentaram maior estabilidade ao longo

da simulacao, quando comparados ao molde experimental 2FK4.

Tabela 8: Tabela mostrando resultados comparativos dos modelos da estrutura de E6C que sofreram
a simulagdo. O RMSD esté expresso em Angstrons e a média foi calculado para tempo maior que 2,0
ns. 5CHI_03 (80-144) corresponde a por¢do do modelo da proteina completa que compreende a
regido equivalente a 6E6C e 2FK4. Quanto menor o valor de RMSD, menor a divergéncia da estrutura
em relacdo ao molde. Em todos os casos, o molde utilizado para estas regides foi 0 mesmo:
2FK4_03.

Porcdao da E6 (aa) Simulacdo RMSD médio (>2,0 ns) RMSD maximo

2FK4_03 SIMOO01 3,9310,23 4,53
6E6C_15 SIM002 3,23+0,26 4,03
5CHI_03 (80-144) SIMNCO001 2,79+0,17 3,46

Na figura 25 também fica ressaltada a observagao de que no modelo
da estrutura completa, a porcdo C-terminal quando comparada individualmente, se
mostra ainda mais estavel que nos dois outros modelos, apesar de, como
comentado anteriormente, haver a separacao dos dois dominios.

Para andlise com Procheck do modelo final apds simulagédo, foram
extraidos da trajetéria 11 estruturas representando 11 tempos da simulacdo (O,
1001, 2001, 3001, 4001, 5001, 6001, 7001, 8001, 9001 e 9242 ps), 0s arquivos
tiveram sua energia minimizada para diminuirmos distor¢des e incompatibilidades
estéricas. Em todos os modelos, antes ou apds a minimizagdo, os graficos de
Ramachandran ficaram aceitaveis, apresentando mais de 98% dos seus residuos
em areas Permitidas e Adicionalmente Permitidas, sendo que o ultimo modelo

(referente ao tempo 9,242 ns) apresentou a seguinte distribuicao: 68,1% em Regido
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Permitida; 31,9% em Regido Adicionalmente Permitida e 0% nas demais regides. Os

valores do g-factor obtidos para o modelo final de E6 mostraram consideravel

melhora (Figura 26) apds minimizagdo. Para os arquivos minimizados, o G-factor

apresentou valores sempre maiores que -0,5, o que representa bons resultados.
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Figura 25: Grafico comparativo entre as ftrajetorias das simulagbes de 2FK4_03 (modelo
experimental com 4 mutacdes Cys/Ser nao conservadas), 6E6C_15 (modelo por homologia da
estrutura do dominio C-terminal selvagem) e 5CHI_03 (modelo por homologia da estrutura completa

selvagem de EB6).
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Figura 26: Grafico representando a melhora do desempenho do modelo ao longo da simulagao antes
e depois da minimizacédo de energia. O ponto 0 no eixo Y representa a estrutura inicial de onde partiu
a simulacdo. A linha verde representa pontos amostrais antes da minimizacdo e a linha vermelha
apés.
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5 Discussao

A interagdo das proteinas E6 de HPV com proteinas celulares ainda
€ um campo de pesquisa muito aberto para discussao. O pleiotropismo da E6 e suas
variedades de fungdes, nem sempre compartilhadas entre os mais de 100 tipos de
Papillomavirus humanos ja descritos, torna esta familia um quebra-cabeca cientifico.
Nominé et al (2006) propuseram um modelo experimental para a estrutura 3D do
dominio C-terminal da proteina E6 (E6C) contendo 4 mutagdes pontuais em
cisteinas ndo conservadas - Cys80Ser, Cys97Ser, Cys111Ser e Cys140Ser (E6C
4C/4S) - que contém o segundo dominio de ligacao ao zinco, compreendendo 0s
residuos 80 a 144 da proteina. Esta foi a primeira tentativa de sucesso de purificar
uma por¢cao da proteina de forma estavel e em quantidade suficiente para realizar
experimentos com fim de caracterizar biofisicamente a proteina. Nesta dissertacéo,
dedicamo-nos a agregar mais informacdes, investigando sobre as relacdes
sequéncia / estrutura / dindmica / funcao da proteina E6 completa.

Liu e Marmorstein (2006) resumem o conhecimento até entdo,
acerca da interagao fisica de algumas oncoproteinas virais com seus alvos celulares
(Figura 27). O que se sabe com solidez a respeito de E6 € bastante basal e resume-
se a uma gama grande de possiveis residuos de EB6, passiveis de realizar ligacao de
E6 a p53 e duas regides de p53 que foram confirmadas como sitio de ligacdo, além
da interacdo com E6AP — a qual se sabe que interage com E6 através de uma
sequéncia rica em leucina que tem conformacao de hélice (Cui et al, 2003). Nada se
sabe até o momento sobre os residuos de E6 realmente envolvidos em tais
interacdes. Menos ainda se sabe a respeito da interacao fisica com outros alvos,

principalmente quando se trata da proteina como um todo.
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Figura 27: Galeria de interagdo entre oncoproteinas virais e proteinas supressoras de tumor. Os
supressores de tumor p53, pRb e as oncoproteinas LTag (SV40), E7 e E6 (HPV) e E1A e E1B (Ad)
dos virus de DNA pequenos sdo mostrados como estruturas compostas de dominios (adaptado da
definicdo de dominios do Pfam e desenhado fora de escala). Representagdes do tipo carfoon do
dobramento de dominios independentes destas proteinas também sdo mostrados. Linhas pontilhadas
apontado para os dominios das prteinas indicam a localizacdo de interagbes estruturais confirmadas
entre as proteinas virais e as supressoras de tumor. Linhas pontilhadas apontando apenas para o
nome das proteinas indicam interagdes apenas bioquimicamente definidas. As barras pretas sélidas
dentro de SV40 LTag, HPV E7 e Ad E1A indicam o motivo LxCxE.(Extraido de Liu and Marmorstein,
2006)

Os resultados que obtivemos mostram uma proteina com
consideravel propensdo a desordem e que provavelmente tende a estabilidade do
dobramento ao interagir com seus ligantes e alvos celulares.

A estrutura completa de E6 é composta de 6 hélices e de uma folha
beta de 6 fitas, sendo que cada um dos dois dominios é composto de 3 hélices e 3
fitas. Os dominios ZB aparentam ser relativamente independentes entre si, e
apresentam uma flexibilidade na regido da interface, o que permitiria as flutuagdes
de orientagdo relativa entre eles. Esta caracteristica é reforcada pela observacéao de

que, durante a realizacdo da dindmica molecular em meio aquoso, 0s hairpins
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formados pelas duplas de fitas betas mais proximas a extremidade (S2, S3 e S2’ e
S3’) se mantém com caracteristicas de formacao de folha beta, mas as duas fitas
centrais por vezes perdem a caracteristica da estrutura secundaria. Isto pode se dar
devido ao fato de que estas duas fitas estdo envolvidas diretamente na interface
entre os dois dominios, estando, desta forma, mais sujeitas ao estresse da dinamica
molecular.

Nominé et al (2005) sugeriram que duas das alcas (a primeira entre
S1’ e H1’ e a segunda entre H1 e S1 — ver Figura 19) estdo envolvidos na interface
entre os dominios. A idéia é reforcada pela presenca de dois residuos hidrofébicos
(Tyr54 e Leu88) posicionados nestas alcas e conservados entre varios tipos de HPV.
De fato, o que encontramos, foi que estes residuos participam da interacao entre os
dominios. A cadeia lateral de Tyr54 interage com as cadeias dos residuos Leu88 e
GIn91 e do residuo de Leu88, o qual por sua vez, também interage com a cadeia
lateral de Asp56.

Conforme havia sido sugerido por Tao et al (2003), a proteina E6 de
HPV 16 apresenta 3 sinais de localizacdo nuclear (NLS), sendo o primeiro
localizado entre os residuos Phe2 a Glu7, o segundo entre Lys65 a Lys72 e o
terceiro entre os residuos Lys115 a Arg124. O resultado que obtivemos na
modelagem por homologia demonstrou que todas estas por¢cdes onde se sugere que
estejam os NLS, sdo regides acessiveis. A primeira faz parte da Algca 1 (anterior a
primeira fita — S1) que nao foi considerado no modelo experimental de Nominé et al
(2006). A segunda compreende parte da hélice H3’ e da alca que conecta o dominio
N-terminal ao C-terminal. O terceiro NLS se localiza entre H2 e L2. Todas estas
porcdes estdo em regides expostas e se encontram na mesma face da proteina. Em

relacdo a estrutura secundaria das NLS, com excecdo de 4 residuos, todos demais
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pertencem a alcas (regides nao estruturadas).

Mutacgdes sitio dirigidas e delecbes nestas regides levam a inibicao
e E6, p.ex. AVal2-Leu12 (Foster et al, 1994) ou Phe2Val (Liu et al, 1999). Masson et
al (2003) demonstraram que um anticorpo monoclonal cujo epitopo sédo os residuos
de aminoacidos GIn3 a Arg8, ligado ao seu antigeno, inibe a degradacao de p53.
Foster et al (1994), Park et al (2002) e Dalal et al (1996) demonstraram uma
diminuicao significativa da ligacdo de E6 com p53 e E6AP e da degradacédo de p53
pelo mutante AHis118-Lys122, entre outros mutantes. Na Tabela 9 (ver Apéndice
lll), pode-se ver que a quase totalidade dos ensaios mutacionais e de delecdes
realizados, ou nestas porgdes (NLSs) ou englobando-as, levam a perda parcial ou
total da capacidade de ligar e/ou degradar p53.

Liu et al (2009) realizaram experimentos para a determinacdo do
conteudo de zinco e obtiveram resultados que indicam uma menor habilidade da
porcdo N-terminal de ligar ao zinco, quando comparada com a por¢ao C-terminal.
Uma delecédo na alca localizada na porgéo central da proteina (ATyr76-Tyr79), que
faz a conexao entre os dois dominios, causa a perda quase total da capacidade de
ligacdo a zinco do dominio N-terminal. Os resultados do grupo de Liu demonstraram
que tal mutagdo ndo apenas perde a capacidade de ligar o zinco em sua por¢cao N-
terminal, como também acaba por reduzir em 40% suas funcionalidades biolégicas,
como por exemplo, a capacidade de ligacdo ao peptideo E6apni, que mimetiza a
porcdo de EB6AP que se liga a E6. Conforme o autor sugere (corroborando a
hip6tese de outros trabalhos — Nominé et al, 2006) de que esta regido de conexao
auxiliaria a definir a orientagdo entre os dois dominios e o encurtamento desta alca

afetaria a estrutura neste sentido. O modelo sugerido neste trabalho aponta uma
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explicacdo alternativa: isto também poderia ocorrer devido ao fato que o
encurtamento da alga levaria ao afastamento da pequena hélice H3 que contém dois
dos residuos de cisteina (posicoes 63 e 66) que em conjunto com os residuos Cys30
e Cys33, realizam a coordenacgdo do fon ZN?*.

Liu et al (2009) também demonstraram que ha diferenca entre os
dominios C- e N-terminal na estabilidade térmica da estrutura secundaria, através de
estudos de desnaturacao por temperatura, onde é realizado o monitoramento da
estrutura secundaria por dicroismo circular enquanto a temperatura é elevada a
partir de 0°C (nesta temperatura proteina em solucdo estaria totalmente
estruturada). O dominio C-terminal apresentou o equilibrio 1:1 de estrutura integra e
desnaturada (onde metade da proteina na solucdo esta desnaturada e a outra
metade estd em sua forma nativa) em 58,0°C, enquanto a por¢ao N-terminal foi em
52°C. A estrutura completa da E6 obteve este equilibrio em 55,4°C. Como esperado,
a temperatura de equilibrio obtida para o mutante ATyr76-Tyr79 foi de 52,5°C fica
abaixo da obtida pela estrutura completa, levando mais uma vez a conclusao de que
a mutacao leva a uma desestruturacao da proteina, diminuindo sua estabilidade.

Apesar destas observacdes, nos experimentos computacionais de
dindmica molecular em meio aquoso, a por¢cao N-terminal se mostrou mais estavel
que a C-terminal em relacao a distor¢cdes da estrutura terciaria (Figura 23). De uma
forma geral, ambas se distanciaram da estrutura inicial, mas a estrutura terciaria do
dominio C-terminal ficou um pouco mais comprometida. A estrutura N-terminal pode
ser mais estavel, como observado na dindmica molecular, como uma forma
compensatéria pela menor afinidade com pelo fon Zn?*, uma vez que a presenca do
ion é sugerida como fator limitante que permite aa estrutura se manter integra

(Lazarczyk e Lavré, 2008).
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Liu et al (2009) ainda demonstraram que E6N tem maior afinidade
com por E6apc2 do que E6C, sugerindo que E6N contribui mais para ligacdo com
EB6AP. O resultado obtido pelo autor mostra que a porcao N-terminal, mas nao a C-
terminal, perderia seu ion de zinco na presenca de agente quelante (lembrando que
os kits de expressao in vitro — reticuldcitos de coelho - possuem certa quantidade de
EGTA), mas nao perderia a capacidade de ligar a E6AP ou de degradar p53. Estes
dados, juntamente com nossos resultados de que o dominio N-terminal demonstra
maior estabilidade em simulagdo computacional, nos levam a concluir que o zinco na
porcao N-terminal de fato ndo é indispensavel para as funcdes e para a estabilidade
da proteina. Consequentemente, o dominio E6N deve conter outras caracteristicas
que permitam a manutencdo da estrutura geral — e fungdo — que néo existam no
dominio C-terminal, como por exemplo, a diferenca de sequéncia de aminoéacidos.

Nossos resultados de dindmica molecular também sugerem que
existe bastante flexibilidade intra- e inter-dominios, ja que foi demonstrada a abertura
da molécula em dois dominios separados, presos apenas pelo conector.
Corroborando outros autores, a separacdo dos dominios parece implicar em
fungdes/estruturas independentes (Zhang et al, 2007; Ristriani et al, 2000, 2001;
Lagrange et al, 2005). Nao existe uma forma de definir qual foi o dominio que se
deslocou, sendo, aparentemente, afastamento reciproco. O fato de ao longo de toda
a modelagem o zinco permanecer preso ao modelo pelos mesmos residuos de
cisteina apesar de nao ser uma dinamica com protocolo de ligacdo a zinco modelo
de ligagdo covalente, demonstra que o modelo € bom, mas outras falhas, como a
geometria nao-tetraédrica das ligagdes com o Zinco, lembram que este modelo
ainda necessita de aprimoramentos.

Um problema que foi encontrado com freqiéncia nas dinamicas
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moleculares que realizamos, envolve o oxigénio da carbonila da Arg102 que no
decorrer da dinamica acabava se aproximando demais do zinco, levando a
ocorréncia da interacao entre o oxigénio do residuo e o zinco e consequentemente
ao afastamento da cisteina 103 (dados nao mostrados). Dependendo dos
parametros utilizados, essa interacdo era transitéria ou permanente. O fato foi
corrigido ajustando o0s dados de entrada da dinamica, conforme citado
anteriormente.

Uversky et al (2006) demonstraram por ferramentas de
bioinformatica como PONDR (Predictor of Naturally Disordored Regions) que E6 de
HPV 16 apresenta em torno de 44% de seus residuos em desordem intrinseca. Isso
poderia explicar que o desenvolvimento de um modelo completo da proteina,
principalmente no que diz respeito as duas extremidades (N- e C-terminal — 8 e 7
residuos, respectivamente) e a regidao central que conecta os dois dominios, seja
dificil. Também explicaria, em parte, porque apesar das diversas tentativas que
foram feitas no sentido de se purificar a proteina para realizar experimentos de
cristalografia ou ressonancia magnética, foi apenas inserindo mutagdes e gerando
uma proteina truncada que o procedimento foi capaz de gerar um produto
suficientemente estavel para experimentos de NMR.

Curiosamente, o trabalho de Uversky et al (2006) sugere que,
independente da ferramenta de anadlise utilizada, tanto a proteina E6 como E7
seriam, em sua forma nativa, majoritariamente desestruturadas e que as proteinas
E6 dos HPV de alto risco apresentam tendéncia a uma maior desordem que os de
baixo risco, principalmente nos 7 ultimos residuos. A grande gama de alvos celulares
para estas duas proteinas, caracteristica chamada de pleiotropia, € explicada em

parte por esta caracteristica de desordem intrinseca.
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A extremidade C-terminal da E6 (principalmente os 7 residuos
terminais), de fato apresenta caracteristicas de desordem intrinseca. Nos
experimentos de NMR, desenvolvidos por Nominé e seu grupo (2006) mostra a
extremidade C-terminal da estrutura modelada de forma bastante irregular. Todos os
10 modelos que foram publicados para esta estrutura apresentam orientacdes
distintas nestas posicoes. Em nosso modelo, a quantidade de possiveis
conformacdes aceitaveis (visualmente e pelas andlises graficas — os dados
especificos desta regido ndao sao mostrados) corrobora os resultados dos autores
supracitados, confirmando a desordem intrinseca da regiao.

Zhang et al (2007) utilizou justamente esta porcdo para modelar
dominios PDZ de algumas proteinas da familia MAGUK (como SAP97 e MAGI-1)
com o peptideo (aa 144-151) em seu sitio de ligacdo. Na estrutura que Zhang
obteve (Figura 6), pode-se ver que a extremidade da porcao C-terminal, ao encaixar
no dominio PDZ, assume a conformacao de uma fita antiparalela com a fita BB de
PDZ, resultando em uma folha B. Adquirir conformacao e estabilidade apenas em
contato com seu alvo € caracteristica bastante comum em muitas outras proteinas
(Uversky et al, 2006; Xie, 2007).

Varios autores ja sugerem uma grande associacao entre proteinas
relacionadas com cancer e outras que atuam como fatores de transcricdo com
grande incidéncia de desordem intrinseca. lakoucheva et al (2002), por exemplo,
demonstraram por ferramentas de bioinformatica que mais de 70% das proteinas
associadas a cancer e a sinalizacao celular, apresentam estrutura em sua maior
parte desordenada.

Através da identificacdo de similaridades entre os dominios de

ligacéo a zinco do E6 e da Endonuclease VIl de T4 (descrita por White et al, 1997),



77

Ristriani et al (2000) analisou a ligacdo de E6 ao DNA e verificou que apenas o
dominio E6C se ligaria, de forma independente de E6N, ao DNA (Jungdes de
Holiday), podendo inclusive ligar 2 dominios C-terminal a estrutura de DNA sem
realizar contatos proteina-proteina, sem apresentar tendéncia a dimerizagcédo e sem
deformar a estrutura cruciforme (Ristriani et al, 2001). O reconhecimento reportado é
estrutura-dependente (fato demonstrado por ensaios que utilizaram a mesma
sequéncia para gerar estruturas com 3 pontas ou dupla-fita, além da utilizagdo de
estruturas cruciformes com sequéncias totalmente diferentes da inicialmente
usadas). Outra caracteristica interessante é que, ao contrario de tantas outras
proteinas que se ligam ao mesmo tipo de estrutura, E6C se liga ao DNA em forma
de mon6meros, e ndo em dimeros.

Até hoje nao se sabe a fungao real da ligagcdo de E6 ao DNA, assim
como nao se conhece nenhuma atividade enzimatica para E6. Com base nas varias
regides de E6N com probabilidade de realizar interacdo proteina-proteina e no fato
de que os dominios de E6 podem atuar fisicamente separados, associados apenas
pelo conector, sugerimos que uma explicacdo de porque apenas a por¢ao C-terminal
se ligaria ao DNA. A solucéo pode estar baseada na possibilidade de a porcao N-
terminal realizar interagdo com outras proteinas, ainda potencialmente
desconhecidas, que agiriam sobre o complexo E6C-DNA. Desta forma, o dominio N-
terminal poderia servir como um agente de recrutamento para a formacado de um
complexo protéico/enzimatico pra realizar alguma funcdo sobre o DNA. A maior
instabilidade / desordem mostrada por E6C, em comparacdo a E6N é compativel
com sua funcao de ligacdo ao DNA (revisado por Xie et al, 2007)

Apenas HPVs de alto-risco reconhecem essas jungdes de DNA (fato

que corrobora com o menor grau de similaridade da E6 dos HPV de baixo risco com
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a endonuclease VII). Foram analisados dois conjuntos de mutacdes pontuais:
R109A/Q114A/K115A (ZD2-a) e K128A/K129A/Q130A/R131A (ZD2-b) (a numeragéao
dos residuos no trabalho de Ristriani e colegas considerou a sequéncia completa
como tendo 158 aminoacidos). ZD2-a compreende 0s residuos que se encontram
flanqueando a dupla de cisteinas envolvidas na ligacdo com o zinco, enquanto o
segundo, ZD2-b, compreende os residuos que se encontram na volta entre as fitas
S2 e S3. Todos os residuos mutados sao polares e ficam voltados para fora e para o
mesmo lado da proteina. Os resultados mostrados pelo grupo indicam que estas
regides estariam envolvidas na ligagdo com o DNA, pois em ambos 0s casos a
presenca das mutacdes abole a formagdo do complexo E6-DNA. Uma analise
superficial destes mutantes através de modelagem por homologia mostra que as
mutacdes nao alterariam significativamente a estrutura terciaria da proteina, nao
sendo este o motivo pelo qual a fungéo é perdida (dado ndo mostrado).

Nas Figuras 28 e 29 seguem os resultados da Foldindex (Prilusky,
2005) e PONDR, como ja realizado por (Uversky et al, 2006), para fins ilustrativos.
Em E6 a porcdo C-terminal apresenta maior desordem, com alguns pontos da N-
terminal com alguma tendéncia a desordem. No entanto, como ja citado, é a porcao
C-terminal de E6 que liga ao DNA, de forma independente da N-terminal.

VL3 é um algoritmo que combina a predicdo de 30 redes neurais
para proteinas inteiras e, em adicdo a outros parametros ainda caracteriza a
proteina por dicroismo circular, protedlise limitada e outras abordagens fisicas ou
quimicas (Radivojak et al, 2003). VL-XT é uma juncédo de duas ferramentas de
predicdo de desordem intrinseca (VL1 e XT), onde VL1 é Variously characterized
Long versao 1, que prediz regides de desordem em residuos nao terminais e XT & X-

ray characterized N- and C-terminal predictors que prediz se os residuos das regides
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N- e C-terminais apresentam desordem intrinseca. A predicdo de VL1 comeca e
termina a 11 residuos das extremidades e o XT prediz os 14 residuos inicias e finais.
Uma média simples € obtida das regides de sobreposicdo. Uma janela de 9
aminoacidos é utilizada para atenuar os valores ao longo da sequéncia. As 4
posicdes iniciais e finais ndo sdo atenuadas.

Nosso trabalho, corroborando o de Nominé et al (2006) e Liu et al
(2009), sugere que a estrutura de E6 é globular e possui o final da extremidade C-
terminal desestruturado. Uversky et al (2006) obtiveram também, através das
andlises de probabilidade de desordem intrinseca, 0 mesmo resultado. Na Figura 28,
também temos uma comparacéao entre os resultados do PONDR VL-XT e VL3 com a

topologia obtida de E6 de HPV 16.
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Figura 28: Comparagéo entre a predigdo de desordem intrinseca e a estrutura secundaria de E6 de
HPV16. Os pontos acima do esquema da estrutura secundaria indicam os pontos de ligagdo com o
zinco. A seta azul indica a extremidade C-terminal que ganha a conformagéao de fita beta ao interagir
com o ligante PDZ.
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Figura 29: Grafico representativo do resultado da andlise de Fold Index da proteina E6 de HPV 16
com janela de 26 residuos.

Como podemos ver em ambas figuras, os finais das extremidades N-
e C-terminal apresentam grande propensdao a desordem, assim como sugerimos
com base nos resultados que obtivemos neste trabalho. Ambas as extremidades,
Alcas 1 e 3, ficam expostas e devem interagir com seu(s) alvo(s) celulare(s), quando
apenas entdo assumirdo alguma conformacao secundaria. No caso da Algca 3, esta
caracteristica ja foi descrita em relacao a ligacado com os dominios tipo PDZ (Zhang
et al, 2007).

Em relagcdo a Alca 2, que é a regiao de conexao entre os dois
dominios, para obtermos a estrutura final (fixa) de E6 selvagem completa, apenas
encontramos uma possivel conformacao para esta alga. Este resultado é sustentado
pelos resultados VL3 e VL-XT (Figura 28) que mostra baixa propensao a desordem
nesta regido da proteina. Por outro lado, ao realizarmos a simulagdo por dindmica
molecular no modelo da estrutura, vimos que ela permite a separacao dos dois
dominios, que sao mantidos conectados apenas pela Algca 2. Neste caso, o resultado
do FoldIndex (Figura 29) vai mais de encontro as nossas observacdes de que nesta

regiao central também necessita haver flexibilidade, de forma a permitir as funcdes
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independentes dos dominios de E6.

Varias proteinas que possuem motivos de ligacdo ao zinco
estruturam-se como dominios globulares Bpa enovelados independentemente e que
sao contém por regides conectoras flexiveis. Essa regidao conectora é um elemento
importante que ajuda a controlar o espago entre os dominios ZB e o DNA e dessa
forma contribui para a coordenacao da atividade do fator de transcricdo (Liu et al,
2006). A dindmica molecular realizada com a proteina completa (5CHI_03) mostrou
que a proteina pode se abrir em dois dominios independentes unidas por um
conector, da mesma forma que os fatores de transcricdo comentados no artigo de
Liu et al (2006).

Ristriani et al (2000, 2001) demonstraram a ligacao de E6 de HPVs
de alto-risco a Juncdes de Holiday através de seu dominio C-terminal. Nominé et al
(2006) realizaram ensaios de co-purificacdo que sugerem que ha um sitio de ligagao
a RNA que pode se sobrepor ao sitio do DNA. Masson et al (2003) demonstraram a
co-localizacdo de E6 com super-estruturas ribonucleoprotéicas e com areas
ribossomais no citoplasma. Isso abre um novo campo de suposicées em relacao as
funcdes de E6 relacionadas ao DNA e RNA.

Os resultados que obtivemos com a ferramenta PPI-Pred mostram
muitos possiveis pontos de interagdo com outras proteinas. A porcao C-terminal
obteve os maiores valores de probabilidade de interacdo concordando com outros
resultados até agora obtidos por nés e outros grupos de que esta regido esta
envolvida diretamente com diversas fungdes de E6, como ligacdo ao DNA (Ristriani
et al, 2001) ligagdo aos dominios PDZ (Zhang et al, 2007) entre outros.

Outras possiveis regides de interacdo abrem portas para a

discussdao de outras funcbes de E6. Por exemplo, o mutante AGIu18-Asp25
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estudado por Elbel et al (1997) apresentou auséncia completa de degradacao a p53
e ligagao tanto a p53 quanto a E6AP, além de reprimir a totalmente transformacéo
celular e parcialmente transativacdo de p53. O mutante Leu37Ser (também contido
em regidao com alta probabilidade de interagdo com outras proteinas) inibe a ligacao
a E6GAP e ativa hTERT (Liu et al, 1999; Sekaric et al, 2008). A terceira regiao com
grande probabilidade de interacdo compreende parte da Alca 2 e esta adjacente ao
segundo Sinal de Localizacdo Nuclear (Tao et al, 2003).

O resultado do Prosite, que analisa semelhancas entre motivos e
dominios conhecidos e a sequéncia de interesse, retornou semelhancas com o
motivo dedos de zinco Cyss-HisCysz, também conhecido como PHD (Plant
Homeodomain). PHD é um motivo presente em alguns fatores de transcricido de
animais e plantas que possui dois sitios de ligacdo a zinco sobrepostos e que se
ligam a dois ions Zn?** de forma semelhante & dos dominios RING e FYVE (citado
por Pascual et al, 2000). Em fungéo dos sitios de ligacdo ao zinco se sobreporem
nestes motivos PHD, a estrutura toda forma um Unico dominio globular. Apesar dos
dominios PHD nao apresentarem semelhanca tridimensional com o modelo sugerido
da estrutura de E6, ndo podemos deixar de pensar na possibilidade de esta

semelhanca representar alguma funcdo homdéloga ainda por ser descoberta.
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Abstract

Human Papillomavirus (HPV) is a necessary cause of cervical cancer. There
has been no success so far in modeling, experimentally or not, the
tridimensional structure of the complete wild type HPV E6 protein, which in
association with E7 are the most studied HPVs oncoproteins. In this work, we
propose a complete structure of the E6 protein of HPV 16 (most frequente high
risk HPV) through homology modeling using as template the experimental NMR
model reported by Nominé et al (2006), which comprehends the C-terminal
domain with four non conserved C/S mutations (E6C 4C/4S). The quality
analysis of the putative structure was carried out by 3D structure assessment
tools, comparison with the experimental NMR data and by molecular dynamics

in agueous environment.

Keywords:
Human Papillomavirus; HPV 16; E6 oncogene; homology modeling; molecular

dynamics
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Introduction

Human Papillomavirus (HPV) are small DNA virus considered a necessary
cause for cervical cancer, associated with virtually all cases. HPV type 16 is
responsible alone for over 50% of the cervical cancer cases around the world.
(Bosch et al, 2002). The genome is approximately 8 Kb long, with small
variations among types and subtypes, with 3 identified regions: (Early — E1"E7);
Late (L1 and L2); and the long controlling region (LCR) (Howley, 2001; Schmitt,
2006).

E6 is a small pleiotropic oncoprotein with 151 amino acids. It has several
cellular targets, amongst which is the tumor suppressor protein p53 (Huibregtse
et al, 1993), responsible of regulating cellular cycle progression as a sentinel of
the process conformity. Other target proteins are, for example, the MAGUK
proteins (Membrane Associated Guanylate Kinase homologues — Zhang, 2007),
CBP/p300 (Zimmermann et al, 1999; Patel et al, 1999), hTERT (Veldman et al,
2001) and Bak (Thomas and Banks, 1999; Jackson et al, 2000), among many
others. Interaction with proteins harboring the PDZ domain, such as the
MAGUK proteins, happens through their PDZ domain itself and the extreme C-
terminal portion of E6 (which has the consensus sequence —x-T/S-x-V/L). One
of the major pathways of E6 to deregulate cell cycle and lead to uncontrolled
growth is by targeting key proteins, like p53, for ubiquitination and degradation,
which half-life decreases from several hours to approximately 20 minutes in the
presence of E6 (Howley, 2001). The interaction E6-p53 involves a cellular
protein, E6AP (E6 Associated Protein). In fact, the participation of EBAP seams

to play an important role by mediating many of the transcriptional changes in
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HPV positive lineages (Kelley et al, 2005). Major functions and ligand partners
of E6 are reviewed in Howie et al (2009).

Time has come when knowledge on structural organization of HPV
oncoproteins, such as E6, is crucial, once it will provide data for fully
understanding the actual molecular role of E6 in cellular transformation and
carcinogenesis, contributing for the design of new drugs and vaccines.
Tridimensional full structure of E6 protein has not been published so far. Many
research groups have made several attempts to purify the wild type protein with
partial success. Major problems found were: 1) the stability; 2) the formation of
clusters and agglomerates of unfolded or misfolded proteins; and 3) the lack of
a native fold for the poorly purified mass (Imai, et al 1989; Lechner and Laimins,
1994; Kukimoto et al, 1998; Nominé et al, 2001).

Cole and Danos (1987) have suggested that this protein is in fact the
duplication of a protein with only one domain, and as a consequence, both
domains of E6 would adopt a similar folding.

Nominé et al (2001, 2006) reported that the developed mutants of the E6
protein (E6 6C/6S and E6C 4C/4S) which were stable and biologically active,
which was considered a great success, although, they were just able to purify
the C-terminal domain (E6C 4C/4S) in a folded monodispersed manner. They
experimentally developed a structural model of this E6 4C/4S by NMR (Nuclear
Magnetic Resonance) and published on PDB the 2FK4 entry containing their 10
best models (2006). Only in 2009, Liu et al published their research where they
were able to purify enough quantities for biophysical characterization of the the

whole protein, as will be discussed later.
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For complementing the work of Nominé and colleagues, we developed a
complete model made by homology modeling of the wild type E6 protein of
HPV16 based on the following presumptions: 1) the protein has two zinc binding
domains, each of them binds to one zinc ion; 2) the domains are, at least,
roughly symmetrical and complements in a way that the hydrophobic clusters
from each domain face each other; 3) the two domains are connected by a
flexible linker, and 4) the non conserve mutations C/S used by Nominé and his

colleagues, doesn’t imply in major conformational changes.
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Results
E6Cwt

We obtained 20 models for the wild type structure of the HPV16 E6 C-
terminal domain. Overall, the tertiary structure was maintained, with only some
minor disturbances. For example, the H1 helix has two extra residues on the N-
terminal portion (Thr86 e Thr87). The analysis made with TOPMATCH showed
that, in both structures (model and template) the big loop that contains 2 of the
cystein residues involved in zinc coordination, can be recognized as a 2 strand
beta sheet (this feature, actually appears more than once, depending on the
viewing software). As expected, the extreme C-terminal portion presented a lot
of variation due to its exposition and lack of interaction with the rest of the
protein.

After the analysis, the 15™ model was chosen (6E6C_15). The
comparison between the model and the template results can be seen on Table
1. The g-factor, which is the main structure conformity parameter, had its final
value unaltered (0,06), with the g-factor of the angles and main-chain length
fluctuating around the initial individual value. The bad contacts parameter had
better results in the model than in the template, decreasing from 18 to 7. For the
other parameters, values were not as good on the model than on the template,
but all of them kept in an acceptable range.

Concerning the cystein residues that coordinate the Zn?* ion, the
distances obtained between the sulfur atom from cysteins ranged around 2,3 A.

The tetraedrical angle had wider variation but maintained a mean of 109,4°.
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E6Nwt

The model of E6N was chosen based on various parameters (see
Material and Methods — Structure analysis). On Table 1 we can see a summary
of the 4E6N_10 results. The model obtained on this step can be seen in Figure
1. The VMD color set used in these figures, shows two small ocher colored
portions between residues 26 and 29. The Procheck tool defines these regions
as isolated beta bridges or hydrogen-bonded turn residues. Other interesting
feature that appears on this model and again on the complete structure, is that
the Thr22 to Asp25 residues from H1’ at the N-terminal edge of this big turn/coil
appears in blue, identified as extended helix.

The distances between the sulfur atoms from Cys residues and the zinc
ions were kept between 2,29 A and 2,31 A, with just the Cys63 with 2,46 A. The

angles Cys-Zn-Cys showed a mean value of 109,2° £ 8,5°.

Eéwt

The final structure of E6 wild type from HPV16 is shown in Figures 2 and 3.
The zinc binding domains are diametrically opposed and the cystein residues
that coordinate the zinc ion all have Cys-S distances below 2,5 A, being only
Cys63 and Cys66 wider than 2,33 A.

The N-terminal extreme is heavily hydrophilic, with exception of Met1 and
Phe2 residues. This portion of 8 amino acids, excluded on previous models, is
probably very flexible, and these 2 hydrophobic initial residues most likely
interact with Loop2 (residues Lys68 to Cys80) in some way to satisfy the

hydrophobic force.
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The two domains are connected by a 13 residue long linker that passes
transversally to the beta sheet axis, oriented the same way as the S2 and S3
strands. This loop is mainly composed by neutral and hydrophilic residues,
which probably makes it more flexible in this region. Most of the sidechains of
the loop residues are facing towards the protein. The interaction between the
domains occurs by hydrogen bonds that help maintaining their relative position.
Residues involved in this interaction are shown on Figure 4.

The extreme C-terminal is composed of 7 amino acids — TRRETQL
(positions 145 to 151). Agreeing with Nominé et al (2006), this portion
apparently presents random conformation and is fully exposed. As suggested
by Charbonier et al (2008) and Zhang et al (2007), this portion should stay
exposed to be able to connect its target and only then it will gain secondary
conformation, forming a beta sheet with the PDZ domain of the target.

Besides the portions formerly excluded form the initial modeling in this
research and in Nominé’s work, the E6 protein also has two other 14 a 13 long
turns, respectively lle26 to Arg39 and Leu99 to Cys111. At the middle of each
one of these turns there are two of the four Cys residues that binds to each Zn*
ion. As appears in the E6N model, depending on the tools used for viewing the
structure, these turns appear ocher colored, meaning they tend to form a
secondary/tertiary beta-like structure.

The protein contains a beta sheet made of 6 anti-parallel beta strands,
being 3 from each domain. This supersecondary structure is slightly curved
reaching the edges (where residues Gly57 and Arg129 are located on N- and

C-terminal portions, respectively), back towards the protein directed to where
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the helixes are, and increasing the curvatures towards the H1/H2 and H1’/H2’
helixes.

The H1, H2, H1’ and H2' are parallel to the axis of the protein, but are
perpendicular if seen from the edge of the protein taking the beta sheet as
reference. The H3 helix grows apart from the core of the protein towards the
edge, where it reaches the loop that connects the H1 to the H2 helix. The same
event is observed for the H3’ helix located at the opposite extreme of the
protein. In each of these small domain terminal helixes (H3’ comprehends
residues 63 to 67 and the H3 residues 136 to 139), we find two cystein residues
involved in zinc coordination in each domain.

The loops cited above, contains the other two zinc coordinating cystein
residues. As we chose the software to produce the images of the structure’s
model, a different color set indicates the presence (or tendency) of a different
secondary structure. Apparently, it tends to the formation of an antiparallel beta
sheet made by two beta strands, each of them made by half of the loop. This
observation can be seen in Figures 1 to 3, defined by the ocher colored loops.

Loop1 and Loop3, which were removed from the first homology
modelings and were added back to produce the final E6 wild type model,
showed a great diversity of folding possibilities, more or less adequate
considering its score on the analysis tools, but mainly compatible. On the other
hand, Loop2, also primarily removed, produced only one reasonable folding

form alongside the beta sheet.

Struture analysis

Motifs and patterns
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Similarity analysis of motifs indicated 70 to 75% similarity between the E6
protein zinc binding domains and the PHD (Plant Homologue Domain) zinc
finger motif. We made the alignment of some PHD containing proteins, such as
AIRE (Genbank access number: CAA08759.1) and ASH1 (Genbank access
number: CAI13211.2) among others and the equivalent parts of E6 (data not
shown) and similarity of sequence was approximately 10%.

A total of 16 different patterns and signatures resulted from the 70%
cutoff signature similarity search. Many of those are phosphorilation sites of
different enzymes with high degree of similarity, which can mean novel function
or activity yet unknown for the E6 protein. The signatures returned can be seen

on Table 2.

Protein-Protein Interaction Predictor

The PPI-Pred results returned many regions with propensity to form protein-
protein interactions, as shown in Figure 5. The results are given from a 0 to 1
scale — 0% to 100% interaction probability — based on sequence characteristics.
The regions with higher probability of interaction are residues 18 to 23, 35 to 40,

75 to 85, 90 to 93 and 135 to151.

Molecular Dinamics

A number of parameters were tested (the zinc coordination, the strength
of the ligation and the residual charge of the protein). Prototype tests were
realized with 2FK4_03 and kept the topology of the protein and the zinc
coordination site relatively intact until the end of the 5.000 ps simulation. The

two most perturbed portions throughout the dynamics were the S1 strand
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(which supposedly interacts with the other domain) and the H3 helix. The
remaining portions of the peptide are kept mainly unaltered, including the zinc
binding domain. The definition of the best prototype, as cited above, defined the
non-bonded as the best zinc binding model, and that the residual charge of the
protein should be neutralized by CI" ions. The mean RMSD value for the
SIMO001 simulation were 3,93+0,23 A with a peak value of 4,53 A.

The protocol chosen was used for simulating both E6C and E6wt. The
results obtained for E6C (SIM002), were similar to those obtained for 2FK4_03.
The main topology was maintained, the whole structure slightly relaxed and the
zinc ion was kept in place during all process. The mean RMSD value from the
template, were lower than for 2FK4_03 simulation (SIM002 RMSD mean value:
3,23+0,26 A, peak: 4,03 A) indicating higher stability on the simulated
conditions.

The molecular dynamics, applied to the whole protein, showed very
interesting results, as can be observed in Figure 6. During the process, between
6 and 7 ns, the protein separated its two domains, ‘opening’ the structure but
keeping all the topology intact. This movement between the two domains is not
only a diversion but also a rotation along the axis of the protein. The hairpins of
the beta sheet on each domain are kept during all the process, as are the
helixes H1, H2, H1’ and H2'. On the other hand, both the S1 and S1’ and the
H3, H3’ are, once more, very perturbed.

On the initial homology model of the structure, none of the domains showed
the zinc binding domain with tetrahedrical geometry. We expected the dynamics
would correct the tetrahedrical geometry of the zinc binding cysteins, but that

did not happen. It could be due to the imprecision of the parameters used in the
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protocol, such as the van der Waals radius, energy and others. But in spite of
that, at the end of the simulation, the zinc ion is still coordinated by the same
four Cys residues on each domain. We calculated the mean Cys-Zn distance for
each one of the zinc coordinating Cysteins and the results showed a slight
difference of forces of the N- and C-terminal domains in coordinating each zinc
(general N-term mean 2,34+0,06 A; general C-term mean 2,37+0,07 A).

The RMSD value for the entire structure was high. At the last 242 ps (last
data pack), the variation range of the RMSD was 1 A, increasing more at the
beginning and showing a tendency of stabilization at the end. As we analyze the
individual portions of the protein, we can see there is a great influence of Loops
1, 2 and 3 (modelled without template and known to have a higher flexibility) on
the final RMSD results of the entire protein. A general view of the results is
shown in Table 3. The C-term domain, from residue 80 to 144, got a maximum
RMSD value of 3,46 A, while the N-term domain, without the 8 initial residues
(from residues 9 to 71) had a maximum RMSD value of 3,1. A representation
the protein through the simulation with the initial, final and 3 intermediate times
of the trajectory is shown in Figure 6. The RMSD from time zero until the end of
the simulation of the backbone of each portion and the entire protein can be
seen in Figure 7.

The Procheck analysis from the energy minimized steps extracted from the
E6wt (SIMNCO01 — 5CHI_03) simulation, returned 100% of the residues on
Allowed (68,1%) and Additionally Allowed (39,1%) regions at the end of the
9,242 ns long simulation. The overall G-factor values of all steps were above -

0,5, with -0,29 on the last step.
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When we compared SIM001 (2FK4_03), SIM002 (6E6C_15) and C-terminal
domain of SIMNCO001 (5CHI_03 - residues 80-144), an increasing stability on
simulated conditions shown up as the resemblance with the wild type complete
structure increased. Can be observed on Figure 8, that the C-terminal domain
shows stabilization at an earlier point for the truncated polypeptides (2FK4 and
6E6C) compared to E6wt, since both SIM001 (2FK4 03) and SIMO002
(6E6C_15) show faster increase and subsequent stabilization (approximately at
1,5 to 2 ns) than the model of the complete structure (around 4 to 4,5 ns). Albeit
the SIMNCO01 showed this delay on the stabilization, it is noticeable that its

RMSD value at any point, surpasses the SIM0O01 RMSD.

Material and Methods
Input data
The sequence of the wild type E6 protein from HPV16 was obtained from
GenBank, access number NP_041325.1. The protein can be 151 or 158 amino
acids long, depending on which Methionin is picked as the start residue. To do
the modeling procedures in this work, the 151 aminoacid long protein was used.
The E6C 4C/4S structure used as a template for several procedures, was
obtained at PDB, access number 2FK4. To choose which of the 10 NMR
models of 2FK4 to use, PROCHECK _NMR were used to calculate the mean
structure. The NMR model that was more similar to the mean structure and that

had better Procheck scores was used.

Homology modeling
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All the homology modeling of this work was made using MODELLER 9 v
4. Some manual modeling to adjust a few sidechains positions were made with
Swiss PDB Viewer and later with agueous solution simulation with LEAP tool in
AMBER 9 (see Molecular Dynamics topic). The best models were chosen
analyzing the scores from different sets of tools, depending what was best

suited for each modeling (see Analysis Structure).

E6Cwt and E6Nwt

We used the Modeller 9 version 4 to do the homology modeling of both
E6C and E6N wild type. Both were made using the experimental NMR model 3
of the 2FK4 E6C 4C/4S as template (2FK4_03). The zinc ion was included as
an HETATM group to keep the Cysteins residues involved in zinc binding into
place. The alignments used to do the modeling can be seen in Figures 9 (A and
B). All the excluded parts on Nominé work remained excluded at this point. The
sequence identity between the E6C 4C/4S and the E6Nwt is 15,4% and the

similarity (strong + weak) is 35,4%.

E6 wild type modeling

As the best E6N and E6C models were chosen, the two structures were put
together to form a chimera structure. They were oriented to form an antiparallel
beta sheet connected by S1 and S1’ of each domain and to avoid stearical
incompatibilities between them, as was proposed by Nominé et al. The
modeling included, now, the formerly missing portions. Again, the two zinc ions
were included as HETATM groups. The alignment used for this modeling can

be seen if Figure 9 C and was made through ClustalW (PBIL) using the Gonnet
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matrix with gap opening penalty of 10 and extension penalty of 0,1. The best
model was chosed by its RMS deviation from the template (chimera structure)
and the newly added loops (Loop1: residues 1 to 8; Loop2: 72 to 79 and Loop3:
145 to 151) were refined with Modeller, one at a time, as each step was

evaluated by Prosa-Web and Procheck.

Structure analysis

All the structure analysis were made using a set of the following tools: 1)
Procheck (Ramachandran Plot, G-factor, bad contacts and others); 2) Verify 3D
(upper and lower score); 3) PROSA-Web (Z-score and distribution); 4)
Topmatch (RMSD from the template, alignment).

Other sequence analysis were carried out by Protein-protein interaction

predictor (PPI-Pred) and PROSITE (with a 70% cut-off).

Molecular Dinamics

With the intention to test the chosen structures in more realistic
conditions, we have challenged the models with simulated aqueous
environment using the SANDER module of AMBER 9. Three protocols and a
number of parameter changes were tested by using the default available by
Weiner et al (1984; 1986) or Cornell et al (1995). Two of the protocols acted
with residual plasma and the other with CI- ions to neutralize the positive
charge. To treat the zinc ions, the non-bonded model was used with a formal
charge of +2. The Lennard-Jones parameters of the Zn?* ions were adapted

from Stote and Karplus (1995), such as energy ¢ (Epsilon — from 0,0125 to
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0,025) and the radius of the equilibrium point of VDW forces (from 1,1 to 2,2
Angstroms).

On Table 4 there is a summary of the simulation systems. For all the
systems, the 500 ps were used for minimization and equilibration of the
molecule and are not included on the final time count of the simulation. At this
point, TIP3P water molecules were added (Jorgensen et al, 1983) and the
orthorhombic box dimensions determined.

The simulations were made in an NTP ensamble, in 500 ps packs being
the first 200 reserved for heating and stabilization of the complex. The physical
/chemical conditions of the simulations were 298,16 K (25°C), at 1 atm, pH 6,8
and with a timepass of 2 fs (femtoseconds). The protocol used in the homology
modeled structures was chosen based on the 2FK4_03 molecular dynamic
results. The simulation of the complete E6 structure lasted 9,242 ns. The final
protocol used with E6C and E6éwt used radius = 1,5 A e € = 0,025. For the E6wt
simulation 6 CI- ions were used to neutralize the residual charge.

The analysis made on the simulation output was done using VMD,
AMBER and PROCHECK. For the Procheck analysis 11 timesteps were
extracted from the trajectory (0, 1001, 2001, 3001, 4001, 5001, 6001, 7001,
8001, 9001 and 9242 ps) and later minimized to reduce incompatibilities and

distortions.

Discussion
The interaction between HPVs E6 and cellular proteins is still a very wide
and complex research field. Its promiscuity and variety of functions, not always

conserved between the more than 100 type of human Papillomavirus already
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described, makes this protein family a scientific puzzle. Nominé et al (2006)
proposed an experimental model for the 3D structure of the C-terminal domain.
It was the first successful attempt to achieve a model of this protein. Here we
aggregate information on the 3D structure HPV 16 E6 protein, proposing a
model for the complete E6 wild type protein (see Figures 1 and 2).

Although many mutational studies have been made in order to understand
and try to localize the portions of E6 that interacts with a number of its ligands
(see Table 4), little is known about the residues actually involved in such
interactions.

On our work (as also suggested by Nominé et al, 2006) the model shows
the complete protein composed by 6 helixes and a 6 strand beta sheet, 3 of
each from the C-terminal and 3 from the N-terminal domain. The two domains
appear to be independent from each other and show a flexible interface region,
which allow fluctuations on the orientation between them. This characteristic is
reinforced by the fact that the outer hairpins from the beta sheet kept their
structure during all the molecular dynamics but the two inner strands (S1 and
S1’) were not so stable.

Nominé et al (2005) suggested that along with the two inner beta strands,
two loops (the first between S1’ and H1’ and the other between S1 and H1 —
see Figure 7) would be involved in the interface between the two domains. The
conserved residues Tyr54 and Leu88 are believed to participate on the interface
(Nominé et al, 2005). On our model, we have found that the sidechain of Tyr54
interacts with the sidechains of Leu88 and GIn91, and the backbone of Leu88
interacts with the sidechain of Asp56. This happens on the homology modeling

procedure, but we suggest that this interaction is also transient, as shown in the
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molecular dynamic simulaton. Probably depending on environment conditions
(salinity, pH) this interaction would form or break in order to allow the protein to
separate the domains which are expected to have some independent functional
abilities.

Tao et al (2003) described 3 Nuclear Localization Signals (NLS) — from
residues Phe2 to Glu7, from Lys65 to Lys72 and from Lys115 to Arg124. The
first is part of the Loop1 (excluded on the template), the second is located at the
end of the H3’ helix and the Loop2 (also excluded on the template) and the last
one is located between H2 and L2. Our model shows that all this portions are all
on the same side of the protein in accessible areas. In exception of 4 residues,
all others are located in loops (unstructured regions). Point mutations or
deletions on these regions leads to inhibition of p53 binding and degradation,
eg. AVal2-Leu12 (Foster et al, 1994) ou Phe2Val (Liu et al, 1999). Masson et al
(2003) have shown that a monoclonal antibody that binds to GIn3-Arg8 epitope
also inhibits p53 degradation. Foster et al (1994), Park et al (2002) and Dalal et
al (1996) demonstrated a significant decrease of E6 binding to p53 and E6AP
and the degradation by mutant AHis118-Lys122. On the table of Appendix A it
is shown a review of analysis of mutants (point mutations and deletions), there
we can see that most of the mutants that have the NLS regions affected loose
the p53 binding or degradation capacity.

The biggest difficulty on determining which residues are involved on each
function may probably rise from the fact that this protein shows big propensity to
disorder. There are many candidate residues to be involved p53 binding and
degradation. Oncoproteins and signaling proteins that share this disorder

characteristic, often becomes ordered only when bound the target. The extreme
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8 residue long extreme of the E6 protein from HPV 18 is a good example of
that, since it is a highly flexible turn on the protein model but when bound to the
PDZ domain of MAGI or SAP97/DIg it acquires a beta strand structure. If a
deletion is made, for example, it may affect the rest of the protein. As a mainly
disordered protein, the “rearrangements” on the tertiary structure may become
infeasible for the protein to bind its target, even indirectly.

We have challenged this structure with a simulation in aqueous solution and
found that the N-terminal domain is slightly more stable than the C-terminal
domain, being the final and the maximum RMSD for the backbone 0,07 A and
0,36 A wider in the C-terminal domain, respectively. The N-terminal domain also
stabilizes faster on all parameters (All atoms, backbone, C-alpha — data not
shown). In contrast, Liu et al (2009) have shown results of thermal stability
experiments monitored by circular dichroism where the C-terminal domain has
shown higher thermal stability. They also made zinc content experiments where
the N-terminal domains showed lower ability to bind zinc ions in comparison to
the C-terminal domain with and without chelating agents. Compiling the
published results and the simulation we made, we suggest that in spite the C-
terminal may have higher binding ability to Zn?* and high thermal stability, N-
terminal domain is more stable under normal conditions (aqueous simulation)
due to compensation characteristics, such as its residue content (it contains
higher amount of apolar residues).

Our simulation results also suggest a lot of flexibility inter and intra-domain,
since it has clearly shown the domain separation between N- and C-term, which
are kept together just by the linker. Agreeing with previous works, the domains

appear to have independent functions (Zhang et al, 2007; Ristriani et al, 2000,
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2001; Lagrange et al, 2005). Besides all the wide diversion of the structure
model at the end of the simulation, the zinc ion is coordinated by the cysteins
sidechains with compatible distances, showing that the non bonded is a good
zinc model for the E6 protein simulation.

The difference of stability in computational simulated conditions found
between 2FK4 03 (NMR model used as template) and both 6E6C_15 and the
C-terminal domain of 5CHI_03 (homology modeled structures) shows that: 1)
the homology modeling and molecular dynamics protocols are accurate enough
for this first attempt of modeling the complete structure of E6; 2) the wild type
truncated protein seems to be more stable than the template and the complete
model of the wild type structure is more stable than both previous cited ones,
hence, a model containing the complete sequence of the protein must be more
accurate than a model that contains just a part of the protein or just one of its
domains.

Ristriani et al described a novel DNA binding function for E6 HR proteins
after finding some similarities between them and Phage T4 Endonuclease VII.
He found that only the C-terminal domain binds to Holiday Junctions in a
monomeric way (Ristriani et al, 2000/2001). As the actual purpose of DNA
binding by E6 is still unknown and we have shown that in our predicted model
and simulation, the E6 protein is able to separate their N-and C-terminal
domains to act independently, we suggest that E6N acts as a recruiting agent,
forming a bigger protein/enzymatic complex. We have also results that show
regions with high probability of interacting with other proteins on E6N domain

that could be somehow involved in this new feature to be studied. Also soothing
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to be noticed is that the higher instability / disorder of E6C than EG6N is

compatible with E6GC DNA binding ability, as reviewed by Xie et al (2007).
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Conclusion

Our model is based on a experimental published polypeptide, consisting of
the E6C terminal domain with 4 non conserved Cys to Ser mutations. The
consistence of our predicted model with previous works shows that this is good
and can be used to help finding new drugs and vaccines to fight HPV. In
addition new aqueous dynamic simulation results we show in this work brings
new features for the studies of the functions of the E6 proteins.

The work represents some steps towards a reliable 3D structure model of
the complete E6 protein from HPVs. However, many improvements need to be
made on the modeling and on the molecular dynamics process for this goal to
be achieved with higher accuracy. Even thou the structure suggested by this

work could help enlighten some of the many pending questions so far.
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Legends

Fig1.tif

Figure 1: Ribbon representation of the E6N structure model made by homology
modeling. Figures A and B represents two different angles of the same model
with 902 rotation on X axis. Yellow: beta strands; purple: alpha helix; white and
cian: loops and turns; blue: extended helix; ocher: residue isolated beta bridge /
hydrogen-bonded turn. The second figure (B) shows with better details the
ocher and blue coloured regions. The white sphere represents the zinc ion.

Fig2.tif

Figure 2: Ribbon representation of the model of the complete E6 wild type
protein structure. H1’ to H3’ and S1’ to S3’ are on the N-terminal domain and S1
to S3 and H1 to H3 on C-terminal.

Fig3.tif

Figure 3: Different views of the E6wt complete structure model. Each view
indicates the position of the N- and C-terminal ending. The arrows in the middle
indicate the angle and axis rotation. The white spheres represents the zinc ion.

Fig4.tif
Figure 4: Sticks representation of the residues that forms the interface between
the N- (yellow) and C-terminal (green) domains of HPV 16 E6. the dotted lines

represent the hydrogen bonds.

Fig5.tif
Figure 5: PPI-Pred results represented with a 3 aminoacid window. The Y axis

is the interaction probability, being 1 the most probable and 0 the least.

Fig6.tif
Figure 6: New cartoon representation of 5 points of the dynamic trajectory. A: 0
ps; B: 2146 ps; C: 4556 ps; D: 7226 ps; E: 9242 ps. The figures are colored by
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index being red N-terminal and blue C-terminal. The white spheres represent

the zinc ion. The second column is a 902 rotated view of the first column.

Fig7.tif
Figure 7: Backbone RMSD values (in A) of the entire protein (1 to 151 — maroon),

the N-terminal domain (9 to 71 — green) and the C-terminal domain (80 to 144 —

purple).

Fig8.tif

Figure 8: Comparative graphic between the 2FK4_03 (E6C 4C/4S model 3),
6E6C_15 (homology model of the C-terminal wild type structure of E6) and
5CHI_03 (homology model of the complete structure of the E6wt) simulation

trajectories.

Fig9.tif
Figure 9: Alignments used on the input files on the modeling protocols.
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Tables

Table 1: Comparative table comparing some of the results for the models (6E6C_15 and 4E6N_10) and the template (2FK4_03) analysis. LL — Lower
Limit; UL — Upper Limit; %F — % residues in most favored regions; AA — residues in additional allowed regions; GA — residues in generously allowed
regions; NA — residues in disallowed regions.

Verify3D PROSA Procheck
Model Ramachandran G-factor
LL UL Z-score Bad contacts
% F NA GA AA dihedrical angles mainchain bonds lenghts Overall
2FK4_03 0,02 05 434 966 0 1 1 0,17 -0,09 0,06 18
6E6C_15 0,01 04 -3,79 947 0 1 2 0,19 -0,17 0,06 7
4E6N_10 0,02 044 -3,84 931 5 {1 3 -0.05 -0,39 -0,17 4

gcl



Table 2: Resume of the PROSITE results.
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Signature Pattern E6 Portion Similarity
gﬁé\/lP- and cGMP-dependent protein kinase phosphorylation [ST]x-[RK] 146 2 149 100%
133a135 100%
Protein kinase C phosphorylation site [ST]-x-[RK] 142 a 144 100%
145 a 147 100%
22a 25 100%
Casein kinase Il phosphorylation site [ST]-x(2)-[DE] 86 a 89 100%
145 a 148 100%
26 a 32 71%
48 a 54 72%
53 a 60 71%
Tyrosine kinase phosphorylation site [RK]-x(2,3)-[DE]-x(2,3)-Y 68 a 76 72%
72a79 100%
77 a 84 72%
86 a 92 71%
57 a 62 100%
. Co 85a90 74%
N-myristoylation site. G-{EDRKHPFYW}-x(2)-[STAGCN]-{P} 1302 135 88%
1342139 88%
[KRQJ-[LIVMA]-x(2)-[GSTALIV]-{FYWPGDN}-x(2)-[LIVMSA]-x(4,9)-[LIVMF]-x-{PLH}- 11 to 55 86%
Bacterial regulatory proteins, araC family signature. [LIVMSTA]-[GSTACIL]-{GPK}-{F}-x-[GANQRF]-[LIVMFY]-x(4,5)-[LFY]-x(3)-[FYIVA]- 14 t0 55 76%
{FYWHCM}-{PGVI}-x(2)-[GSADENQKR]-x-[NSTAPKL]-[PARL] 66 to 109 80%
. . . L [LIVMF]-[LIVMSTA]-X-[LIVMFYC]-[FYWSTHE]-x(2)-[FYWGTN]-C-[GATPLVE]-

Thioredoxin family active site. [PHYWSTA]J-C-{l}-x{A}-x(3)-[LIVMFYWT] 128 a 146 70%
Lipocalin signature. [DENG]-{A}-[DENQGSTARK]-X(O,Z)-[DI[EII\:\(/)G?PFT]]-[LIVFY]-{CP}-G-{C}-W-[FYWLRH]-{D}- 1222135 709
Glycoprotein hormones beta chain signature 1. C-[STAGM]-G-[HFYL]-C-x-[ST] 136 a 142 72%
Bowman-Birk serine protease inhibitors family signature. C-x(5,6)-[DENQKRHSTA]-C-[PASTDH]-[PASTDK]-[ASTDV]-C-[NDEKS]-[DEKRHSTA]-C 51a 66 76%

" . [LIVM]-[PA]-x(2)-C-x(1,2)-[LIVM]-X(1,2)-[LIVMST]-x-[LIVMFY]-x(1,2)-[LIVMF]-[STRD]- o
Plant lipid transfer proteins signature X(3)-[DNJ-C-x(2)-[LIVM] 12a 36 70%
C-type lectin domain signature. C-LIVMFYATG]-X(5,12)-[WL]-{T}-[DNSR-{C}-{LI}-C-x(5,6)-[FYWLIVSTAJ-[LIVMSTA]-C 838 2 1%16 ;1:?
i ] . . [LIVNS]-x-{L}-[LIVMFA]-x-C-x-[STAGCDNH]-C-x(3)-[LIVFG]-{LV}-x(2)-[LIV]-x(9,11)-[IVA]- 25a 54 77%
Heavy-metal-associated domain X-[LVFYS] 55 3 55 70%
Ribosomal protein L31 signature. [DES]-[IVT]-x(4)-H-[PT]-[FAVY]-[FYW]-[TISN]-x(9,13)-[GN]-[KRHNQ] 72a 94 70%
Laminin-type EGF-like (LE) domain signature C-x(1,2)-C-x(5)-G-x(2)-C-x(2)-C-x(3,4)-[FYW]-x(3,15)-C 51a 80 73%
e ) . C-x(1,2)-C-x(5,45)-[VMFLWIE]-x-C-x(1,4)-C-x(1,4)-[WYFVQHLT]-H-x(2)-C-x(5,45)- 30 a 106 75%
Zinc finger PHD-type signature [WFLYI]x-C-x(2)-C 63 2 139 75%

1£4
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Table 3: RMSD values for different portions of E6 thru the molecular dynamics trajectory,
with the initial structure as reference.

E6 portion (aa) RMSD in A (9,242 ns) RMSD maximum
All Atoms Backbone Alpha carbon (backbone)
1a151 8,94901  7,95393 7,99958 8,70579
9a71 421171 2,83663 2,85201 3,1002

80 a 144 4,68700  2,90283 2,88311 3,46476
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Table 4: Summary of the simulation systems used on the molecular dynamics.

Model name
2FK4_03 6E6C_15 5CHI_03
Simulation ID SIMO001 SIM002 SIMNCO001
Number of atoms (- H,O) 1016 1086 2550
Number of H,O molecules 4611 4619 7635
Box dimensions (A®) 63,4 x 55,5 x 56,0 60,9 x 54,2 x 59,0 70,8 x 67,0 x 68,6
Residual charge neutralization plasma plasma 6 CI'

Simulation lenght 5,0ns 10,5 ns 9,242 ns




Table 5: References of the mutational analysis with percentage of p53 binding and degradation and EBAP binding when tested.

Binds Degrades

Region: Mutation/Deletion p53 p53 Binds E6AP Comments References
Phe2Leu NT 50% Sim ¢ Stable replication Park et al, 2002.
e hTERT: increases activity
= . ¢ Reduces half-life of NFX-1 by degradation/ Liu et al, 1999; Gewin et al, 2004
Phe2Vval NT Nao Sim ubiquitination et al; Park et al, 2002.
* No stable replication
GIn3-Args8 NT N&o NT * MoAb (6F4) a%aégf;ég't?ofg'o” inhibits p53 Masson et al, 2003.

APhe2-Leul12 Nao NT NT Foster et al, 1994.

Foster et al, 1994; Gewin and
Galloway, 2001; Klingelhutz et al,
1996; Gewin et al, 2004; Park et

al, 2002.

e hTERT: increases activity
Arg8Ser/Pro9Ala/Arg10Thr Nao nao 30% ¢ Reduces half-life of NFX-1 by degradation/
ubiquitination

Arg8Gly/Arg10Gly/Lys11Glu e E*| e *Il (41 and 48 residues)

*truncated NT NT NT ¢ Breaks the NLS Tao et al, 2003
APro9-Pro13 Nao Nao Nao « hTERT: no activation Foster %‘5'5&234;206&“”'” and
AGIU18-Asp25 0% 0% 0% * Lack of cellular transformation Elbel et al, 1997
e ~40% p53 transactivation repression.
Leu19Ala NT Sim NT Nominé et al, 2006.
lle26Ala NT Sim NT Nominé et al, 2006.
AGIN35-Asp56 0% NT 0% * Medium cellular transformation Elbel et al, 1997
¢ ~40% p53 transactivation repression.
~ e hTERT: activation Liu et al, 1999;
Leu37Ser NT NT Nao e MEC immoratlization Sekaric et al, 2008
Phe45Val 29% 25% NT Foster et al, 1994.
e Modify H1’ helix . . .
Phe47Arg 0% 0% Sim e Increases E6AP affinity Norggaesgk?sl,triZ:r?i%thmz%roegt a,
e Acts as negative dominant with the wt. ’ ’
Phe45Tyr/Phe47Tyr/Asp49His nao Nao NT Foster et al, 1994.
~ - e Lack of hTERT activation Zimmermann et al, 1999; Sekaric
LeuS0Gly NT Nao Nao e Lack of MEC immortalization et al, 2008; Shamanin et al, 2008.

el



Table 5: [cont.]

Region: Mutation/Deletion B;)r;gs De%'::es Binds EGAP Comments References
Asp51Ala, Phe54Ala, Arg55Ala,
Asp56Ala NT Nao NT * DNA: No effect on Holiday Junction binding Ristriani et al, 2000
(158aa)
Tyr54His NT N0 Sim * hTERT: increases activity Liu et al, 1999; Park et al, 2002.
¢ No stable replication
Cys63Arg NT 30% 50% * Stable replication. Park et al, 2002,
e Conserved Cys
Cys66Gly Nao Nao NT e Conserved Cys Foster et al, 1994
ASer71-GIngo 0% NT 0% * Medium cellular ransformation Elbel et al, 1997
* p53: no effect on p53 transactivation
Alle73-Arg77 Nao Nao NT Foster et al, 1994.
R o * Descreases thermal stability ,
ATyr76-Tyr79 NT 40% NT * Decreases below 50% zinc binding capacity Liu et al, 2009.
AAsn105-Leut110 Fraco NT NT Crook et al, 1?3;4 Lechner et al,
¢ No stable replication e .
Leu110GIn NT 0% 0% « MEC immortalization Park et al, 2002; Liu et al, 1999;
o Sekaric et al, 2008.
e hTERT activation
Alys108-His126 0% NT 0% * Lack of cellular transformation Elbel et al, 1997.
* p53: no effect on p53 transactivation
ACys111-Lys115, Asn127Lys Néao Nao NT Foster et al, 1994.
Arg109Ala, G(';‘;g;‘:)'a’ Lys115Ala NT NT NT « DNA: lack of Holiday Juction binding Ristriani et al, 2000
Foster et al, 1994; Dalal et al,
AHis118-Lys122 Nao 2-30% 30% e hTERT: low activation 1996; Kiyono et al, 1998; Park et
al, 2002.
Nao e hTERT: no activation .
~ = . . SO Foster et al, 1994; Klingelhutz et
i Nao Néo * MoAb (3B8) against this region inhibits 70% p53 PR y
AGIn123-Asn127 30% (80% AcMo)  binding, partially degrades p53, and inhibits 20% of 2 1900; LU €t @, 1999, Lagrange
(AcMo) E6AP binding. ’ )
X 22% o ¢ MoAb (1F5) against this region inhibits 78% p53
Asn127-Trp132 (AcMo) NT 63% (AcMo) binding. Lagrange et al, 2005.
lle128Ala NT Sim NT ¢ p53: just in vivo degradation, not in vitro Nominé et al, 2006.

8cl



Table 5: [cont.]

Binds Degrades

Region: Mutation/Deletion p53 p53 Binds E6AP Comments References
Alle128-Trp132 Nao Nao NT Foster et al, 1994
. ¢ No MEC immortalization Sekaric et al, 2008; Shamanin et
Gly130Val NT NT Nao « Lack of hTERT activation al, 2008
Thr133-Ser138 79% nao 7,3%(AcMo) * MoAb (3F8) against .th'S. region inhibits 79% p53 Lagrange et al, 2005.
(AcMo) binding.
ACys140-Leu151 35% 25% NT Foster et al, 1994.
ASer142-Thr149 ~60% ~83% 100% * Lack of celular transformation Elbel et al, 1997
e p53: inhibits p53 transactivation
Sim Foster et al, 1994; Klingelhutz et
AArg146-Leul51 33% (67%) NT e hTERT: increases activity al, 1996; Kiyono et al, 1998,
° Nominé et al, 2006
6C/6S o Alters the NLS Nominé et al, 2006; Le Roux and
Lys121Ala/ Lys122Ala / GIn123Ala NT Sim NT e DNA: Lack of Holiday Junction binding Moroianu, 2003, Ristriani et al,
/ Arg124Ala * p53: degradagéo apenas in vivo, ndo in vitro 2000.
Apenas polrzggg C terminal NT NT NT ¢ DNA: no effect on Holiday Junction binding Ristriani et al, 2000/2001
. ¢ Lack of cellular transformation .
AlLeu151 NT Sim NT « PDZ: Lack of hDLG binding Kiyono et al, 1997.
e (C-term = HPV 18)
Leu151Val NT Sim NT e Shows cellular transformation Kiyono et al, 1997.
e PDZ: no effect on hDLG binding
. ¢ Shows cellular transformation .
Leui5ille NT Sim NT « PDZ: no effect on hDLG binding Kiyono et al, 1997.
. e Lack of cellular transformation .
Leu151Phe NT Sim NT « PDZ: inhibits hDLG binding Kiyono et al, 1997.
. ¢ Lack of cellular transformation )
Leu151Phe-lle NT Sim NT « PDZ: inhibits hDLG binding Kiyono et al, 1997.
Leu151Glu-Thr-GIn-Val NT Sim NT * Shows cellular transformation Kiyono et al, 1997.

e PDZ: no effect on hDLG binding

6cl
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7 Consideracoes Finais e Perspectivas

A modelagem da estrutura da proteina E6 do HPV 16 realizada
neste trabalho mostrou-se consistente com resultados de outros grupos e avangou
as possibilidades de pesquisa e utilizacdo de um modelo confiavel da estrutura
tridimensional da proteina E6 de HPV 16.

Ao mesmo tempo, é possivel apontar varias possibilidades de
melhorias no processo de modelagem e dinamica, que aumentariam a acuracia do
conhecimento sobre a estrutura real desta proteina.

Dentre os projetos futuros e perspectivas abertas por este trabalho
podemos relacionar:

1. Otimizar o protocolo de dinamica molecular para a proteina
completa E6 de HPV16;

2. Realizar a modelagem por homologia para predizer a estrutura
tridimensional de proteinas E6 de diferentes tipos de HPV como, por exemplo HPV
18, 31 e 33;

3. Realizar dindmica molecular das novas proteinas modeladas;

4. Realizar modelagem de mutantes descritos e identificar

problemas no dobramento, e consequentemente na funcdo, da estrutura resultante.
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Apéndice | — Arquivos de entrada para modelagem por homologia

Arquivo de alinhamento para modelagem por homologia de E6Cwt

#
C; The template is a NMR ensemble. (X for X-ray and N for NMR structures

and M for Model)

>P1;2FK4_03
structureN: 2FK4_03 :3 :A :68 :A :E6C 4C4s :HPV type 16:.:.
SYSLYGTTLEQQYNKPLSDLLIRCINCQKPLSPEEKQRHLDKKQRFHNIRGRWTGRCMSCSRSSRz*

>P1;6E6C

sequence: 6E6C :1 :A :66 :A :E6C WT :HPV type 16:.:.
CYSLYGTTLEQQYNKPLCDLLIRCINCQKPLCPEEKQRHLDKKQRFHNIRGRWTGRCMSCCRSSRz*
#

Arquivo de entrada da modelagem por homologia de E6C wt
#

# Addition of restraints to the default ones
from modeller import *
from modeller.automodel import * # Load the automodel class

log.verbose ()
env = environ ()

# directories for input atom files
env.io.atom_files_directory = ['.', '../atom_files"']

# Read in HETATM records from template PDBs

env.io.hetatm = True
a = automodel (env,

alnfile = 'alignment_6E6C.ali', # alignment filename

knowns = '"2FK4_03"', # codes of the
templates

sequence = '6E6C'") # code of the target
a.starting _model= 1 # index of the first model
a.ending_model = 20 # index of the last model

# (determines how many models to

calculate)
a.make () # do the actual homology modeling
#

Arquivo de alinhamento para modelagem por homologia de E6Nwt

#
C; The template is a NMR ensemble. (X for X-ray and N for NMR structures
and M for Model)

>P1;2FK4_03
structureN:2FK4_03 :3 A :68 :A :E6C 4C4s :HPV type 16:.:.
SYSLYGTTLEQQYNKPLSDLLIRCINCQKPLSPEEKQRHLDKKQRFHNIRGRWTGRCMSCSRSSR. *

>P1;4E6N
sequence: 4E6N :1 :A :66 :A :E6N wt :HPV type 16:.:.
PRKLP--QLCTELQTTIHDIILECVYCKQQLLRREVYDFAFRDLCIVYRDGNPYAVCDKCLKFEYS. *
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Arquivo de entrada da modelagem por homologia de E6N wt
#

# Addition of restraints to the default ones
from modeller import *
from modeller.automodel import * # Load the automodel class

log.verbose ()
env = environ ()

# directories for input atom files
env.io.atom_files_directory = ['.', '../atom_files']

# Read in HETATM records from template PDBs

env.io.hetatm = True
a automodel (env,
alnfile = 'alignment_4E6N.ali', # alignment filename
knowns = '"2FK4_03"', # codes of the templates
sequence = '4E6N'") # code of the target
a.starting _model= 1 # index of the first model
a.ending_model = 30 # index of the last model
# (determines how many models to
calculate)
a.make () # do the actual homology modeling
#

Arquivo de alinhamento para modelagem por homologia de E6 completa selvagem
#

C; Pegando o Model orientado

>P1;4NC_orient

structureM:4NC_orient:9: :146: :E6_orient :HPV type 16 C/N
orientado:.:.

———————— PRKLPQLCTELQTTIHDIILECVYCKQQLLRREVYDFAFRDLCIVYRDGNPYAVCDKCLKEFYS————
————-CYSLYGTTLEQQYNKPLCDLLIRCINCQKPLCPEEKQRHLDKKQRFHNIRGRWTGRCMSCCRSSR——————

— . x

>P1;5CHI

sequence:5CHI:1 : 153 : :E6NC :H. papilomavirus type 16:.:.
MEFQDPQERPRKLPOQLCTELQTTIHDIILECVYCKQQLLRREVYDFAFRDLCIVYRDGNPYAVCDKCLKEFYSKISE
YRHYCYSLYGTTLEQQYNKPLCDLLIRCINCQKPLCPEEKQRHLDKKQREFHNIRGRWTGRCMSCCRSSRTRRETQ
L..*

#

Arquivo de entrada da modelagem por homologia de E6 completa selvagem

#

# Homology modeling by the automodel class

from modeller import * # Load standard Modeller classes

from modeller.automodel import * # Load the automodel class

log.verbose () # request verbose output

env = environ() # create a new MODELLER environment to build this model in

# directories for input atom files
env.io.atom_files_directory = ['.', '../atom_files']
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# Read in HETATM records from template PDBs

env.io.hetatm = True
a = automodel (env,
alnfile = 'alignment_5NC.ali', # alignment filename
knowns = ('4NC_orient'), # codes of the templates
sequence = '5CHI'") # code of the target
a.starting_model= 1 # index of the first model
a.ending_model = 20 # index of the last model
# (determines how many models to
calculate)
a.md_level = None # No refinement of model
a.make () # do the actual homology modeling
#

Exemplo dos arquivos de entrada do refinamento das Alcas (Loops) de E6 completa selvagem
Alca 1

#

# Loop refinement of an existing model
from modeller import *

from modeller.automodel import *

log.verbose ()
env = environ/()

# directories for input atom files
A}

env.io.atom_files_directory = ['.', '../atom_files"']

# Read in HETATM records from template PDBs
env.io.hetatm = True

# Create a new class based on 'loopmodel' so that we can redefine
# select_loop_atoms (necessary)
class MyLoop (loopmodel) :
# This routine picks the residues to be refined by loop modeling
def select_loop_atoms(self):
# One loop from residue 1 to 10 inclusive
return selection(self.residue_range('l:', '10:"))

m = MyLoop (env,

inimodel='5CHI_03.pdb', # initial model of the target

sequence="'5CHI") # code of the target
m.loop.starting_model= 1 # index of the first loop model
m.loop.ending _model = 20 # index of the last loop model
m.loop.md_level = refine.slow # loop refinement method

m.make ()

#
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Apéndice Il — Arquivo de Saida do PROSCAN/PBIL

<http://pbil.ibcp.fr/>

NPS@ <http://npsa-pbil.ibcp.fr> is the IBCP <http://www.ibcp.fr>

contribution to PBIL <http://pbil.univ-lyonl.fr> in Lyon, France

[HOME <http://pbil.ibcp.fr/>] [NPS@

<http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-
bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_server.html>]

[SRS <http://srs-pbil.ibcp.fr/>] [HELP

<http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-
bin/npsa_automat.pl?page=/NPSAHLP/npsahlp_npsaindex.html>]

[REFERENCES

<http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-
bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_references.html>]

[NEWS

<http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-
bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_news.html>]

[MPSA <http://mpsa-pbil.ibcp.fr/>] [ANTHEPROT
<http://antheprot-pbil.ibcp.fr/>] [Geno3D <http://geno3d-pbil.ibcp.fr/>]
[SuMo <http://sumo-pbil.ibcp.fr/>] [Positions
<http://pbil.ibcp.fr/html/pbil_ibcp_Jobs.html>] [PBIL
<http://pbil.univ-1lyonl.fr>]

Wednesday, August 27th 2008: Computer upgrade for increase speed of
computation (see news

<http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-
bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_news.html>)

Job *PROSCAN* (ID: 37082d74df58) is running on *NPS@* server (started
on 20090323-012118).
Results will be shown below. *Please wait and don't go back.*
*In your publication cite : *
NPS@: Network Protein Sequence Analysis
TIBS 2000 March Vol. 25, No 3 [291]1:147-150

Combet C., Blanchet C., Geourjon C. and Deléage G.



PROSCAN result for UNK_185150

PROSITE </NPSA/npsa_references.htmlf#fprosite>

Hofmann K. The PROSITE database,

(1997) Jan 1;25(1):217-221

PROSCAN

Bairoch A., Bucher P. and

its status in 1997 Nucleic Acids Res.

PROSCAN has been developed at IBCP.

Protein UNK_185150 using PROSITE.BASE as reference site file
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MFQODPQERPRKLPQLCTELQTTIHDIILECVYCKQQLLRREVYDFAFRDLCIVYRDGNPYAVCDKCLKEYSKISE
YRHYCYSLYGTTLEQQYNKPLCDLLIRCINCQKPLCPEEKQRHLDKKQRFHNIRGRWTGRCMSCCRSSRTRRETQ

L

Similarity percentage 70

cAMP- and cGMP-dependent protein kinase phosphorylation site.

Prosite access number:
search-ac?PsS00004>

Prosite documentation access number:

bin/prosite-search—-ac?PDOC00004>
[RK] (2) -x~[ST] .
Randomized probability: 1.572e-03

146 to 149 RRET.

Identity.

PS00004 <http://www.expasy.ch/cgi-bin/prosite-

PDOC00004 <http://www.expasy.ch/cgi-

Protein kinase C phosphorylation site.

Prosite access number:
search-ac?PS00005>

Prosite documentation access number:

bin/prosite-search—-ac?PDOC00005>

[ST]-x—[RK].

Randomized probability: 1.423e-02
Site 133 to 135 TGR. Identity.
Site 142 to 144 SSR. Identity.
Site 145 to 147 TRR. Identity.

PS00005 <http://www.expasy.ch/cgi-bin/prosite-

PDOC00005 <http://www.expasy.ch/cgi-

Casein kinase II phosphorylation site.

Prosite access number: PS00006 <http://www.expasy.ch/cgi-bin/prosite-

search—-ac?PS00006>



Prosite documentation access number:
bin/prosite-search-ac?PDOC00006>

[ST]-x(2)-[DE].

PDOC00006 <http://www.expasy.ch/cgi-

Randomized probability: 1.482e-02

Site 22 to 25 TIHD. Identity.
Site 86 to 89 TTLE. Identity.
Site 145 to 148 TRRE. Identity.
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Tyrosine kinase phosphorylation site.

Prosite access number: PS00007 <http
search-ac?PS00007>

Prosite documentation access number:
bin/prosite-search—-ac?PDOC00007>

[RK]-x(2,3)-[DE]-x(2,3)-Y.

://www.expasy.ch/cgi-bin/prosite-

PDOCO00007 <http://www.expasy.ch/cgi-

Randomized probability: min = 4.074e-04 max = 4.083e-04
Site 26 to 32 iILECVY. 71% similarity found.
Site 48 to 54 RDLcIVY. 72% similarity found.
Site 86 to 92 tTLEQQY. 71% similarity found.
Site 53 to 60 VvYRDGNPY. 71% similarity found.
Site 72 to 79 KISEYRHY. Identity.

Site 77 to 84 RHYcCYSLY. 72% similarity found.
Site 25 to 32 dIILECVY. 71% similarity found.
Site 72 to 79 KISEyRHY. 72% similarity found.
Site 77 to 84 RHYCySLY. 72% similarity found.
Site 85 to 92 gTTLEQQY. 71% similarity found.
Site 52 to 60 iVYRDGNPY. 71% similarity found.
Site 68 to 76 KFYSKISEY. 72% similarity found.
Site 71 to 79 sKISEYRHY. 71% similarity found.

N-myristoylation site.

Prosite access number:
search—-ac?PS00008>

Prosite documentation access number:
bin/prosite-search-ac?PDOC00008>

G- {EDRKHPFYW}-x (2) - [STAGCN]—-{P}.

PS00008 <http:

//www.expasy.ch/cgi-bin/prosite-

PDOC00008 <http://www.expasy.ch/cgi-

Randomized probability: 1.397e-02

Site 57 to 62 GNPYAV. Identity.

Site 85 to 90 GTTLeQ. 74% similarity found.
Site 130 to 135 GrWIGR. 88% similarity found.
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Site : 134 to 139 GrCMSC. 88% similarity found.
Bacterial regulatory proteins, araC family signature.

Prosite access number: PS00041 <http://www.expasy.ch/cgi-bin/prosite-
search-ac?PS00041>

Prosite documentation access number: PDOC00040 <http://www.expasy.ch/cgi-
bin/prosite-search-ac?PDOC00040>

[KRQ]-[LIVMA]-x(2)-[GSTALIV]-{FYWPGDN}-x(2)-[LIVMSA]-x(4,9)-[LIVMF]-x~
{PLH}-[LIV

MSTA] - [GSTACIL]-{GPK}-{F}-x-[GANQRF ]~ [LIVMFY]-x(4,5)~-[LFY]-x(3)-[FYIVA] -
{FYWHCM}

—{PGVI}-x(2)-[GSADENQKR]-x— [NSTAPKL] - [PARL] .

Randomized probability: min = 3.882e-08 max = 3.905e-08

Site : 14 to 55 QLCTeLQTtIHDIILECVyCKQQLLRREVYDFAFRDLCiVyR. 76%
similarity found.

Site : 66 to 109 cLKFySKISEYRHYCYSLYGTTLEQQYNKPLcDLLIRCINCQKP. 70%
similarity found.

Site : 11 to 55 KLPQLCTELQTTIHDIILECVyCKQQLLRREVYDFAFRDLCiVyR. 86%
similarity found.

Site : 11 to 55 KLPQLCTELQTTIHDIILeCVyCkQQl1LRREVYDFAFRDLCiVyR. T71%
similarity found.

Site : 65 to 109 KcLKfySKISEYRHYCYSLYGTTLEQQYNKPLcDLLIRCINCQKP. 72%
similarity found.

Site : 10 to 55 RKLPQLCTeLQTTIHDIILECVYCKQQLLRREVYDFAFRDLCiVyR. 70%
similarity found.

Thioredoxin family active site.

Prosite access number: PS00194 <http://www.expasy.ch/cgi-bin/prosite-
search-ac?PsS00194>

Prosite documentation access number: PDOC00172 <http://www.expasy.ch/cgi-
bin/prosite—-search-ac?PDOC00172>

[LIVMF] - [LIVMSTA]-x—[LIVMFYC] - [FYWSTHE]-x(2) - [FYWGTIN] -C- [GATPLVE] -
[PHYWSTA]-C—-{I}-x-{A}-x(3)-[LIVMFYWT] .

Randomized probability: 4.976e-08

Site : 128 to 146 IrGrWIGrCmSCCRSSRTr. 70% similarity found.
Lipocalin signature.

Prosite access number: PS00213 <http://www.expasy.ch/cgi-bin/prosite-
search-ac?PS00213>

Prosite documentation access number: PDOC00187 <http://www.expasy.ch/cgi-
bin/prosite-search—-ac?PDOC00187>

[DENG]-{A}-[DENQGSTARK]-x (0, 2) - [DENQARK] - [LIVFY]-{CP}-G-{C}-W-[FYWLRH] -{D} -
[LIVMTA] .

Randomized probability: min = 1.027e-06 max = 1.029e-06



Site : 122 to 135 kQRFHNIRGRWtGr. 72% similarity found.
Glycoprotein hormones beta chain signature 1.

Prosite access number: PS00261 <http://www.expasy.ch/cgi-bin/prosite-
search-ac?PS00261>

Prosite documentation access number: PDOC00234 <http://www.expasy.ch/cgi-
bin/prosite-search—-ac?PDOC00234>

C-[STAGM] -G-[HFYL]-C—-x—-[ST].
Randomized probability: 1.634e-07

Site : 136 to 142 CMscCRS. 72% similarity found.
Bowman-Birk serine protease inhibitors family signature.

Prosite access number: PS00281 <http://www.expasy.ch/cgi-bin/prosite-
search-ac?PsS00281>

Prosite documentation access number: PDOC00253 <http://www.expasy.ch/cgi-
bin/prosite-search—-ac?PDOC00253>

C-x(5,6)—-[DENQKRHSTA]-C—-[PASTDH] - [PASTDK] - [ASTDV] -C—-[NDEKS] - [DEKRHSTA]-C.
Randomized probability: min = 2.824e-10 max = 2.827e-10

Site : 51 to 66 CIVYRDGNpyAVCDKC. 76% similarity found.
Plant lipid transfer proteins signature.

Prosite access number: PS00597 <http://www.expasy.ch/cgi-bin/prosite-
search-ac?PS00597>

Prosite documentation access number: PDOC00516 <http://www.expasy.ch/cgi-
bin/prosite-search-ac?PDOC00516>

[LIVM]-[PA]-x(2)-C-x(1,2)-[LIVM]-x(1,2)~-[LIVMST]-x-[LIVMFY]-x(1,2)-[LIVMF
[STRD]-x(3)—-[DN]-C-x(2)-[LIVM].

Randomized probability: min = 3.707e-10 max = 3.718e-10

Site : 12 to 36 LPQLCTELQTTIhDITI1ECVyYyCKQq. 70% similarity found.
C-type lectin domain signature.

Prosite access number: PS00615 <http://www.expasy.ch/cgi-bin/prosite-
search-ac?PS00615>

Prosite documentation access number: PDOC00537 <http://www.expasy.ch/cgi-
bin/prosite-search-ac?PDOC00537>

C-[LIVMFYATG]-x(5,12)-[WL]-{T}-[DNSR]-{C}—-{LI}-C-x(5,6)—-[FYWLIVSTA]-
[LIVMSTA]-C.

Randomized probability: min = 1.169e-08 max = 1.178e-08

Site : 30 to 51 CVYCKQQLLRREVYDFAFRALC. 74% similarity found.
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Site : 30 to 51 CVYCKQQLLRREVYDFAFRALC. 74% similarity found.
Site : 80 to 106 CYSLYGTTLEQQyNkPICDLLIRCINC. 74% similarity found.

Heavy-metal-associated domain.

Prosite access number: PS01047 <http://www.expasy.ch/cgi-bin/prosite-
search-ac?PS01047>

Prosite documentation access number: PDOC00804 <http://www.expasy.ch/cgi-
bin/prosite-search-ac?PDOC00804>

[LIVNS]-x—{L}-[LIVMFA] -x-C-x-[STAGCDNH]-C-x(3) - [LIVFG]-{LV}-x(2)-[LIV]~-
x(9,11)-[IVA]-x-[LVFYS].

Randomized probability: min = 4.650e-08 max = 4.660e-08

Site : 25 to 54 dIILECVYCKQQL1RReVYDFAFRDLCIVY. 77% similarity found.
Site : 25 to 55 dIILECVyCKQQLI1RReVYDFAFRDLCIVYr. 70% similarity
found.

Ribosomal protein L31 signature.

Prosite access number: PS01143 <http://www.expasy.ch/cgi-bin/prosite-
search-ac?PS01143>

Prosite documentation access number: PDOC00880 <http://www.expasy.ch/cgi-
bin/prosite-search-ac?PDOC00880>

[DES]-[IVT]-x(4)-H-[PT]-[FAVY]-[FYW]-[TISN]-x(9,13)~-[GN]-[KRHNQ] .

Randomized probability: min = 8.339e-09 max = 8.373e-09

Site : 72 to 94 kISEYRHYCYSLYGTTLEQQYNK. 70% similarity found.
Laminin-type EGF-like (LE) domain signature.

Prosite access number: PS01248 <http://www.expasy.ch/cgi-bin/prosite-
search-ac?PS01248>

Prosite documentation access number: PDOC00961 <http://www.expasy.ch/cgi-
bin/prosite-search-ac?PDOC00961>

C-x(1,2)-C-x(5)-G-x(2)-C-x(2)-C-x(3,4)-[FYW]-x(3,15)-C.
Randomized probability: min = 1.076e-11 max = 1.091le-11

Site : 51 to 80 CIVyRDGNPyAVCDKCLKFYSKISEYRHYC. 73% similarity found.
Zinc finger PHD-type signature.

Prosite access number: PS01359 <http://www.expasy.ch/cgi-bin/prosite-
search-ac?PS01359>

Prosite documentation access number: PDOC50016 <http://www.expasy.ch/cgi-
bin/prosite-search-ac?PDOC50016>

C-x(1,2)-C-x(5,45) - [VMFLWIE] -x-C-x (1, 4)-C-x (1, 4) - [WYFVQHLT]-H-x (2) —C—
%x(5,45) - [WFLYI]-x-C-x(2)-C.

Randomized probability: min = 3.537e-16 max = 3.858e-16
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Site : 30 to 106
CVYCKQQLLRREVYDFAFRALCIVyYRDGNpyAVCDKCLKFYSKISEYRHYCYSLYGTTLEQQYNKPLCDLLIRCI
NC. 72% similarity found.

Site : 30 to 106
CVYCKQQLLRREVYDFAFRALCIVYrDGNpyAVCDKCLKFYSKISEYRHYCYSLYGTTLEQQYNKPLCDLLIRCI
NC. 72% similarity found.

Site : 30 to 106
CVYCKQQLLRREVYDFAFRALCIVYRAGNpyAVCDKCLKFYSKISEYRHYCYSLYGTTLEQQYNKPLCDLLIRCI
NC. 72% similarity found.

Site : 63 to 139
CDKCLKFYSKISEYRHYCYSLYGTTLEqQyNKPLCDL1IRCINCQKPLCPEEKQRHLDKKQRFHNIRGRWTgRCM
SC. 70% similarity found.

Site : 63 to 139
CDKCLKFYSKISEYRHYCYSLYGTTLEQQYnKPLCDL1IRCINCQKPLCPEEKQRHLDKKQRFHNIRGRWTgRCM
SC. 70% similarity found.

Site : 63 to 139
CDKCLKFYSKISEYRHYCYSLYGTTLEQQyNKPLCDL1IRCINCQKPLCPEEKQRHLDKKQRFHNIRGRWTgRCM
SC. 70% similarity found.

Site : 63 to 139
CDKCLKFYSKISEYRHYCYSLYGTTLEQQYNKpLCDL1IRCINCQKPLCPEEKQRHLDKKQRFHNIRGRWTgRCM
ScC. 70% similarity found.

Site : 30 to 106
CVYCKQQLLRREVYDFAFRDLCIVYRDGNPYaVCDKCLKfYSkISEYRHYCYSLYGTTLEQQYNKPLCDLLIRCI
NC. 72% similarity found.

Site : 30 to 106
CVYCKQQLLRREVYDFAFRDLCIVYRDGNPYaVCDKCLKFySKiSEYRHYCYSLYGTTLEQQYNKPLCDLLIRCI
NC. 75% similarity found.

Site : 30 to 106
CVYCKQOQLLRREVYDFAFRDLCIVYRDGNPYaVCDKCLKEFYsKISEYRHYCYSLYGTTLEQQYNKPLCDLLIRCI
NC. 75% similarity found.

Site : 30 to 106
CVYCKQQLLRREVYDFAFRDLCIVYRDGNPYaVCDKCLKFYskISeYRHYCYSLYGTTLEQQYNKPLCDLLIRCI
NC. 72% similarity found.

Site : 63 to 139
CDKCLKFYSKISEYRHYCYSLYGTTLEQQYNKpLCDLLIrCINCQkPLCPEEKQRHLDKKQRFHNIRGRWTgRCM
ScC. 70% similarity found.

Site : 63 to 139
CDKCLKFYSKISEYRHYCYSLYGTTLEQQYNKPLCALLIRCINCQkPLCPEEKQRHLDKKQRFHNIRGRWTgRCM
SC. 73% similarity found.

Site : 63 to 139
CDKCLKFYSKISEYRHYCYSLYGTTLEQQYNKPLcDILIRCINCQkPLCPEEKQRHLDKKQRFHNIRGRWTgRCM
SC. 70% similarity found.

Site : 30 to 106
CVYCKQQLLRREVYDFAFRDLCIVYRDGNPYAVCAKCLKFYsKISEYrHYCYSLYGTTLEQQYNKPLCDLLIRCI
NC. 75% similarity found.

Site : 63 to 139
CDKCLKFYSKISEYRHYCYSLYGTTLEQQYNKPLCAL1IRCINCQkPLCPEEKQRHLDKKQRFHNIRGRWTgRCM
SC. 70% similarity found.

Site : 63 to 139
CDKCLKFYSKISEYRHYCYSLYGTTLEQQYNKPLCDLLiRCINCQkPLCPEEKQRHLDKKQRFHNIRGRWTgRCM
ScC. 73% similarity found.
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Site : 63 to 139
CDKCLKFYSKISEYRHYCYSLYGTTLEQQYNKPLCDLLIRCINCQkPLCPEEKQRHLDKKQRFHNIRGRWTgRCM
SC. 73% similarity found.

Site : 63 to 139
CDKCLKFYSKISEYRHYCYSLYGTTLEQQYNKPLCDLLIRCINCQkpLCpEEKQRHLDKKQRFHNIRGRWTgRCM
ScC. 71% similarity found.

Site : 63 to 139
CDKCLKFYSKISEYRHYCYSLYGTTLEQQYNKPLCDLLIRCINCQKplCPeEKQRHLDKKQRFHNIRGRWTgRCM
SC. 71% similarity found.

Site : 63 to 139
CDKCLKEFYSKISEYRHYCYSLYGTTLEQQYNKPLCDLLIRCINCQKPLcPEeKQRHLDKKQREFHNIRGRWTgRCM
ScC. 73% similarity found.

Site : 63 to 139
CDKCLKFYSKISEYRHYCYSLYGTTLEQQYNKPLCDLLIRCINCQKPLCcpEEKQRHLDKKQRFHNIRGRWTgRCM
SC. 71% similarity found.

Site : 63 to 139
CDKCLKEFYSKISEYRHYCYSLYGTTLEQQYNKPLCDLLIRCINCQKPLCPeeKQrHLDKKQREFHNIRGRWTgRCM
SC. 71% similarity found.

Site : 63 to 139
CDKCLKFYSKISEYRHYCYSLYGTTLEQQYNKPLCDLLIRCINCQKPLCPEekQRhLDKKQRFHNIRGRWTgRCM
SC. 71% similarity found.

Site : 63 to 139
CDKCLKFYSKISEYRHYCYSLYGTTLEQQYNKPLCDLLIRCINCQKPLCPEEkgRHIDKKQRFHNIRGRWTgRCM
SC. 71% similarity found.

Site : 63 to 139
CDKCLKFYSKISEYRHYCYSLYGTTLEQQYNKPLCDLLIRCINCQKPLCPEEKQrHLAKKQRFHNIRGRWTgRCM
ScC. 73% similarity found.

16 different patterns found.

PROSITE result file (text): [PROSITE </tmp/37082d74df58.PROSCAN>]

/*User :* public@201.37.84.223. *Last modification time :* Mon Mar 23
01:21:28 2009. *Current time :* Mon Mar 23 01:21:28 2009/ / This service
is supported by Ministere de la recherche <http://www.recherche.gouv.fr>
(ACI IMPBio, ACC-SV13), CNRS <http://www.cnrs.fr> (IMABIO, COMI, GENOME)
and Région Rhéne-Alpes <http://www.cr-rhone-alpes.fr> (Programme

EMERGENCE) . Comments <mailto:pbiladm@ibcp.fr>. /



Apéndice Il - Resumo da revisao sobre estudos mutacionais e de delecao em E6 de HPV 16.

Tabela 9: Tabela resumindo o levantamento de resultados obtidos por diversos autores em estudos mutacionais e de dele¢éo utilizando a proteina E6 de

HPV 16.
Reqido: ~ = . Degrada . o I
egiao: Mutacao/Delecao Liga p53 p53 Liga a EGAP Outros comentarios Referéncia(s)
Phe2leu NT 50% Sim ¢ Replicagdo estavel Park et al, 2002.
e hTERT: aumenta atividade
Phe2Val NT Nio Sim e reduz meia vida de NFX-1 por degradagao/ Liu et al, 1999; Gewin et al, 2004;
ubiquitinizagéo. Park et al, 2002.
e Sem replicacdo estavel.
GIn3-Arg8 NT Nio NT e AcMo (6F4) contra esta regido inibe degradacgéo de Masson et al. 2003
p53. ’ )
APhe2-Leul12 Nao NT NT Foster et al, 1994.
Foster et al, 1994; Gewin and
i . o e hTERT: ativa atividade Galloway, 2001; Klingelhutz et al,
Arg8Ser/ProdAla/Arg10Thr Nao nao 30% ¢ reduz meia vida de NFX-1 por degradagao/ubiquit. 1996; Gewin et al, 2004; Park et
al, 2002.
Arg8Gly/Arg10Gly/Lys11Glu e E*| e *ll (41 e 48 aa apenas, respectivamente)
*truncado NT NT NT « Rompe o NLS Tao et al, 2003.
. N i . . Foster et al, 1994; Gewin and
APro9-Pro13 N&o Nao N&o e hTERT: Sem ativagdo Galloway, 2001.
i o o o ¢ Auséncia de transformagao celular
AGIu18-Asp25 0% 0% 0% * Repressdo ~40% da transativacao de p53. Elbel et al, 1997.
Leu19Ala NT Sim NT Nominé et al, 2006.
lle26Ala NT Sim NT Nominé et al, 2006.
) o o e Transformagéo celular mediana
AGIn35-Asp56 0% NT 0% « Repressao ~40% da transativagdo de p53. Elbel et al, 1997.
. e Ativacao de hTERT Liu et al, 1999;
Leu37Ser NT NT Nao * Immortalizagdo de MEC Sekaric et al, 2008.
Phe45Val 29% 25% NT Foster et al, 1994.
¢ Modifica hélice H1’ . .
. " Nominé et al, 2006; Zanier et al,
Phe47Arg 0% 0% Sim e Aumenta a _aflnldade por E6AP 2005: Ristriani et al, 2009.
e Atua como dominante negativa com wt.
Phe45Tyr/Phe47Tyr/Asp49His nao Nao NT Foster et al, 1994.
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Tabela 9: continuagéo.

Degrada

Regiao: Mutacao/Delecao Liga p53 p53 Liga a EGAP Outros comentarios Referéncia(s)
~ ~ e N3o ativa hTERT Zimmermann et al, 1999; Sekaric
Leu50Gly NT Nao Nao e Sem imortalizacao de MEC et al, 2008; Shamanin et al, 2008.
Asp51Ala, Pheb54Ala, Arg55Ala,
Asp56Ala NT Nao NT e DNA: Nao afeta ligagéo a Juncao de Holiday Ristriani et al, 2000.
(158aa)
Tyr54His NT Nao Sim . f‘gifrzei‘ﬁg;’gg ZSX;S:?G Liu et al, 1999; Park et al, 2002.
o o e Com replicagdo estavel.
Cys63Arg NT 30% 50% ¢ Mutacao da Cys conservada — de ligagdo ao Zn Park et al, 2002.
Cys66Gly Nao Nao NT ¢ Mutacéo da Cys conservada — de ligagado ao Zn Foster et al, 1994.
) o o e Transformacgéo celular mediana
ASer71-Gin90 0% NT 0% e P53: Sem efeito sobre a transativacao de p53 Elbel et al, 1997.
Alle73-Arg77 Nao Nao NT Foster et al, 1994.
e Diminuigéo da estabilidade térimica da proteina.
ATyr76-Tyr79 NT 40% NT ¢ Diminuicdo > 50% na capacidade de ligagdo ao Liu et al, 2009.
zinco
AAsn105-Leut10 Fraco NT NT Crook etal, 1991 Lechner et al,
e Sem replicagao estavel. s .
Leu110GIn NT 0% 0% « Imortalizacdo de MEC. Paricel a, 2002 Ll ot 2, 1999;
¢ Ativagdo de hTERT ’ )
m o o ¢ Auséncia de transformagao celular
Alys108-His126 0% NT 0% * P53: Sem efeito sobre a transativagio de p53 Elbel et al, 1997.
ACys111-Lys115, Asn127Lys Nao Nao NT Foster et al, 1994.
Arg109Ala, Gin114Ala,
Lys115Ala NT NT NT ¢ DNA: auséncia da ligagédo a Jungao de Holiday Ristriani et al, 2000.
(158aa)
Foster et al, 1994; Dalal et al,
AHis118-Lys122 N&o 2-30% 30% e hTERT: Baixa ativacao 1996; Kiyono et al, 1998; Park et
al, 2002.
Nao e hTERT: Sem ativagéo
Nio Nio ¢ AcMo (3B8) contra esta regido inibe em 70% a Foster et al, 1994; Klingelhutz et
AGIn123-Asn127 30%% (80% AcMo) ligagdo com p53, mas degrada parcialemente p53. al, 1996; Liu et al, 1999 et al,
(ACMZ)) ° * AcMo contra esta regido inibe em 20% a ligagéo Lagrange et al, 2005.
com EBAP.
Asn127-Trp132 22% NT 63% (AcMo) * AcMo (1F5) co_ntra~esta regido inibe em 78% a Lagrange et al, 2005.
(AcMo) ligacdo com p53.
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Tabela 9: continuagéo.

Regiao: Mutacao/Delecao Liga p53 Deg;gda Ié'g:: Outros comentarios Referéncia(s)
lle128Ala NT Sim NT ¢ p53: degradacgéo apenas in vivo, nao in vitro Nominé et al, 2006.
Alle128-Trp132 Nao Nao NT Foster et al, 1994.
- e Sem imortalizacdo de MEC Sekaric et al, 2008; Shamanin
Gly130Val NT NT Nao « Nao ativa hTERT et al, 2008.
i 79% = o e AcMo (3F8) contra esta regido inibe em 79% a
Thr133-Ser138 (AcMo) nao 7,3%(AcMo) ligacdo com p53. Lagrange et al, 2005.
ACys140-Leul51 35% 25% NT Foster et al, 1994.
i ano ano o ¢ Auséncia de transformagao celular.
ASer142-Thr149 60% 83% 100% « P53: Inibe da transativacao de p53. Elbel et al, 1997
Sim Foster et al, 1994; Klingelhutz
AArg146-Leul51 33% o NT e hTERT: ativa atividade et al, 1996; Kiyono et al, 1998;
(67%) >
Nominé et al, 2006
6C/6S :[’)\l[\ﬁ_;Tgf:i%%i??“gi?ﬂ arl]teérzd doe Nominé et al, 2006; Le Roux e
Lys121Ala/ Lys122Ala / NT Sim NT - ausenci H “.('jg ¢ ung Moroianu, 2003; Ristriani et al,
GIn123Ala / Arg124Ala _ nolaay 2000.
e P53: degradacéo apenas in vivo, ndo in vitro
Apenas porgao C terminal NT NT NT e DNA: Mantém atividade de ligagédo a jungdes Ristriani et al. 2000/2001
E6C de Holiday ’ '
. ¢ Auséncia de transformagao celular .
AlLeu151 NT Sim NT « PDZ: Auséncia de ligacdo & hDLG Kiyono et al, 1997.
¢ (C-term = HPV 18)
Leut51Val NT Sim NT ¢ Presenca de transformagéo celular Kiyono et al, 1997.
e PDZ: hd ligagdo a hDLG
. ¢ Presenca de transformacao celular :
Leui5ille NT Sim NT « PDZ: hé ligaco a hDLG Kiyono et al, 1997.
. ¢ Auséncia de Transformacao celular .
Leu151Phe NT Sim NT « PDZ: Auséncia de ligaco & hDLG Kiyono et al, 1997.
i : * Auséncia de Transformag&o celular ,
Leu151Phe-lle NT Sim NT « PDZ: Auséncia de ligacao 4 hDLG Kiyono et al, 1997.
Leu151Glu-Thr-Gln-Val NT Sim NT * Presenga de transformagdo celular Kiyono et al, 1997.

® PDZ: h4 ligacdo a hDLG
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Apéndice IV — TBP e E6: existem semelhancas?

Durante a execucéao deste trabalho, nos deparamos com a proteina
de reconhecimento do TATA Box (TBP — TATA Box Binding Protein) que parece ter
similaridades estruturais com a E6. Apesar de as duas proteinas serem bastante
diferentes tanto em relagdo a topologia quanto ao nimero de residuos (151 para
HPV16 E6 e 339 para hTBP) elas lembram bastante uma a outra. As duas estruturas
podem ser vistas da Figura 30 A a F. A similaridade de topologia encontrada entre
TBP (TATA Box Binding Protein) (codigo de acesso PDB: 1TGH) e E6 nos levou
também a buscar outras caracteristicas semelhantes entre as proteinas. Fizemos
uma comparagcao entre as caracteristicas de desordem intrinseca estrutural das
duas proteinas ao longo de toda a sequéncia.

Ambas as proteinas sdo compostas por dois dominios
complementares e apresentam a caracteristica de apresentarem uma Unica folha
beta torcida e inclinada que é formada de todas as suas fitas beta; terem todas as
hélices alfa no mesmo lado da proteina formando o que parece ser um sulco e que
tem como base a folha beta; e, além disto, os dominios carboxi- e amino- terminal
sao conectados por uma alca que se desprende de uma hélice no final dominio N-
terminal que se encontra em uma das extremidades e se liga a uma fita no inicio do
dominio C-terminal que esta localizado no meio das proteinas. Uversky et al (2006),
como ja citado anteriormente, demonstrou que HPVs de alto risco tendem a maior
desordenamento que os de baixo risco em varios dos parametros testados.
Resolvemos comparar as estruturas E6 e TBP utilizando os parametros utilizados

por Uversky, no intuito de identificar algum padrdo na semelhanca encontrada.
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Figura 30: Representagbes do tipo ribbons dos modelos 3D de HPV16 E6 (A) e porgcao C-terminal
(155-339) de hTBP (B). Nesta figura, nota-se as similaridades entre os modelos, como citado no
texto.

Como pode ser visto na 30 A a H, apesar da similaridade visual
encontrada entre as proteinas, as caracteristicas de desordem intrinseca nao sao de
todo semelhantes. No entanto, se considerarmos que falamos de duas proteinas
compostas de 2 dominios espelhados e complementares, enxergamos certa simetria
na presenca de porcdes desordenadas. Nas Figuras 31 G e H estdo os resultados

da Foldindex (Prilusky et al, 2005). Novamente, neste indicador de desordem
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intrinseca baseado na sequéncia da proteina podemos ver uma certa simetria
‘espelhada’ entre as duas proteinas. Em E6 a porcdo C-terminal apresenta maior
desordem, com alguns pontos da N-terminal com alguma tendéncia a desordem. Por
sua vez, a hTBP apresenta a por¢cao N-terminal com maior desordem e, da mesma
forma, alguns pontos da C-terminal com alguma tendéncia a desordem. No entanto,
como ja citado, é a por¢cdo C-terminal de E6 que liga ao DNA, de forma
independente da N-terminal, e a na TBP também é a porcao C terminal que se liga
ao DNA. Desta forma, a “simetria” nao representa homologia de funcionalidade, mas
as similaridades da estrutura terciaria de E6 com a porcao C-terminal de hTBP ainda
pode fornecer alguma informacao relevante.

Estas similaridades entre as duas proteinas poderiam indicar
funcionalidades homélogas. Como ja foi comentado antes, a E6 de HPV 16 se liga
ao DNA com o dominio C terminal, independente do N terminal; e a TBP, como
indica o nome, se liga ao DNA na regiao especifica do TATA Box e assume uma
conformacédo caracteristica contorcida ao realizar a interacdo. Nao existe nenhum
estudo indicando o mesmo tipo de contor¢cdo da folha beta de E6 de HPV quando
em contato com o DNA, nem indicando qual regido da porcdo C-terminal que

participa da interagao.
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Figura 31: Comparacédo dos resultados de desordem intrinseca e FoldIndex entre E6 de HPV 16 e
TBP. Cada comparacao estd acompanhada por uma legenda explicativa logo abaixo dos graficos.



