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INTRODUGAO:

O presente projeto utiliza os mapas Hi-C, os quais fornecem informagéo sobre os pontos de
contato da fibora do DNA com si proprio - sendo determinados experimentalmente, juntamente com o
modelo da fibra de cromatina de 30 nm com resolugéo atémica para desenvoltura do modelo geométrico
dos cromossomos. Assim, pode ser utilizado em qualquer aplicacdo na qual seja necessario um modelo
geométrico de DNA, como por exemplo, em investigagbes relacionadas aos efeitos das radiagbes
ionizantes no material genético humano. Essas investigagdes sdo de larga experiéncia no estudo a partir
da utilizagao do codigo Geant4-DNA. Inicialmente, foi estudado a literatura do modelo geométrico de
resolugao atbmica da configuragdo B-DNA, o modelo da fibra de cromatina de 30 nm. Uma vez que,
para simulagbes de interagdo DNA-radiagdo, € necessario um formalismo e cdédigo associado para
determinar o atomo mais préximo de um ponto arbitrario no espaco. Assim, esses pontos correspondem
aos locais de deposicao de energia e posigdo das espécies quimicas reativas, produzidas pela radidlise
da agua principalmente. Posteriormente, foi estudado a literatura referente ao modelo Hi-C, método de
ligacdo de proximidade que apreende a estrutura organizacional da cromatina em trés dimensdes, em
que sequéncias genOmicas distantes entre si linearmente podem estar proximas na conformagéo
tridimensional. E, por fim, foram realizadas simulagdes no Geant4-DNA de feixes de prétons e particulas
alfa de 2 e 10 MeV, a fim de obter a probabilidade de dano sobre o modelo de DNA em questao para

trés passos da supra-hélice da fibra de cromatina de 30 nm.

METODOLOGIA:

Para o desenvolvimento do modelo, foi estabelecido inicialmente a conformagao de um par de
base (pb), visto que é o elemento fundamental para construgdo de todo o modelo de estrutura do genoma
desenvolvido. Esse par de base foi resultado do conhecimento da posigdo explicita dos atomos
conformando um par de nucleotideos, retirada da pagina web do projeto GLACTONE [5] [1]. Assim,
obteve-se a posicdo, elemento quimico e a base nitrogenada correspondente a cada um dos 63 atomos

que compdem esse par de base. Em seguida, essas coordenadas foram transformadas referenciando-
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as ao centro geométrico do par de bases, ponto que foi determinado pela semissoma das coordenadas
extremas dos atomos e todo o par de base foi girado —-50° em torno do eixo Z para alinhar o eixo X a
dimensao alongada do par [1]. Com isso, foi realizada a combinagao das coordenadas dadas e os raios
de van der Waals correspondentes, o que resulta nas sobreposicdes de atomos. Por fim, a dupla hélice
é formada por torgéo e deslocamento de cada par de base 36° e 0,33 nm, respectivamente [1].

A determinacdo das dimensdes das estruturas ocorreu a partir de relagdes geométricas, de
acordo com o diagrama de configuragéo do nucleossomo dentro da fibra de cromatina, considerando 6
nucleossomos para uma fibra de cromatina de 30 nm. Uma vez que, esse modelo cumpre a razao de
empacotamento dos diferentes niveis de organizagao de um material genético humano tipico [1]. Assim,

esta configuragao (Figura 1) foi usada para determinar a razéo de raio de nucleossomo para cromatina.
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Com a resolugao desse sistema de equacgdes, obteve-se um

diametro de 31,380 nm e descobriu-se que as duas voltas helicoidais

do DNA no nucleossomo contém 154 pb e o fragmento de ligagao, 46

Figura 2 - -Fragmento da fibra de
cromatina de 30 nm contendo 6

nucleossomos (um passo de hélice). [1]  esperado. Por fim, o nucleossomo é construido dobrando duas algas

pb, totalizando até 200 pb por nucleossomo, novamente dentro do

helicoidais em torno de uma esfera que simula uma histona [1]. Portanto, a fibra de cromatina de 30 nm
é formada por uma hélice com 6 nucleossomos/volta e dois nucleossomos adjacentes estao ligados por
um fragmento de DNA contendo 46 pb, conforme demonstrado na Figura 2 [1]. Em seguida, o modelo
foi estabelecido ao algoritmo que busca encontrar o atomo alvo mais proximo no nucleossomo em

relagdo ao local de acerto (hit). Sdo utilizadas algumas mudangas de coordenadas para a realizagéo
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deste processo. Inicialmente, é definido o nucleossomo mais préximo ao hit, com isso o hit é determinado
por coordenadas em relagao ao sistema do nucleossomo. Apds, € estabelecido o par de base mais
préximo ao hit e assim, o hit sofre uma mudancga de coordenadas para o sistema de par de bases. Por
fim, o atomo mais préximo do hit € encontrado com a varredura dos 63 atomos que compdem o par de
base. Posteriormente, foi estudado o método Hi-C. A literatura estudada esta nas referéncias [2], [3], [4]
e [6]. Entdo, entende-se que como o modelo de conformacéo tridimensional dos cromossomos esta
envolvido na compartimentagao do nucleo e na aproximacéao espacial tridimensional de certos elementos
linearmente separados, torna-se necessario compreender como o genoma esta dobrado no interior do
nucleo da célula. Uma vez que, essa compreensao fornece informagdes sobre as relagdes entre a
cromatina, a atividade do gene e o estado funcional da célula [2].

Logo, o método de mapas Hi-C busca identificar quais partes da cromatina estdo em contato/
interagéo consigo propria em todo o genoma, e para isto, as células sao reticuladas com formaldeido, e
o DNA ¢é recortado com uma enzima de restricdo que deixa uma proeminéncia 5'. Em seguida, essa
proeminéncia é preenchida com a inclusdo de um residuo biotinilado e as extremidades desses
fragmentos sao ligadas sob condi¢des diluidas que favorecem eventos de ligagéo entre os fragmentos
de DNA reticulados. A amostra de DNA resultante desse processo contém produtos de ligagdo que sao
originalmente fragmentos proximos espacialmente no nucleo, que estdo, apds o processo, marcados
com biotina na jungéo. Por fim, um mapa Hi-C é criado buscando as jungdes com a marcagéao de biotina
em cortes do DNA com esferas de estreptavidina e séo identificadas a partir do sequenciamento de DNA
massivamente paralelo, produzindo um catalogo de fragmentos de interagao [2]. Esses mapas, portanto,
fornecem uma representagao bidimensional da organizagao tridimensional do genoma.

Por conseguinte, foi descoberto que os genomas sao divididos em dominios de contato a partir
de loops. Esses dominios estdo associados a padrdes distintos de marcas de histonas e, portanto, se
segregam em subcompartimentos. Esses loops ligam promotores e intensificadores, correlacionados a
ativacdo do gene, e mostram conservacao em todos os tipos de células e espécies [2]. As bases desses
loops que os ancoram sao proteinas CTCF (proteina de dedo de zinco altamente conservada - mais
conhecida como fator de transcri¢cdo, pode atuar também como ativador transcricional, um repressor ou

isolante [4]) em orientagdo convergente.

%csmm\ 'E;';::L“ \{LWID;E; Lgsle V1 ond shear ONA: - Sequence using Dessa forma, foi utilizado Hi-C para demonstrar
‘f‘”ﬂ)h/’ ‘] \[I,' (\*' //\\ [ . que o0 genoma é particionado em varios dominios que se
Jheeu \}\ ] I;\\ ] .\\ J é//_ :\\.'f\:;: —— dividem em compartimentos distintos. Analises
L /’)& ! L subsequentes sugeriram a presenca de dominios

menores e levaram a importante proposta de que os
Figura 3 - Exemplificagdo durante in situ Hi-C, como a

ligacéo de proximidade DNA-DNA é realizada em nucleos compartimentos s&o particionados em  estruturas

intactos. [2] condensadas de 1 Mb de tamanho, apelidadas de
“‘dominios topologicamente associados” (TADs) (Dixon et al., 2012; Nora e outros, 2012) [2]. Os
resultados da literatura referenciada em [2] mostram um mapeamento de forma abrangente dos contatos

de cromatina em todo o genoma, usando in situ Hi-C, em que a ligagdo de proximidade DNA-DNA é
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realizada em nucleos intactos. A importancia desses mapas € a capacidade de discernir a estrutura do
dominio, a compartimentalizagéo e os milhares de loops de cromatina. Os mapas fornecem uma imagem

da arquitetura gendmica com resolugao de até 1 kb, conforme demonstrado abaixo [2].

C  UebsmanAenetal  Kahoretal
{GM06920) GM12878)
& | 1

RESULTADOS E DISCUSSAO:

O modelo, entdo, foi testado com dados de entrada

provenientes de simulacdes de Monte Carlo. As simulacdes realizadas

no Geant4-DNA de feixes de prétons e particulas alfa de 2 10 MeV,

foram usadas para determinar as probabilidades de dano fisico sobre

o0 modelo de DNA em questao para trés passos da supra-hélice da

fibra de cromatina de 30nm, passos de 7.11 nm, 10.77 nm e 14.44

nm. Assim, apos rodar a simulacdo de irradiagdo com um feixe de

particulas pesadas (prétons ou particulas alfas) em processos

Figura 5 - Comparacdo do mapa do paralelos, € necessario rodar um codigo especifico para gerar um

cromossomo 7 em GM 12878 (ultima coluna)
com mapas Hi-C anteriores: Lieberman-Aiden

etal. (2009), Kalhor et al. (2012), e Jinetal.  processos que foram rodados em paralelo. E, em seguida, rodar o
(2013) [2]

unico arquivo com deposi¢cdes de energia, agrupando todos esses

codigo HiCModel para cada passo da supra-hélice, o qual superpée
as particulas sobre o modelo do DNA proposto a fim de calcular as probabilidades de dano. As
probabilidades de danos apresentados para cada feixe com sua respectiva energia correspondem,
primeiramente a dose total média (Mean Total Dose), a probabilidade de ruptura total da fita (TSB yield)
e para quebras de fita dupla (DSB yield).

Para a obtencéo desses dados buscou-se uma incerteza em torno de 20% a 40%. Os resultados
adquiridos estao apresentados na tabela 1 abaixo. Cabe ressaltar que os tempos de simulagao foram
longos, o que impediu conseguir incertezas menores. Assim, todos os rendimentos de danos foram
determinados por dose unitaria absorvida e numero de par de base (1/Gy Gbp).

Os resultados nos mostram que, como as particulas alfas apresentam maior LET, o rendimento

de dano TSB e DSB s&o maiores para tais.

PROTON - 2 MeV 7.11nm 10.770m 14.44nm

Mean Total Dose (Dosis per baich) _|(16.13 £ 0.34)x10~1 15.66 +0.80)x10~* (15052 £0.10)x10-2
TSB yield physics (1/GyGbp) (630 +0.70)x10' (6,90 +0.80)x 10" (7.70 +0.70)x10"
DSB yield physics (1/GyGbp) (2.0240.54) (3.6140.97) (3.5040.90]

|NTSB physics (2553 +0.30)x10* (270 +0.31)x10" (288 +0.25)x10
NDSB physics (0.8040.20) (1.4040.37) (1.3040.33)
PROTON - 10 MeV 7.11nm 10.77nm 14.44nm

Mean Total Dose (Dosis per batch) _|(28.22 £ 0.20)x10"" (160.10 £0.20)x10 °  |(667.60 + 0.83)x10""
TSB yield physics (1/GyGbp) (7.40 +0.50)x10* (1.13 +0.09)x10° (1.80 +0.13)x10%
DSB yield physics (1/GyGbp) (1.8540.53) (2.5140.92) (5.9342.34)

NTSB physics (520 £0.33)x10° (450 +0.34)x10" (3.01 £0.22)x10°
NDSB physics (1.3040.37) (1.0040.37) (1.0040.40)

ALFA - 2 MeV 7.41nm 10.77am 14.44nm

Mean Total Dose (Dosis per batch) _|(6.52+0.40) (3.6040.20) (1534 +0.80)x10°"
TSB yield physics (1/GyGbp) (5.00 +0.70)x10* (6.54 +0.80)x10* (1.28 +£0.17)x10?
DSB yield physics (1/GyGbp) (3.61£0.70) (4.6111.20) (1.34 +0.30)x10!
NTSB physics (7.90 +1.15)x10° (5.65 +0.55)x10° (5.00 +0.80)x10°
NDSB physics (5.9011.30) (3.90+0.84) (5.3011.15)

ALFA - 10 MeV 7.11nm 10.77nm 14.44nm

Mean Total Dose (Dosis per batch) (6.631+0.41) (3.6510.21) (1557 £0.91)x10°*
TSB yield physics (1/GyGbp) (495 +0.55)x10 (7.21 +0.80)x10° (152 +0.18)x10*
DSB yield physics (1/GyGbp) (3.151£0.70) (4.37£0.86) (153 +0.20)x10*
NTSB physics (8.20 +1.14)x10’ (640 +0.65)x10’ (5.78 +0.63)x10’
NDSB physics (5.5041.60) (4.0040.91) (5.8040.70)

Tabela 1 - Probabilidade de dano para 4 feixes de particulas carregadas (prétons e particulas alfas) com energias de 2 e 10 MeV para os
respectivos passos da fibra de 7.11nm, 10.77nm e 14.44nm.
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No entanto, foi necessario rever os resultados obtidos acima, uma vez que a dose total média
(Mean Total Dose) deve ser aproximada para os trés passos de fibra considerando um feixe de energia
especifica. Essa dose média deve ser a mesma, uma vez que conceitualmente tem-se que a dose é o
produto da fluéncia e do “stopping power” de colisao em massa, considerando que esta dose independe
da espessura do material (desde que as particulas se desloquem e nao percam energia suficiente para
fazer com que o “stopping power” mude significativamente). Portanto, como nao ha alteragéo na fluéncia
nas simulacbes acima, a dose total média deveria ser a mesma para os trés passos de fibra
considerando um feixe de energia especifico. Logo, foi revisado as dimensdes da caixa que fornece a

regido de interesse nas simulagdes Monte Carlo e novos calculos e resultados estdo em estudo.

CONCLUSOES:

Foi necessario rever os resultados obtidos acima, uma vez que a dose total média deve ser
aproximada para os trés passos de fibra considerando um feixe de energia especifica. Além do mais, os
resultados acima apresentam somente o dano fisico da radiagdo nesse modelo cromossdmico

desenvolvido, esta também em progresso as simulagdes para 0os danos quimicos.
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