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RESUMO

Quinases dependentes de ciclinas (CDK) controlam a progressdo do ciclo celular. As
CDKs sdo inativas como monOmeros, para sua ativagdao € necessaria sua ligagdo as ciclinas,
uma familia de proteinas, cuja concentragdo oscila durante o ciclo celular, e a fosforilagio pela
quinase ativadora de CDK (CAK), em um residuo especifico de treonina. Além da fungdo
regulatoria positiva das ciclinas e CAK, existem muitas proteinas regulatorias negativas, os
inibidores intrinsecos de CDKs, as CKls. Alteragdes ou auséncias de CKls estdo relacionados
com muitos tipos de canceres. O potencial terapéutico de inibidores naturais encorajam a busca
por inibidores quimicos de CDKs. Estes inibidores bloqueiam a progressao do ciclo celular e
apresentam potencial atividades anti-tumoral. Existem outras aplicagdes relacionadas com
inibidores de CDKs, como por exemplo, o controle de algumas viroses, parasitas protozoarios e

doengas neurodegenerativas. Analises cristalograficas em conjunto com estudos em

bioinformatica de CDKs geram novas informagdes sobre a base estrutural para a inibigdo de

CDKs.

Com o objetivo de estudar a interagdo da proteina CDK1 com varios inibidores e
estabelecer as bases estruturais para a inibigdo da CDKI1, foram realizadas as modelagens
moleculares dos complexos binarios CDK1:Inibidores, utilizando como molde a estrutura
CDK2 complexada com os mesmos inibidores. Para a realizagdo dessas modelagens foi
utilizado o programa PARMODEL, que ¢ uma implementagdo paralela do programa
MODELLER. Os inibidores estudados foram flavopiridol, h717, purvalanol, estaurosporina,
indirubina-5-sulfonato, oxindol 16 (composto3), roscovitina, isopenteniladenina e olomoucina.

O modelo da CDK1 apresenta o garfo molecular no sitio ativo, como observado nas

estruturas da CDK2, CDKS5 e CDKJ9, e apresenta as mesmas caracteristicas estruturais: dois




l6bulos principais, com o l6bulo maior, C-Terminal formado principalmente de hélices a e o

16bulo menor, N-Terminal, formado principalmente de folhas B.

Os resultados obtidos mostram que esses inibidores estdo fortemente ligados ao sitio de
ligagdo do ATP, sugerindo que os inibidores propostos podem inibir a CDK1 com a mesma

eficiéncia apresentada para a CDK2.

AVA
AVAVA

Icm 1 2 3 4 5 6 i unespw.l 12 13 14 15 1e¢ 17 18



ABSTRACT

Cyclin-dependent kinases (CDKs) control the progression of the cell division cycle. CDKs are
inactive as monomers and their activation require binding to cyclins, a diverse family of
proteins whose levels oscillate during the cell cycle, and the phosphorylation by CDK-
activating kinase (CAK) on a specific threonine residue. In addition to the positive regulatory
role of cyclins and CAK, there are many negative regulatory proteins (CDK inhibitors, CKIs).
Deregulation or absence of CKIs has been associated with many cancers. The therapeutic
potential of natural inhibitors have encouraged an active search for chemical inhibitors of
CDKs. These inhibitors block cell cycle progression and display potentially interesting
antitumor activities. There are other application related with inhibitors of CDKs, for example,
the control of some viruses, parasitic protozoa and neurodegeneration diseases. The
crystallographic analysis together with bioinformatics studies of CDKs are generating new

information about the structural basis for inhibition of CDKs.

In order to study the interaction of the CDKI1 protein with several inhibitors and to

establish structural bases for the inhibition of the CDK1, were carried out the molecular model
of the binary complexes CDK 1:Inhibitors, utilizing as template the CDK2 structure complexed
with the same inhibitors. For the achievement of those modeling was utilized the PARMODEL
program, a parallel implementation of the MODELLER program. The inhibitors studied were
flavopiridol, h717, purvalanol, staurosporine, indirubin, oxindole 16 (compound3), roscovitine,
isopentenyladenine and oloumocine.

CDKI1 presents the molecular fork in the active site, as observed in CDK2, CDKS5 and
CDKO9 structures, and presents the same structural characteristics: two main lobes, with the
lager C-terminal lobe consisting predominantly of a-helices and the smaller N-terminal lobe

consisting predominantly of B -sheet.




The results of models CDK1:inhibitors point out that these inhibitors binds strongly and

with the same efficiency to ATP binding site as observed for CDK2.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO

As maiores perspectivas de novas descobertas no campo das ciéncias médicas nas
proximas décadas, estdo centradas no Projeto Genoma. Os pares de bases seqiienciados
recentemente no genoma humano constituem importantes informagdes para a elucidagdo do
genoma completo (VENTER ef al, 2001; LANDER et al, 2001). A compreensdo de
fendmenos moleculares exerce uma fungdo cada vez mais relevante, o que certamente
implicara em avangos significativos na medicina, principalmente, em técnicas de diagnoéstico e
tratamento. Com isso, espera-se que seja possivel iniciar os tratamentos clinicos no feto ou na
primeira infancia, muito antes do surgimento dos primeiros sintomas (SANTOS FILHO & DE
ALENCASTRO, 2001).

Neste contexto, a determinag¢d@o do maior nimero possivel de estruturas tridimensionais
(estruturas terciarias e quaternarias) de proteinas € fundamental para novos avangos no projeto
genoma e na medicina (NORVELL et al., 2000, TERWILLIGER, 2000; YOKOYAMA et al.,
2000; HEINEMANN, 2000). Apesar das consideraveis inovagdes técnicas, sobretudo nas areas
de cristalografia por raios X e ressonancia magnética nuclear (RMN), muitos problemas
basicos persistem. A obtengdo de amostras em quantidade suficiente para os ensaios
necessarios €, em muitos casos, dificil e os cristais obtidos nem sempre tém a qualidade
necessaria para as experiéncias (somente 10% das proteinas, aproximadamente, produz cristais
adequados) (MAGGIO & RAMNARAYAN, 2001). Além disso, em certas classes de
proteinas, como por exemplo, as proteinas de membrana celular, que possuem baixa

solubilidade em meios aquosos, a determinagdo estrutural é um desafio. Essas proteinas




raramente cristalizam e dificilmente podem ser tratadas de modo satisfatorio pela técnica de
RMN.

Por outro lado, a elucidagdo das seqiiéncias de aminoacidos (estruturas primarias) ¢ uma
tarefa relativamente mais simples. Por isto, € visto uma grande diferenga entre o nimero de
estruturas primarias e tridimensionais disponiveis. Para se ter uma idéia do problema, em
fevereiro de 2005 o SWISS-PROT (http://bo.expasy.org/sprot/), 0 mais importante banco de

dados de estruturas primarias, incluia 170.140 seqiiéncias primarias, neste mesmo periodo,

somente 29.040 estruturas protéicas estavam disponiveis no PDB (PROTEIN DATA BANK)

(http://www.rcsb.org/pdb/ - BERMAN et al., 2000), o principal banco de dados de estruturas 3D

de proteinas. Em conseqiiéncia, foram desenvolvidos outros métodos para a determinagdo da
estrutura 3D de proteinas. Como por exemplo, o método ab initio que parte do principio que é
possivel determinar a estrutura tridimensional de proteinas a partir de sua estrutura primaria
(ORTIZ et al., 1998, OSGUTHORPE, 1997, SIMONS et al., 1997; SIMONS et al., 1999).

A ferramenta mais bem sucedida para a determinagd@o de estruturas tridimensionais de
proteinas € a modelagem por homologia, também conhecida como modelagem comparativa
(comparative protein modeling) (SANTOS FILHO & DE ALENCASTRO, 2001,
D'ALFONSO et al., 2001; PEITSCH e CHARIFSON, 1997, ROST et al., 1996, JOHNSON e
al., 1994). Esta abordagem € fundamentada em alguns padrdes gerais que foram observados,
em nivel molecular, no processo de evolugdo bioldgica:

a) Homologia entre sequéncias de aminoacidos implica em semelhanga estrutural e
funcional;
b) Proteinas homologas apresentam regides internas conservadas (constituidas

principalmente de elementos de estrutura secundaria: hélices-a e fitas-p);




c) As principais diferengas estruturais entre proteinas homologas ocorrem nas regides
externas, constituidas principalmente por algas (loops) (SANTOS FILHO & DE
ALENCASTRO, 2001).

Outro fato importante € que as proteinas se unem em um namero limitado de familias
tridimensionais. Existem cerca de 40.000 familias protéicas (ROBERT, 2005).
Conseqiientemente, quando se conhece a estrutura de pelo menos um representante de uma
familia, € geralmente possivel modelar, por homologia, os demais membros da familia
(SANTOS FILHO & DE ALENCASTRO, 2003). Nesta dissertagdo ¢é apresentado a
modelagem comparativa ou por homologia, de nove complexos CDKI:Inibidor utilizando
como molde os complexos CDK2:Inibidor. Dos complexos utilizados como molde, cinco
(CDK2:h717, CDK2:purvalanol, CDK2:estaurosporina, = CDK2:indirubina-5-sulfonato,
CDK2:oxindol 16 (composto3), possuem estruturas tridimensionais depositadas no PDB. Os
quatro complexos restantes (CDK2:roscovitina, CDK2:isopenteniladenina, CDK2:olomoucina
e CDK2:flavopiridol) tem estruturas tridimensionais resolvidas mas ainda n3o foram
depositadas no PDB (KIM et al., 1996; SCHULZE-GAHMEN et al., 1995; DE AZEVEDO et

al., 1996).

1.1  Ciclo Celular e CDK

Todos os organismos sdo constituidos por células, sendo que a maioria se multiplicam

por divisdo celular. Um individuo adulto possui aproximadamente 100 bilhdes de células, todas

derivadas de uma tnica célula. O ciclo celular € divido em quatro fases distintas (M, G1 (e GO),

G2 e S) (figura 1). Durante a fase M (mitose), que € relativamente curta (cerca de uma hora),
ocorre a divisdo celular. A fase G1 que utiliza 0 maior periodo do ciclo celular (6 a 12 horas) é
caracterizada por expressio de genes e sintese de proteinas. Isto permite a célula crescer e

produzir todas as proteinas necessarias para a sintese de DNA. Durante a fase S (6 a 8 horas), a




célula replica seu DNA, dando origem a uma copia de cada cromossomo. Na fase G2 (3 a 4
horas), a célula novamente cresce e prepara-se para a mitose. Ao completar esta fase a célula
entra na fase M novamente, e que ¢ a divisdo celular propriamente dita, podendo em seguida
iniciar um novo ciclo. Muitas células terminalmente diferenciadas, como os neurdénios ou
células musculares que ndo se dividem entram em um estado quiescentes conhecido como GO
(VOET & VOET, 1995) (Alteragdes nestas fases do ciclo de divisdo celular, resultar em
alteragdes na duplicagdo dos cromossomos). Cromossomos ou partes de cromossomos podem
ser perdidos, rearranjados ou distribuidos desigualmente entre as células duplicadas. Estas

alteragdes sdo observadas com freqiiéncia em células cancerosas (WARD, 2002).

Célule com cromossomo no nicleo

/ s s

‘9/ \W‘&Mw.
i@“&

Céiula com cromoesomo duplicado

Figura 1 - Fases do ciclo celular e duplicagdo cromossdmica.

A progressdo pelo ciclo celular é, em parte, controlada, por uma série de proteinas
chamadas quinases dependentes de ciclinas (CDKs), particularmente nas transi¢des de fases,
tanto de G1 para S quanto de G2 para M. As CDKs s3o proteinas com massa molecular entre
33-45 kDa, sdo inativas como mondmeros necessitando se ligar a uma ciclina, que sdo

proteinas com a massa molecular entre 30-45 kDa, para a sua ativagdo (JEFFREY et al.,, 1995).
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Os niveis de ciclinas oscilam durante as fases do ciclo, determinando o momento apropriado de

sua ligacdo as CDKs (figura 2). As ciclinas se associam as CDKs, através de um dominio

especifico conhecido como a caixa de ciclina (cyclin box) (HUNT, 1991). Apoés a associagdo da

ciclina a CDK esta sofre uma ativagdo pela fosforilagdo de residuos de treonina, serina e
tirosina por proteinas ativadoras de CDKs (CAK). Através do dominio catalitico da CDK,
conhecido como nucleo (core) catalitico, complexos CDK/ciclina fosforilam substratos
especificos, ativando-os em diferentes fases do ciclo celular (JEFFREY ef al., 1995).

Ao contrario das ciclinas, que tem a fungdo de promover a progressdo do ciclo celular,
os inibidores do ciclo celular, ou seja, inibidores de CDKs (CKIs), que sdo proteinas
geralmente de baixa massa molecular que se ligam a CDKs ou a complexos CDK/ciclina
(figura 3). No primeiro caso estdo os inibidores da subclasse INK, que se ligam a CDKs
impedindo a formag@o de complexos com as ciclinas, e no segundo caso estdo os inibidores da

subclasse KIP, que ligam aos complexos CDK/ciclina impedindo sua atividade quinasica

(HUNT, 1991).

CICLO CELULAR
EUCARIOTICO

CiclinaE
CDK 2
p21

Figura 2 - Proteinas que regulam as fases do ciclo celular, positiva (ciclinas) e/ou negativamente (CKIs) que sdo
representados em vermelho.




Figura 3 - Mecanismos de inibi¢do dos CKIs durante o ciclo celular, inibi¢do realizada pela subclasse INK que se
liga a CDK impedido a formag¢do do complexo CDK/ciclina ou pela KIP que se liga a complexo ja formado
impedindo que a CDK fosforile outros substratos

As proteinas p53 e a retinoblastoma (Rb) descritas como supressoras de tumores estdo

envolvidas no controle do ciclo celular, sendo centrais na progressdo e/ou interrupgdo do ciclo

celular e entrada ou ndo em apoptose. Por exemplo, a proteina p53 é responsavel pela
interrupgdo do ciclo em Gl quando o DNA contém lesdes, impedindo a ocorréncia da
replicagdo, atrasando a progressdo do ciclo celular até a sua reparagédo, promovendo a apoptose
(suicidio celular). MutagGes na p53, por outro lado, permitem a sobrevivéncia e reprodugéo de
células contendo lesdes no DNA. Desta forma, as células alteradas passam essas mutagdes para
sua descendéncia, que tera depois a oportunidade de acumular mutagdes adicionais
responsaveis pelo desenvolvimento de neoplasias. A maioria dos tumores possuem alteragées
nesta proteina, a sua inativagdo € um dos primeiros passos da progressdo da célula para um

estado maligno (CAl et al., 1993).
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A protedlise e a transcri¢do constituem outros dois processos reguladores importantes
para a progressio do ciclo. A protedlise tem um papel direto na regulagio das CDKs
controlando os niveis de ciclinas, e contribuindo também para outros passos do ciclo celular
tais como alteragdes nas copias dos cromossomos, que ocorrem quando 0s Cromossomos se
separam, na transigdo metafase/anafase. As ciclinas sdo degradadas de um modo seletivo sendo
“marcadas” para destruigio pela conjugagdo com moléculas de ubiquitina, e assim
reconhecidas e degradadas pelo complexo proteolitico proteossoma. Por exemplo, durante a
mitose ocorrem a ubiquitinagdo de diferentes ciclinas por agdo de um complexo protéico
denominado APC. Este complexo, por associagdo a diferentes proteinas reguladoras, tem
especificidade diferente para as varias ciclinas em diferentes fases da mitose. Deste modo as
ciclinas mitoticas nao sido todas degradadas simultaneamente, mas sim em fases especificas.
Assim, aumento e diminuigdo sucessivas na concentra¢dao de cada ciclina sdo obtidos pela
coordenagdo entre a sua transcri¢ao e a sua degradagdo pelo proteossoma. Este duplo controle
assegura que a concentragao de cada ciclina atinja o nivel necessario para ativar o seu parceiro

catalitico (CDK), na fase correta do ciclo celular. A destruigdo programada das células

(apoptose) €, por outro lado, um passo importante que permite a célula passar a proxima fase

do ciclo. Por esta razdo, células mutantes que ndo conseguem degradar as ciclinas mitéticas
ficam paradas em mitose e ndo entram na fase G1 (VALENTINI et al., 2004).

Recentemente estudos realizados com células eucarioticas onde genes de algumas
CDKs foram suprimidos resultaram na progressio de diferentes fases do ciclo celular,
indicando que as CDKs ndo s3o essenciais para a progressdo do ciclo (ALEEM e al., 2004;
BERTHET ef al., 2003; MALUMBRES ef al., 2004). Mesmo assim o interesse na descoberta
de inibidores de CDKs como possiveis drogas anti-tumorais continua grande, visto que
diversos inibidores de CDKs sdo eficientes como drogas anti-tumorais, entre eles o flavopiridol

e a roscovitina (CANDURI & DE AZEVEDO, 2005).




1.2 Quinase dependente de Ciclina 1 (CDK1)

Em meados da década de 70, Paul Nurse seguindo a abordagem de Hartwell — que usou
métodos genéticos e um sistema modelo de levedura Saccharomyces cerevisiae (DORER et al.,
1995) para estudar ciclo celular, e entre 70 e 71 descobriu centenas de genes envolvidos na
progressdo do ciclo celular - descobriu o gene cdc2 utilizando outro tipo de levedura como
sistema modelo: a Schizzosaccharomyces pombe. Nurse demonstrou que este gene tem um
papel chave no controle da divisdo celular (transigdo da fase G2 para a mitose, M). Mais tarde
descobriu que este gene tinha uma fungdo mais geral. Era idéntico ao gene cdc28 "start", que
Hartwell identificara anteriormente na levedura S. cerevisiae, controlando a transigdo de Gl
para S. a Cdc2 estaria entdo envolvido na regulagdo de diferentes passos do ciclo celular. Em
1987, Nurse isolou o gene correspondente em humanos, ao qual foi posteriomente dado o nome
de CDK1 (quinase dependente de ciclina 1). O gene codifica uma proteina que € membro da
familia das quinases dependentes de ciclinas (CDK). Nurse demonstrou que a ativa¢do das
CDKs € dependente de fosforilagdo ou desfosforilagdo. Com base nestas descobertas, varias

CDKs foram encontradas em humanos (LEE e NURSE, 1987).

A CDKI1 € composta por 297 residuos, sua massa molecular é de 33 kDa. Ela esta
envolvida na progressdo do ciclo celular. Na fase G1 a CDK1 sofre a fosforilagdo do residuo
de treonina 161 pela quinase ativadora de CDK, a CAK, que nesta fase € exercida pela CDK7.
Na fase seguinte (Fase S), a CDKI1 se associa a ciclina B formando o complexo Ciclina B/CDK
e duas outras proteinas a weel e a mytl sdo responsaveis pela fosforilagdo dos residuos de
treonina 14 e tirosina 15, inativando a CDK. Ao se aproximar da transigdo G2/M a CAK cdc25,
que € a proteina responsavel pela ativagdo da CDK1, desfosforila os residuos treonina 14 e
tirosina 15, permitindo a ligagdo de uma molécula de ATP ao sitio de ligagdo da CDKI, ja na

fase M. a CDK1 forma o complexo CDK1/ciclina B, e em seguida fosforila seu substrato alvo.




A fosforilagdo do “complexo promotor da anafase” é necessaria para a transigido para a anafase,
que ¢ a fase na qual ocorre a separa¢do dos cromossomos, e a finalizagdo da mitose, a ciclina é
liberada e degrada, e a CDKI1 volta a fase G1 (figura 4) (CAI ef al., 1993). Esses eventos

sucessivos de ativagdo e inibigdo dos complexos CDK/ciclina s3o fortemente regulados por

modificagdes pds-traducionais e translocagdes intracelular (BRUCE et al., 1994).

Thr14 e Tyr15

Figura 4 - Atividade da CDK1 durante o ciclo celular em uma célula animal.
(VOET & VOET, 1995)
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1.3  Quinase dependente de Ciclina 2 (CDK?2)

A CDK?2 participa da regulagdo do ciclo celular, nas fases G1 formando complexos com
as ciclinas D (1-3) e na fase G2 formando complexo com a ciclina A, é uma proteina formada
por 298 residuos, sua massa molecular é 34 kDa. A CDK2 apresenta uma estrutura bilobular,
com um pequeno dominio N-terminal formado por cinco fitas  antiparalelas que formam uma
folha B e a presenga de uma unica hélice a. O dominio maior C-terminal é formado
predominantemente por hélice a com a presen¢a de uma pequena folha B e um empacotamento

pseudo-4-helicoidal. Na interface desses dois dominios esta localizado o sitio de ligagdo do

ATP (figura 5) (CANDURI & DE AZEVEDO, 2005).

\ N-Terminal

C-Terminal

Figura 5§ - Estrutura secundiria da CDK2




1.4 Inibidores

Os inibidores de CDK2 apresentam algumas caracteristicas similares que facilitam sua
ligagdo ao sitio ativo da CDK2: 1) possuem baixa massa molecular (> 600Da); 2) eles sido
planos, heterociclicos e hidrofobicos; 3) competem com o ATP para se ligar ao sitio ativo da
quinase; 4) sua ligagdo a quinase ¢ feita principalmente por interagdes hidrofobicas e por
ligagdo de hidrogénio e 5) o carbono da cadeia principal e amina da cadeia lateral da Leu83,
agem respectivamente, como um aceitador € um doador de hidrogénio aos inibidores, ao passo
que o carbono da cadeia principal do Glu81 age freqiientemente como um aceitador de
hidrogénio (DE AZEVEDO et al, 1997). Existem mais de 50 moléculas descritas como
possiveis inibidores da CDK2. Nesta dissertagdao sdo apresentadas informagdes de nove desses

inibidores, que foram modelados em complexo com a CDKI1. Sendo que, cinco deles

(flavopiridol, roscovitina, indirubina e uma forma hidroxilada de estaurosporina 0 UCN-01)

estdo em fase de testes clinicos. A figura 6 e a tabela 1 apresentam as formulas estruturais,

nome, féormula molecular e massa molecular respectivamente de todos os inibidores estudados.




Tabela 1 - Nome completo, formula molecular e massa molecular de todos os inibidores.

Nome do Inibidor

Formula
Molecular

Massa
Molecular
(Da)

Flavopiridol 4H-1-Benzopyran-4-one, 2-(2-chlorophenyl)-5,7-dihydroxy-
8-(3-hydroxy-1-methyl-4-piperidinyl)-, hydrochloride, (-)-cis-

C,1H20CINOSHCI

438,00

H717 (2-| Trans-(4-Aminocyclohexyl) Amino]-6-(Benzyl-Amino)-9-
Cyclopentylpurine)

C23H3 IN?

405,5

Purvalanol 2-(1r-Isopropyl-2-Hydroxyethylamino)-6-(3-Chloroanilino)-9-
Isopropyl-Purine

C19H;5CINsO;Cl

3889

Staurosporine Antibiotic AM-2282

C2sH1¢N4O;

466,5

Indirubina-5-Sulfonato  (2',3-Dioxo-1,1',2',3-Tetrahydro-2,3'-Biindole-
5'-Sulfonic Acid)

(CiHsN2O5S)

262.1

Oxindole 4-[(7-Oxo-7h-Thiazolo[5,4-E]Indol-8-YImethyl)- Amino]-N-
Pyridin-2-Y1-Benzenesulfonamide

C21HisNsOsS,

1332

Roscovitina 2-(S)-(1-Ethyl-2-hydroxyethylamino)-6-benzylamino-9-
isopropylpurine

C 19H26N 60

3545

Isopenteniladenina (N° — (A” — isopentenyl)adenine (iP)

C9H13N5

174,2

Olomoucina 2-(Hydroxyethylamino)-6-Benzylamino-9-Methylpurine

C] SHI 8N60

2983




OH O
Flavopiridol

HN—CHg

Estaurosoorina

Oxindol 16 H

(8] :%H“:D
(8

Indirubina-5-sulfonato

0,NH, (-/\I/\NH
S, | '>
130\/!\ Hc/J\

OH

Roscovitina

H;C
Purvalanol

Isopentenyladenine

X

e HO\/\N)\

Olomoucina

c':Ha

Figura 6 - Formula estrutural de todos inibidores estudados
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1.5 MODELLER

O programa MODELLER (SALI & BLUNDELL, 1993) (http://salilab.org/modeller/),

implementa uma abordagem automatizada para a modelagem por homologia de estruturas

tridimensionais de proteinas baseada na satisfagdo de restricdes espaciais (Apéndice A). A

modelagem de uma proteina alvo, pelo método da homologia baseia-se no conceito de
evolugdo molecular, isto é, parte do principio de que ha semelhanga entre as estruturas
primarias da proteina alvo e de proteinas homologas cujas estruturas tridimensionais sido
conhecidas (proteinas molde), implica em similaridade estrutural entre elas. A figura 7 mostra
um esquema geral dos principais processos de modelagem de proteinas por homologia, dos
passos apresentados na figura freqiientemente sido utilizados quatro passos. Nas modelagens

realizadas neste projeto de mestrado foi seguido basicamente quatro passos sucessivos:

* Identificag@o e seleg¢do de proteinas molde;

¢+ Alinhamento das seqiiéncias primarias;

Construgdo das coordenadas atdmicas do modelo;

Otimizagdo e validagdo do modelo.




IDENTIFICACAO DE MOLDES

(!

ALINHAMENTO DE SEQUENCIAS

:

CONSTRUCAO DA CADEIA PRINCIPAL
DAS REGIOES CONSERVADAS

b MODELAGEM DAS

CADEIAS LATERAIS

MODELAGEM DAS ALCAS

v
"MODELO PRIMITIVO"

Y
OTIMIZACAO E VALIDACAO

OK?

Sim

FIM

Figura 7 - Esquema geral dos principais passos da modelagem por homologia.

1.5.1 Identificacio e seleciio de proteinas molde

A primeira etapa do método € a identificagdo de pelo menos uma proteina cuja estrutura

tridimensional seja conhecida, que servira de molde para a determinagdo da estrutura da

proteina alvo. Inicialmente é feita uma busca por moldes em um banco de dados de estruturas

tridimensionais (PDB) (http://www.rcsb.org/pdb/). Duas situa¢Ges sdo, em geral, possiveis:

a) E conhecida a familia protéica a que a proteina alvo pertence;
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b) Nido se sabe a que familia a proteina alvo pertence. Entdo € definido a partir do
alinhamento.
No primeiro caso, € suficiente selecionar a proteina molde diretamente do PDB. Ja no

segundo caso, o método mais simples é procurar de forma sistematica um ou mais moldes

adequados em banco de dados de estruturas primarias. Podem ser utilizadas ferramentas de

busca, como o BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ ) (ALTSCHUL et al., 1990) ou o
FastA (www2.ebi.ac.uk/fasta3 ) (PEARSON, 1990), em bancos de dados de seqiiéncias de
pares de bases de DNA ou de aminoacidos, como por exemplo, o GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov/GenBank) (BENSON ef al, 2000) ou o SWISS-PROT

(www.ebi.ac.uk/swissprot - GASTEIGER ef al., 2001) ou outras ferramentas, como o "Protein

Identification Resource" (PIR) (BARKER ef al., 2000). Se o grau de identidade entre as
estruturas primarias das proteinas molde e da proteina alvo for igual ou superior a 30%, existe
alta probabilidade de que estas proteinas tenham estruturas tridimensionais semelhantes, sendo

possivel construir um modelo para a proteina alvo.

1.5.2 Alinhamento das seqiiéncias de residuos de aminoacidos

O método para alinhamento de seqiiéncias determina tipicamente a similaridade entre as
sequéncias utilizando uma matriz de valores para cada substituigdo possivel durante o
alinhamento. As matrizes mais utilizadas sdo baseadas no modelo de Dayhoff (DAYHOFF e
ECK, 1968) de taxas evolucionarias e no modelo de Needleman e Wunsch de probabilidade
(NEEDLEMAN e WUNSCH, 1970). O alinhamento pode ocorrer em pares seqiienciais ou
entre trés ou mais seqiiéncias. A comparagdo entre duas seqiiéncias recebe o nome de
“alinhamento de pares”, ja o alinhamento entre trés ou mais seqiiéncias recebe o nome de

“alinhamento multiplo”. Esses alinhamentos podem ser globais, locais ou multiplos.




1.5.2.1 Alinhamento global

O alinhamento global considera a seqiiéncia completa de residuos. Nesse tipo de
alinhamento, as penalidades tanto para os intervalos de abertura como para os intervalos na
extensdo sdo bastante altos. Portanto, formagdes de blocos durante os alinhamentos sdo
inexistentes € o que se observa sdo pequenas regides ou alguns poucos intervalos espalhados ao
longo da seqiiéncia, preservando o maior nimero possivel de residuos alinhados. Esse tipo de
alinhamento ¢ apropriado para seqiiéncias que possuem grande similaridade em todo o seu
comprimento, ja que o alinhamento ¢ otimizado em toda a sua extensdo (FITCH, 1966; GIBBS

e MCLNTYRE, 1970).

1.5.2.2 Alinhamento local

Os alinhamentos locais podem ser representados como blocos com auséncia de
intervalos. A formagdo de blocos € facilitada pela baixa penalidade imposta aos intervalos de
abertura e para os intervalos de extensdo. Logo, uma seqiiéncia de residuos podera ter maior
“mobilidade” e deslocar um grande numero de residuos através da inser¢do ou delegdo de
intervalos. Esse tipo de alinhamento € apropriado quando as seqiiéncias mostram regides

isoladas de similaridade, por exemplo, dominios multiplos ou repetigdes.

1.5.2.3 Alinhamento multiplo

Quando se dispde de um banco de dados de seqiiéncias primarias o alinhamento

multiplo sempre sera a melhor opgio, ja que um grande grupo de proteinas podem ser alinhadas

e as regides semelhantes ficam ainda mais destacadas. O alinhamento de trés ou mais

seqiiéncias primarias pode ser dividido em quatro categorias:

+ Extensdo de um alinhamento de pares utilizando programagdo dinamica;

+ Extensdes hierarquicas de métodos;




*

*

Métodos de seguimentagao;

Métodos consensuais.

O objetivo € alinhar residuos estruturalmente equivalentes levando em conta

caracteristicas estruturais comuns, tais como, elementos de estrutura secundaria e o sitio de

ligagao (BARTON, 1996).

1.5.3 Construcio das coordenadas do modelo

A localizagdo no espago tridimensional do maior nimero possivel de atomos da

proteina alvo depende do alinhamento (PEITSCH, 1997). Uma variedade de métodos podem

ser usados para construir um modelo tridimensional para a proteina alvo. Partindo do principio

de que a conformagdo da cadeia principal da estrutura molde pode ser transferida para ela.

Existem muitos métodos de modelagem dessas regides conservadas. Os mais importantes s3o:

*

Modelagem pela unido de corpos rigidos ("modeling by rigid-body assembly” -
BLUNDELL et al., 1987; GREER, 1990);
Modelagem pela combinagdo de segmentos ("modeling by segment

matching")(CLAESSENS et al., 1989; LEVITT, 1992);

Modelagem pela satisfagdo de restrigdes espaciais ("modeling by satisfaction of spatial

restraints") (SALI e BLUNDELL, 1993; ASZODI e TAYLOR, 1996, SRINIVASAN e

MARCH 1993).

O ultimo método € o que esta implementado no MODELLER para realizar a construgdo

dos modelos.




1.5.4 Modelagem das regides de al¢as

As diferengas funcionais entre membros de uma mesma familia protéica sdo, em geral,
consequiéncia de diferengas estruturais na superficie das proteinas. Essas diferengas provém de
substituigdes, eliminagdes e inser¢des de residuos nas cadeias de proteinas homologas,
principalmente nas algas, regiGes mais expostas da proteina. Por serem regides onde ocorrem
variagdes estruturais, as algas geralmente determinam a especificidade das proteinas,
contribuindo para a formagdo conformacional dos sitios de ligagdo (no caso de enzimas: sitios
ativos) (FISER et al., 2000). As conformagdes das algas devem ter baixa energia interna e ndo
interagir desfavoravelmente com o restante da proteina. Devido a estas complicagdes, a
modelagem de algas €, sem divida, a etapa mais dificil da predigdo de modelos de proteinas. A
modelagem das algas pode ser vista como um problema de enovelamento de proteinas. As algas
sdo geralmente pequenas e isto provoca distor¢des de enovelamento dificeis de avaliar. Além
disso, a conformagdo de um dado segmento (de alga) € influenciada por toda estrutura da
proteina (FISER et al., 2000). Consequentemente, s3o nestas regides que existem maiores
probabilidades da ocorréncia de erros na modelagem.

Os métodos de predigdo de algas sdo classificados em: métodos ab initio (FINE et al.,
1986; MOULT e JAMES, 1986; BRUCCOLERI ¢ KARPLUS, 1987), que sdo baseados em

uma analise conformacional que depende do ambiente estrutural e € guiada por uma fungéo de

energia e métodos comparativos, baseados na semelhanga com fragmentos de estruturas

conhecidas. Este método utiliza bancos de dados de estruturas de algas de proteinas
armazenadas no PDB, onde é possivel procurar, para cada alga da proteina alvo, estruturas que
tenham as conformagGes energética e geometricamente mais favoraveis. Uma vez obtidos os
modelos de alga, o sistema € otimizado por mecanica molecular. Esta metodologia é mais
eficiente quando o nimero de aminoacidos das algas € pequeno, geralmente menor do que oito

(GREER, 1980; JONES e THIRUP, 1986, CHOTHIA et al., 1987).




E possivel reduzir, em alguns casos, as limitagdes inerentes aos métodos comparativos

pela aplicagdo de métodos hibridos, que combinam a abordagem por bancos de dados e os
métodos ab initio (CHOTHIA et al., 1986; MARTIN et al., 1989; MAS et al.,1992; VAN
VLIJMEN e KARPLUS, 1997). As algas modeladas sdo selecionadas de acordo com critérios
como a exposi¢do de grupos hidrofobicos na superficie e a necessidade de baixas energias

conformacionais relativas (PEITSCH e CHARIFSON, 1997).

1.5.5 Modelagem das cadeias laterais

Como no caso das algas, as conformagdes das cadeias laterais também sdo modeladas a
partir de dados estéricos e energéticos de estruturas semelhantes obtidas experimentalmente
(VASQUEZ, 1996; SANCHEZ e SALI, 1997). A modelagem é feita com o auxilio de bancos de
dados de rotameros permitidos de cadeias laterais (), derivados de estruturas 3D depositadas no
PDB em alta resolugdo (PEITSCH e CHARIFSON, 1997). A figura 8 define esquematicamente

os angulos torcionais de proteinas.

Figura 8 - Definigdo dos angulos de torgdo da cadeia principal (® e V) e das cadeias laterais (yn).

A utilizagdo de "bibliotecas" de cadeias laterais (ou "cole¢des", termo menos utilizado
na area) como, por exemplo, a desenvolvida por Dunbrack Jr. e colaboradores (BOWER et al.,
1997), € um dos métodos mais eficientes de predi¢do da estrutura das cadeias laterais de

proteinas. Elas permitem estimar a probabilidade de cada cadeia lateral assumir uma




determinada conformagdo (),) em fungdo dos dngulos conformacionais da cadeia principal ( @
e '¥) e do tipo de residuo. A precisdo aproximada do método é de 82% para o angulo diedro y; €
de 72% para os diedros y; € x., tomados simultaneamente. Esta precisio € alcangada para pares
de estruturas que compartilham de 30 a 90% de identidade.

Quando as cadeias laterais estdo localizadas na superficie da proteina, deve-se incluir
termos de solvatagdo no processo de modelagem (CREGUT et al., 1994; WILSON et al.,
1993). Além disso, a inclusdo de termos que descrevem as ligagdes de hidrogénio melhora
significativamente a predi¢do da estrutura das cadeias laterais (DUNBRACK e KARPLUS,
1993).

As pontes de dissulfeto € um problema especial e as cadeias laterais deste tipo sdo
modeladas com o auxilio de informagGes estruturais derivadas de pontes de dissulfeto

equivalentes em estruturas semelhantes (JUNG ef al., 1994; SALI e OVERINGTON, 1994).

1.5.6 Validacdo e otimiza¢dao do modelo

Apos a construgdo do modelo da proteina alvo € necessario realizar a otimizagao e a
validagdo deste modelo. As interagdes desfavoraveis entre atomos nao-ligados, bem como as
energias de angulos torcionais e de ligagdo sdo otimizadas por mecdnica molecular. Deve
avaliar a qualidade do empacotamento global da proteina, os possiveis erros estruturais em
regides localizadas e os parametros estereoquimicos (JOHNSON et al., 1994). A qualidade
estereoquimica do modelo € de grande importancia. O programa mais utilizado para analise

estereoquimica ¢ o PROCHECK (www.biochem.ucl.ac.uk/~roman/procheck/procheck.html)

(LASKOWSKI et al, 1993). E possivel utilizar também o programa VERIFY 3D

(http://www.doe-mbi.ucla.edu/Services/Verify_3D/), que mede a compatibilidade da proteina

alvo com sua seqiiéncia de aminoacidos, usando seu perfil tridimensional (BOWIE ef al.,

1991).




Em muitos casos, a probabilidade de ocorréncia de erros em um modelo de proteina
construido pelo método da homologia € inversamente proporcional ao grau de identidade entre
as sequiéncias de residuos utilizadas. Em geral, os erros ndo se distribuem igualmente por toda a
estrutura (D'ALFONSO ef al., 2001). Como um primeiro critério, os RMSD (Root mean
Squared Deviations) das distancias entre os atomos da cadeia principal de estruturas
conservadas de pares de proteinas dependem do grau de identidade das seqiiéncias utilizadas

(CHOTHIA et al., 1986). Pares de proteinas com grau de identidade superior a 50%, em geral,

apresentam, valores de RMSD inferior a 1,0 A para a proteina como um todo. Cada modelagem

€ um problema particular e € necessario lembrar que a construgdo de um modelo de proteina é
uma tarefa que deve ser fundamentada em principios de evolugdao molecular para cada grupo

especifico de proteinas homologas.

A modelagem por homologia € uma area da bioinformatica importante no campo de
biologia estrutural, bioquimica e biofisica, particularmente em estudos relacionados com o
genoma, permitindo acelerar o processo de elucidagdo de estruturas protéicas e avaliagao das

interagdes das proteinas com ligantes, em curto espago de tempo a custos reduzidos.




CAPITULO 2

OBJETIVOS
A proposta deste projeto foi modelar e analisar as estruturas dos seguintes complexos:
CDK1:Flavopiridol, CDKI1:H717, CDK1:Purvalanol, CDK1:Estaurosporina,
CDK:Indirubina-5-Sulfonato, CDK1:0Oxindol 16 (composto3), CDKI1:Roscovitina,
CDK1:Isopenteniladenina ¢ CDK1:0lomoucina, utilizando os complexos de CDK2 com os
mesmos inibidores como molde. Obter informagdes da interagdo dos inibidores propostos com
a proteina em estudo e estabelecer bases estruturais para a inibigdo da CDK1, que permitira o

desenvolvimento de inibidores mais especificos.
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CAPITULO 3

METODOS

Para realizar a modelagem por homologia dos complexos da CDK1 com diferentes

inibidores foi usado o programa PARMODEL (Apéndice B) (UCHOA et al., 2004). O

PARMODEL distribui seus trabalhos em cluster Beowulf de 16 nés em ambiente Linux,
objetivando maior rapidez nas respostas. Ele utiliza uma biblioteca em linguagem C, MPI
(Message Passing Interface), que controla a distribuigdo dos trabalhos para o cluster,
permitindo a paralelizagdao da execugdo do MODELLER (Apéndice A) e diminuindo o tempo
de processamento do processo de modelagem. O PARMODEL foi projetado para integrar os
principais programas usados no processo de modelagem por homologia, € subdividido em
quatro moédulos: modelagem, avaliagdo, otimizagdo e visualizagio. O PARMODEL foi

utilizado para a realizagao das modelagens e analises de resultados.

3.1 Modelagem dos complexos

Na interface do programa PARMODEL, foram fornecidos como arquivos de entrada, o
arquivo contendo a estrutura primaria da CDK1 e o arquivo no formato pdb do complexo
CDK2:Inibidor. Para cada seqiiéncia primaria da CDKI1 e cada conjunto de coordenadas
atomicas (arquivo .pdb), foi determinado que deveria ser construido 1000 modelos. A construgdo
de varios modelos aumenta a possibilidade de obter boas estruturas porque as mudangas nas
restricbes espaciais iniciais podem gerar diferentes conformagdes na estrutura final. Foram
enviados por enderego eletronico um arquivo anexado compactado com a estrutura dos dez

melhores modelos, o resultado dos alinhamentos, uma lista com a fungdo objetiva do




MODELLER para todos modelos construidos e os resultados das analises para os melhores
modelos. Esses modelos foram classificados com base na fungdo objetiva do MODELLER que
tinha o valor mais baixo. O valor da fungdo objetiva do MODELLER ndo ¢ uma medida
absoluta, podendo ser usado somente para classificar modelos construidos para o mesmo
alinhamento (SALI e BLUNDELL, 1993). Para realizar o alinhamento o PARMODEL usa o
alinhamento perfil-perfil do comando SALIGN do MODELLER-6v2 (OHLSON et al., 2004). O
método de alinhamento perfil-perfil ¢ ao menos 30% melhor do que o método padrio de
alinhamento da seqiiéncia-perfil, ambos em sua habilidade de reconhecer super familias de
proteinas relacionadas e na qualidade dos alinhamentos obtidos (HOOFT et al., 1996).
Atualmente, o PARMODEL retorna os resultados das modelagens, contendo um arquivo
anexado compactado com a estrutura do melhor modelo, o resultado do alinhamento, uma lista
com a fungdo objetiva do MODELLER para todos modelos construidos e os resultados das

analises para o melhor modelo.

3.2 Analises dos modelos

As analises das qualidades estereoquimicas dos modelos finais dos complexos

CDK1:Inibidores e das estruturas usadas como moldes foram realizadas com a execugdo do

programa PROCHECK (LASKOWSKI et al., 1993). O PROCHECK realiza uma verificagdao

detalhada na estereoquimica da estrutura da proteina. Os arquivos de entrada do programa foram
os arquivos de coordenadas 3D (formato .pdb) de cada complexo. Seus arquivos de saida
compreendem varios arquivos no formato postScript (.ps) e uma lista detalhada de residuo-por-
residuo. O PROCHECK faz uma avaliagao da qualidade total da estrutura, utilizando pardmetros
estereoquimicos derivados de estruturas resolvidas em alta resolugdo, destacam também as
regides que podem necessitar de uma investigagdao adicional. Por exemplo a geometria

covalente, planaridade (checa a planaridade de anéis aromaticos e grupos terminais através do




valor do RMS), angulos diédricos, que € a distribuig¢do através dos angulos ¢ e ¢ formados entre
o carbono a e o nitrogénio (C-N) e entre o carbono e o carbono a (C-C,), respectivamente
(figura 9). Como cada padrdo de estrutura secundaria possuem faixas de valores preferenciais ou
estereoquimicamente permitidos para esses angulos, ocorre a formagio de regides especificas no
diagrama onde os residuos tendem a aparecer. Os residuos podem ser localizados em uma das

seguintes regides: permitida (Most Favorable), adicionalmente permitida (Additional Allowed),

generosamente permitida (Generously Allowed) e ndo permitida (Disallowed). Este programa é

fundamental na analise dos modelos gerados e para uma melhor visualizagdo da posi¢do dos
residuos com relagdo ao diagrama de Ramachandran, determinando o percentual dos residuos

que estdo em regides permitidas (RAMAKRISHNAN e RAMACHANDRAN, 1965).
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Figura 9 - Angulos de torg3o da cadeia polipeptidica, dois grupos peptidicos planares s3o mostrados. Os tinicos
movimentos razoavelmente livres sdo a rotagdo em torno da ligagio C.-N (¢) e da ligagdo C-C, (¢). Por
convengio, ¢ e ¢ tém 180° na conformagdo apresentada e aumenta, como indicado, na dire¢fio hordria quando
visto a partir do C,.

Com a execugdo do programa PROCHECK também foi possivel obter o G-fator, que
fornece a medida do desvio de dngulos torcionais, distancias de ligagdes covalentes e angulos
da cadeia principal. O G-fator € essencialmente uma contagem das probabilidades baseadas nas
distribuigGes observadas destes pardmetros estereoquimicos. Quando aplicado a um dado
residuo, um valor de G-fator baixo indica que a propriedade corresponde a uma baixa

probabilidade conformacional. Os residuos que caem nas regides ndo permitidas do diagrama
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de Ramachandran terdo um G-fator baixo (ou muito negativos). E possivel calcular o G-fator
global que envolve os diversos G-fator calculados para toda a estrutura, num unico namero.
Assim, se uma proteina tiver muitos residuos com G-fator abaixo de — 1,00, este valor indica
que existem erros com relagdo a qualidade estereoquimica total do modelo obtido. O ideal €
que o valor do G-fator obtido seja maior que —0,5.

Os modelos finais também foram examinados pelo programa VERIFY 3D (BOWIE et
al.,1991) que mede a compatibilidade entre a seqiéncia primaria e a estrutura 3D de uma
proteina. Para medir essa compatibilidade o VERIFY 3D utiliza trés operagdes:

+ E realizada a redugdo da estrutura tridimensional em uma seqiiéncia unidimensional
dentro de ambientes quimicos, um para cada residuo, onde cada residuo na estrutura 3D

é classificado em uma das 18 classes ambientais. Esses ambientes sdo categorizados por

trés estados da cadeia principal, da estrutura secundaria e por seis estados da cadeia

principal para as combinag¢des de estados enterrados/exposto e polar/apolar.

A preferéncia de diferentes aminoacidos em diferentes classes ambientais sdo

empiricamente determinadas e representadas por uma matriz de comparagio (matriz

3D-1D - BOWIE et al., 1991) que descreve a probabilidade de se encontrar cada um
dos 20 aminoacidos em cada uma das 18 classes de ambientes quimicos. O VERIFY 3D

determina a probabilidade, por residuo, de acordo com o tipo de aminoacidos € a

natureza do ambiente quimico calculado no passo anterior. A matriz 3D-1D ¢é

previamente conhecida e derivada de uma analise de estruturas conhecidas de boa

qualidade. O resultado é uma medida da compatibilidade entre a seqiiéncia primaria e

sua estrutura 3D descrita pelo seu perfil tridimensional (LUTHY ef al., 1992). E

determinado empiricamente o indice global esperado de Sisear = exp (-0,83 + 1,008 x
In(L)) de compatibilidade entre a seqiiéncia e a estrutura 3D. Valores proximos de

0,45S:4ea1 indica que a qualidade do modelo € questionavel. Se os valores forem menores




que 0,45 Siga, esses valores indicam que a estrutura € incorreta. Para os modelos
corretos os valores considerados ideais sdo os valores acima de 0,45 S;geal.

Utilizando a Matriz 3D-1D a estrutura da proteina pode ser convertida para o perfil
tridimensional. E realizado um alinhamento da seqiiéncia priméaria com o perfil
tridimensional, onde a qualidade do alinhamento é a medida da compatibilidade da
sequiéncia com sua estrutura 3D descrita por seu perfil tridimensional (LUTHY et al.,
1992).

O escore total € a soma de todos 3D-1D escores que sdo as preferéncias estatisticas de

cada residuo presente na proteina. Esse calculo pode ser representado pela seguinte expressio:

Escore total = Z Nij ln("—-—-—p(] J))
~ pi
i

onde N; € o numero de residuos i no ambiente j, p(i:j) € a probabilidade de encontrar um

residuo 1 em um ambiente j e pi € a probabilidade total de encontrar um residuo 1 em um

ambiente (BROWIE er al.,, 1991). O escore ideal representa a soma das probabilidades
individuais dos residuos, que € calculado utilizando a expressdo abaixo.

(~0,83+1,008x In(L))

Sideal 5

onde L é o nimero de aminoacidos, e finalmente o Sigea1 €score que descreve a compatibilidade
da seqiiéncia com sua estrutura 3D, pode ser obtido pela razdo do escore total com escore Ideal,
logo:

& g Total Score
: COIE = =
o Ideal Score

Os valores Considerados ideais sdo aqueles que apresentam resultados acima de 0,45

Sideal-




O X-PLOR (http://xplor.csb.yale.edu/xplor/download/distributions/) ¢ um programa

para refinamento de estruturas cristalograficas ou resolvidas por RMN. Ele possui varias
rotinas de analise estrutural (Seu foco principal € a determinagdo da estrutura tridimensional de
uma macromolécula usando dados de difragdo de raios X ou RMN). O programa é baseado em
uma aproximagdo da fungdo de energia: combinages arbitrarias empiricas, geométricas e
termos de energia efetiva descritas experimentalmente podem ser usados. A fungdo energia
combinada pode ser minimizada por uma variedade de gradiente descendente, Simulate
Annealing e procedimento de busca conformacional. O X-PLOR foi o primeiro programa a
combinar dados de difragdo de Raios X e refinamento por dinamica molecular. Desde entdo, o
programa foi submetido a um desenvolvimento intenso, e o foco deslocou do refinamento para
a determinagdo de estrutura. A rotina utilizada deste programa foi a que determina o RMSD
dos modelos em relagdo a geometria ideal (ENGH e HUBER, 1991). Tal avaliagdo fornece um
parametro indicativo da proximidade dos valores de distancia de ligagdes, o angulo de ligagdo e

de tor¢do em relagdo aos valores esperados (BRUNGER, 1992).

3.3 Anilises das interacdes do inibidor com a proteina

A especificidade e afinidade entre uma enzima e seu inibidor dependem de interagdes

idnicas, ligagdes de hidrogénio, interagdes eletrostaticas, interagdes hidrofobicas, enfim,

complementaridade das suas superficies de contato (CANDURI et al., 2001; DE AZEVEDO
JR. etal., 2001; KIM et al., 1996). Para verificar a existéncia dessas interagdes e para analisar
as interagdes existentes foram executados varias rotinas e programas. As rotinas € 0s
programas utilizados foram:
* Para analisar as interagdes atOmicas quanto a complementaridade de forma e
complementaridade eletrostatica das cargas na superficie da proteina, foi executado o

programa GRASP (NICHOLLS ef al, 1991).




*

O programa XtalView foi utilizado para verificar a existéncia e a distancia das ligagGes
de hidrogénio dos inibidores com a proteina alvo e a proteina molde.

Para verificar os valores da area de contato entre o inibidor e a proteina em estudos,
foram executadas as rotinas areaimol, diffarea e resarea, do pacote CCP4 (CCP4, 1994).
Os programas mais utilizados nos processos de alinhamentos sio o BLAST
(ALTSCHUL et al., 1997 - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/bl2.html), o
FastA (PEARSON,1990 - http:/fasta.bioch.virginia.edu/fasta/fasta_list.html), o
CLUSTAL ( JEANMOUGIN et al.,, 1998 - http://dot.imgen.bcm.tmc.edu/multi-
align/Help/clustalw.html), e o MULTALIN (CORPET, 1988
http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html). O alinhamento das seqiiéncias
primarias da CDK1 e CDK2 foi realizado no MULTALIN.

O programa MOLSCRIPT (KRAULIS, 1991) foi utilizado para gerar uma

representagdo dos elementos de estrutura secundaria dos complexos em estudo.




CAPITULO 4

RESULTADOS E DISCUSSOES

A analise da qualidade estereoquimica dos modelos finais dos complexos
CDK1:Inibidores obtidos e da estrutura utilizada como molde foram executadas com base nos
diagramas de Ramachandran, que é um dos resultados fornecidos pelo PROCHECK. No
diagrama de Ramachandran pode ser visto a distribui¢gdo dos angulos phi e psi dos residuos
pertencentes a uma determinada estrutura. A glicina € o unico residuo sem Cg, € menos limitado
do que os outros residuos de aminoacidos. Enquanto que, a cadeia lateral ciclica da prolina
limita sua variagdo dos valores de phi a angulos de -60°, tomando-a o residuo de aminoacido mais
restringido conformacionalmente. Com base nessas restrigoes no diagrama de Ramachandran esses
residuos de aminoacidos sio representados por triangulos.

Nas figuras 10a-f, 11a-f e 12a-f sdo apresentados os diagramas de Ramachandran dos
modelos obtidos dos complexos CDKI1:Inibidor e dos complexos CDK2:Inibidor. Também €

apresentado na tabela 2 o resultado das analises de qualidade estereoquimica para cada

complexo. E possivel fazer uma avaliagio da qualidade média das estruturas em questio. Todos

os complexos em estudos exceto o CDKl:purvalanol (que apresenta o0 mesmo nimero)
apresentam maior numero de residuos do que seu molde na regido permitida. Foi possivel
verificar que os modelos finais dos complexos CDK1:Inibidor em analise sdo apropriados. Foi
observado também a existéncia de alguns residuos nas regides ndo permitidas. Para esses
residuos, foi verificado através do programa XtalView, que nenhum deles apresentam choques

estereoquimicos, por ser residuos de superficie ou estar muito enterrado na proteina.




Tabela 2 - Resultados das andlises de qualidade estereoquimica.

Complexo

Regides do Diagrama de Ramachandran (%)

Adicionalmente | Generosamente

Mais Favorivel Permitida Permitida

Nio
Permitida

CDK1:Flavopiridol

86,3(79.7) 10,3(14,2) 2,7(4.,2)

0,8(1,9)

CDK1:H717

89,7(86,6) 8,0(11,8) 1,1(1,3)

1,1(0.4)

CDK 1:Purvalanol

88,8(88.8) 10,4(10,4) 0,4(0,8)

0,4(0,0)

CDK 1:Estaurosporina

89,7(88,3) 9,3(11,3) 0,4(0,4)

0,4(0,0)

CDK 1:Indirubina-5-Sulfonato

86,3(82,0) 7.6(11,8) 1,5(1,2)

0,8(0,8)

CDK1:Oxindol-16

93,9(88,1) 5,3(11,1) 0,4(0,0)

0,4(0,8)

CDK 1:Roscovitina

90,8(87,1) 8,0(12,9) 0,8(0,0)

0,4(0,0)

CDK 1:Isopenteniladenina

93,1(89,3) 4,6(8.4) 2,3(1,9)

0,0(0,4)

ICDK:Olomoucina

89,7(87,9) 9,54(10,9) 0,4(0,8)

0,4(0,4)

¢ Os valores apresentados dentro dos parénteses sdo dos moldes.




Figura 10 - Nos diagramas de Ramachandran as regides vermelhas, amarelas, amarelas claro e brancas,
representam respectivamente as regides permitida, adicionalmente permitida, generosamente permitida e ndo
permitida. (a) complexo CDK 1:flavopiridol (b) complexo CDK2:flavopiridol (c) complexo CDK1:h717 (d)

complexo CDK2:h717 (e) complexo CDK1:indirubina-5-sulfonato (f) complexo CDK2:indirubina-5-sulfonato
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Figura 11 - Nos diagramas de Ramachandran as regides vermelhas, amarelas, amarelas claro e brancas,
representam respectivamente as regides permitida, adicionalmente permitida, generosamente permitida e nio
permitida. (a) complexo CDK 1:Isopenteniladenina (b) complexo CDK2:Isopenteniladenina (c) complexo
CDK1:0Olomoucina (d) complexo CDK2:0lomoucina (e) complexo CDK1:0xindol-16 e (f) complexo
CDK2:0xindol-16.
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Figura 12 - Nos diagramas de Ramachandran as regides vermelhas, amarelas, amarelas claro e brancas,
representam respectivamente as regides permitida, adicionalmente permitida, generosamente permitida e nfo
permitida. (a) complexo CDK 1:Purvalanol (b) complexo CDK2:Purvalanol (c) complexo CDK1:Roscovitna (d)
complexo CDK2:Roscovitna (¢) complexo CDK1:Estaurosporina e (f) complexo CDK2:Estaurosporina.




4.1 Descricéo Estrutural

O alinhamento entre as seqiiéncias primarias da proteina alvo e a proteina molde
apresentou alta identidade (figura 13). Devido a alta identidade obtida entre a CDK1 e CDK2
era esperado que a estrutura tridimensional dos complexos CDKI1:Inibidor apresentassem
estruturas parecidas as encontradas para os complexos de CDK2:Inibidor. Isto foi confirmado,
a estrutura de cada complexo é formada por dois dominios principais unidos por uma regido de
ligagdo, o sitio onde o inibidor se liga fica localizado em uma fenda encontrada entre os dois
dominios. A regido N-terminal é constituida de um conjunto de cinco folhas B dispostas de
forma anti-paralela (B1- BS) e uma unica e longa hélice alfa (al). A regido de C-
terminal contém um empacotamento pseudo-4-helicoidal (a2, 3, 4, 6), uma pequena folha
beta (B6- B8) e duas hélices adicionais (a5, 7). A figuras 14 foi gerada com o auxilio do
programa MOLMOL. Através dessa figura foi possivel visualizar os elementos de estrutura
secundaria da CDK1. Nas figuras 15a-i que foram geradas com auxilio do MOLCRIPT sdo

mostrados os sitios de ligagdo com todos os residuos que realizam a ligagdo de hidrogénio com

os inibidores dos complexos estudados (KRAULIS, 1991). Nestas figuras foram possiveis

verificar que os inibidores estdo localizados nos sitios de ligagdo do ATP e que os residuos de
aminoacidos que fazem as interagdes com o ligante estdo posicionados de forma a facilitar as
ligagdes de hidrogénio.
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Figura 13 - Alinhamento das seqiiéncias da CDK1 e CDK2. Ha 67,34% de identidade entre as seqiiéncias. Os
residuos idénticos ou conservados s3o representados em vermelho, ja os residuos que niio apresentam nenhuma
identidade estdo em azul e pretos
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Figura 14 - Elementos de estrutura secundaria da CDK 1
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Figura 15 - Representagdo dos sitios de ligagdo e todos os residuos que realizam as ligagdes de hidrogénio com o
inibidor dos complexos estudados (a) CDK 1:flavopiridol (b ) CDK1:h717 (c) CDK1:indirubina-5-sulfonato (d)
CDK1:isopenteniladenina (e) CDK1:olomoucina

4.2 Interagdes

Com a finalidade de analisar as interagdes atdmicas quanto a complementaridade de
forma e de cargas na superficie da proteina. Foram geradas com o auxilio do programa
PYMOL (DELANO, 2005) as figuras 16 e 17a-i. Estas figuras foram coloridas de acordo com
o potencial eletrostatico relacionado aos aminoacidos que possuem caracteristicas polares
basicas (carregados positivamente) em azul, aminoacido polares acidos (carregados
negativamente) em vermelho e apolares (neutro) em branco. Através da figura 17a-i foi

possivel notar que os existe uma complementaridade de forma entre os inibidores em estudo e a
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CDK1. Os inibidores estdo ligados ao bolsdo de liga¢do que fica localizado na regido da fenda

entre os dominios N-terminal e C-terminal da CDK1 (figura 16). Ndo foram observadas

existéncias de choques entre as cadeias laterais das moléculas.

Figura 16 - Superficie do potencial eletrostitico. A regido em azul representa os residuos carregados
positivamente, em vermelho s3o os carregados negativamente e em branco os residuos neutros.
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Figura 17 - Superficie do potencial eletrostitico do sitio de ligagio (a) CDK1:flavopiridol (b) CDK1:h717 (c)
CDK 1:indirubina-5-sulfonato (d) CDK 1:isopenteniladenina (¢) CDK1:olomoucina (f) CDK1:0xindol-16 (g)
CDK 1:purvalanol (h) CDK1:roscovitina e (i) CDK1:estaurosporina.

Através de estudos de varias estruturas cristalograficas de complexos formados pela

proteina CDK2 e diferentes inibidores foi possivel observar um padrdo de interagido conservado

e apresenta ser determinante no reconhecimento de pequenas moléculas pelo sitio de ligagdo do
ATP para essa classe de enzimas. Este padrdo de ligagdo foi denominado Garfo Molecular
(Molecular fork - DE AZEVEDO JR. et al., 2002a). Na tabela 3 ¢ descrito o padrdo de ligagio
de hidrogénio que forma o Garfo Molecular, identificado no complexo CDK2:Inibidor (DE
AZEVEDO JR. et al., 2002b). Também sdo descritas as ligagdes de hidrogénio existentes entre

os inibidores e os residuos que caracterizam o garfo molecular da CDK1. Na figura 18 ¢
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apresentado o diagrama esquematico das interagdes do Garfo Molecular que é composto por
trés ligagdes e que no caso do complexo CDK2:Inibidor, envolvem o grupo C=O do residuo
Glu81, os grupos N-H e C=0 do residuo Leu83 formando ligagdes de hidrogénio com o

inibidor. Esse padrio de ligagdo também foi observado nos complexos CDKI:Inibidor e

demonstra ser determinante na especificidade dos inibidores. Através do diagrama é possivel

observar os atomos que compdem a cadeia principal da proteina, na regido do garfo molecular
e os grupos doadores e aceitadores de hidrogénio que formam as ligagSes de hidrogénio que

caracterizam a interagdo (CANDURI. et al., 2004).

Tabela 3 - ligagdes de hidrogénio entre o Garfo Molecular das CDK1 e CDK2 e Inibidores.

Disténcia entre inibidor | Distincia entre inibidor | Distincia entre inibidor

Sibaicr ¢ C=0 em Glu81 (A) | eC=0emLcus3 (A) | ¢N-H em Leus3 (A)

Flavopiridol 2,9(2,9) 2,8(NO) NO(2,7)

H717 NO(NO) 3,0(2,99) 3,2(2,9)

Purvalanol NO(NO) 3,2(2,7) 2,6(NO)

Estaurosporina 2,7(2,8) NO(NO) 2,7(2,6)

Indirubina-5-Sulfonato 3,0(3,0) 3,1(2,8) 2,7(3,1)

Oxindol-16 3,0(2,98) 3,0(NO) 2,3(2,9)

Roscovitina NO(NO) 3,4(2,9) 3,03.4)

Isopenteniladenina 2,8(NO) NOQG,4) NO(NO)

Olomoucina NO(NO) 2,4(2,0) NO(2,3)

¢ Os valores apresentados dentro dos parénteses sdo dos moldes.
% NO: Nao Observado




Figura 18 - Doadores ¢ aceitadores de hidrogénio da CDK.

A especificidade e a afinidade entre uma enzima e seu inibidor dependem de intera¢des
ibnicas, ligagdo de hidrogénio, interagdes eletrostaticas, interagdes hidrofobicas, e de
complementaridade das suas superficies de contato (CANDURI ef al., 2001; DE AZEVEDO

JR. et al., 2001; KIM et al., 1996). Nas tabelas 4 — 12, estdo relacionados todos os residuos que

realizam as ligagdes de hidrogénio e os valores das distancias. E possivel notar, que

praticamente ndo houve mudangas dos complexos de CDK2:Inibidores para os complexos
CDK1:Inibidores, apresentando uma discreta variagdo na distancia entre os residuos que fazem
as ligagdes de hidrogénio do complexo modelo e os residuos que fazem as ligagdes de
hidrogénio do complexo molde. Foi verificado também que o complexo CDK1:H717 apresenta

o residuo Asn133 OD1 da CDK1 fazendo uma ligagdo de hidrogénio com o N17 do inibidor, ja
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o complexo CDK2:H717 ndo apresenta essa ligagdo e sim uma ligagdo formada entre residuo

Asp132 OD1 da CDK2 e o N17 do inibidor.

Tabela 4 - Ligagoes de hidrogénio formadas nos complexos CDK:flavopiridol.

Flavopiridol Residuo CDK Distancia (A)

03 Lys33 NZ CDK1 3,2

03 Aspl45 OD2 CDK1 3,2

04 Leu83 N CDKl1 2.8

05 Glugl O CDKI1 2,9

03 Lys33 NZ CDK2 3,0

03 Aspl45 OD2 CDK2 3.2

04 Leu83 N CDK2 2,8

05 Glu81 O CDK2 2,9

Tabela 5§ - Ligagdes de hidrogénio formadas nos complexos CDK:h717.

H717 Residuo CDK Distancia (A)

N17 Asnl33 ODI CDKI1 2,9

N17 Aspl46 OD2 CDK1 2,7

N7 Leu83 N CDKI1 3.2

Lcu83 O CDKI1 3,0

Aspl132 ODI CDK2 2,9

Aspl45 OD1 CDK2 2.7

Leu83 N CDK2 3,2

Leu83 O CDK2 3,0




Tabela 6 - Ligagdes de hidrogénio formadas nos complexos CDK :indirubina-5-sulfonato.

Indirubina-5-
Sulfonato

023 Asp146 N CDKI1 3,0

Residuo CDK Distancia (A)

NI14 Glu810 CDK1 3,0

013 Leu83 N CDK1 27

N7 Leu83 O CDK1 3.1

Lys33 NZ CDKI 2.9

Lys33 NZ CDK1 3,2

Aspl45 N CDK2 33

Aspl46 N CDK2 3,0

Glu8l O CDK2 3,0

Leu83 N CDK2 2,7

Lys33 NZ CDK2 29

Lys33 NZ CDK2 3,2

Tabela 7 - Ligagdes de hidrogénio formadas nos complexos CDK :olomoucina.

Olomoucina Residuo CDK Distincia (A)

N6 Leu83 N CDK1 24

N7 Leu83 N CDK1 2,5

N6 Ser84 O CDK1 3,5

N6 Leu83 O CDK2 2,0

N7 Leu83 O CDK2 3,2

N6 His 84 O CDK2 33




Tabela 8 - Ligagdes de hidrogénio formadas nos complexos CDK:oxindol-16.

Oxindol-16

Residuo

CDK

Distancia (A)

024

Asp 86 OD2

CDK1

3,5

»

024

Asp 86 N

CDK1

3,2

N3

Glugl O

CDK1

3,0

?

01

Leu83 N

CDK1

3,0

N8

Lys33 NZ

CDK1

3.2

Lys89 NZ

CDK1

3.1

*

Asp 86 N

CDK2

3.2

»

Asp 86 OD2

CDK2

35

»

N3

Glug8l O

CDK2

3,0

»

01

Leu83 N

CDK2

3,0

023

Lys89 NZ

CDK2

3.1

?

Tabela 9 - Ligagdes de hidrogénio formadas nos complexos CDK:purvalanol.

Purvalanol

Residuo

CDK

Distancia (A)

N6

Leu83 O

CDK1

2,6

N7

Leu83 N

CDKI1

32

»

N6

Leu83 O

CDK2

2.8

2

Tabela 10 - Ligagdes de hidrogénio formadas nos complexos CDK:roscovitina.

Roscovitina

Residuo, atomo

CDK

Distincia (A)

N6

Leu83 O

CDK1

2.9

N7

Leu83 N

CDK1

3,5

b

N6

Leu83 O

CDK2

2,9

N7

Leu83 N

CDK2




Tabela 11 - Ligagdes de hidrogénio formadas nos complexos CDK :estaurosporina.

Estaurosporina

Residuo

CDK

Disténcia (A)

NI

Glugl1 O

CDK1

2,8

2

05

Leu83 N

CDK1

2,7

2

N4

Asp86 OD2

CDK1

29

N4

GInl1320

CDK1

29

Ed

06

GInl32 0

CDK1

32

£

N1

Glug8l1 O

CDK2

2.8

k4

05

Leu83 N

CDK2

2,6

k4

N4

Asp86 OD2

CDK2

2,8

k4

N4

GInl131 O

CDK2

2,8

£

06

GInl1310

CDK2

3,3

Tabela 12 - Ligagdes de hidrogénio formadas nos complexos CDK:isopenteniladenina.

Isopenteniladenina

Residuo

CDK

Distancia (A)

N7

Lys33 NZ

CDK1

3,1

»

N9

Glugl O

CDKl1

2,8

?

N7

Lys33 NZ

CDK2

3.1

Glu8l O




Em termos de interagdes em niveis atdmicos, algumas caracteristicas como ligag¢des de
hidrogénio, interagGes eletrostaticas sdo conservadas. A existéncia das complementaridades nas
ligagdes ou interagdes entre a proteina e inibidores foram checados. Nas figuras 19 — 27 estdo

ilustradas a sobreposi¢do do bolsdo de ligagdao dos complexos CDK1:Inibidor e CDK2:Inibidor.

Foi possivel notar que os residuos que realizam ligagdes de hidrogénio com os inibidores se

sobrepdem no mesmo plano. Foi observada discreta mudanga conformacional no complexo

CDK1:estaurosporina. Essa diferenga influenciou nos valores obtidos de RMSD da

sobreposi¢do dos carbonos alfa ( Ca).

s

N

Figura 19 - Sobreposi¢do dos bolsdes de ligagdo dos complexos, em azul € apresentado o complexo
CDK1:flavopiridol e em vermelho o complexo CDK2:flavopiridol.
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Figura 20 - Sobreposic¢do dos bolsdes de ligagdo dos complexos, em azul € apresentado o complexo CDK1:h717 e
em vermelho o complexo CDK2:h717.
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Figura 21 - Sobreposi¢do dos bolsdes de ligagdo dos complexos, em azul é apresentado o complexo
CDK1:indirubina-5-sulfonato e em vermelho o complexo CDK2:indirubina-5-sulfonato.
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Figura 22 - Sobreposi¢do dos bolsdes de ligagio dos complexos, em azul é apresentado o complexo

CDK 1:isopenteniladenina ¢ em vermelho o complexo CDK2:isopenteniladenina.

Figura 23 - Sobreposigdo dos bolsdes de ligagcdo dos complexos, em azul é apresentado o complexo
CDK1:olomoucina e em vermelho o complexo CDK2:olomoucina.
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Figura 24 - Sobreposi¢do dos bolsdes de ligagdo dos complexos, em azul ¢ apresentado o complexo
CDK1:0xindol-16 ¢ em vermelho o complexo CDK2: Oxindol-16.

Figura 25 - Sobreposi¢do dos bolsdes de ligagio dos complexos, em azul ¢ apresentado o complexo
CDK1:purvalanol e em vermelho o complexo CDK2:purvalanol.




Figura 26 - Sobreposi¢do dos bolsdes de ligagdo dos complexos, em azul € apresentado o complexo
CDK I1:roscovitina e em vermelho o complexo CDK2: roscovitina
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Figura 27 - Sobreposi¢do dos bolsdes de ligagdo dos complexos, em azul ¢ apresentado o complexo
CDK 1:estaurosporina e em vermelho o complexo CDK2:estaurosporina.




4.3 Analises da Qualidade do Modelo

Através das varias analises que o PROCHECK realiza foi possivel obter o G-fator

(tabela 13), que fornece a medida do desvio de angulos torcionais, distdncias de liga¢des

covalentes e angulos da cadeia principal. Todos os resultados obtidos estdo dentro dos valores

esperados que € acima de — 0,5, com exce¢do do complexo CDK1:flavopiridol que apresentou
um valor abaixo do esperado. Essa discreta diferenga ndo compromete a qualidade do modelo,
visto que, o complexo utilizado como molde apresenta um valor abaixo do obtido. é possivel
concluir que os modelos obtidos apresentam boa qualidade, ndo necessitando de novas
verificagdes quanto aos angulos de torgdes e geometria covalente. Na tabela 13 sdo
relacionados também os resultados obtidos através da execugdo do programa VERIFY-3D
(LUTHY et al., 1992) que mede a compatibilidade entre a seqiiéncia de aminoacidos de uma
proteina e o modelo da sua estrutura tridimensional. Os valores obtidos estdo todos acima dos
valores considerados ideais (que sdo acima de 0,45 Sygea), indicando que os modelos obtidos
sdo compativeis com sua seqiiéncia primaria. Através dos resultados obtidos também foi
possivel verificar a similaridade entre os valores de Sis.a dos complexos alvos € os complexos

utilizados como molde.




Tabela 13 - Resultado de G-fator e 3D Profile do complexo CDK1:Inibidor e moldes.

Complexo

G-fator

3D Profile

Angulos de
torgdo

Geometria
Covalente

Escore Total

Escore Ideal

Sigeat Escore

CDK1:flavopiridol

-0,28(-0,71)

-0,51(-0,73)

102,69(109,38)

135,54(136,00)

0,758(0,804)

CDK1:h717

-0,10(0,06)

-0,31(0,50)

119,60(124,63)

135,54(125,42)

0,882(0,994)

CDKI1:purvalanol

-0,02(0,14)

-0,10(0,54)

127,75(130,76)

135,54(127,26)

0,942(1,027)

CDK1:estaurosporina

-0,08(0,00)

-0,23(0,23)

124,79(118,76)

135,54(126,34)

0,921(0,940)

CDK 1:indirubina-5-
sulfonato

-0,11(-0,05)

-0,37(0,43)

128,85(125,73)

135,54(134,62)

0,950(0,934)

CDK1:0xindol-16

-0,05(0,11)

-0,24(0,52)

130,63(134,57)

135,54(136,00)

0,964(0,989)

CDK1:roscovitina

-0,11(-0,48)

-0,29(0,45)

129,74(128,81)

135,54(130,48)

0,957(0,987)

CDK1:isopenteniladenina

-0,07(-0,05)

-0,26(-0,23)

133,33(131,21)

135,54(135,54)

0,984(0,968)

CDK1:olomoucina

-0,06(-0,20)

-0,37(-1,14)

131,38(129,94)

135,54(134,62)

0,970(0,965)

** Os valores apresentados dentro dos parénteses sdo dos complexos moldes.

Na tabela 14 estdo descritos os valores obtidos de RMSD da geometria ideal

(KEARSLEY, 1989) que calcula o quanto a qualidade estrutural do modelo, com relagdo a

posigdo de cada atomo em uma estrutura, varia para um conjunto de conférmeros. Para cada

atomo o RMSD ¢ a raiz quadrada da soma do quadrado das distancias entre o referido atomo

em cada conférmero e sua posigdo média no conjunto de conformeros. O desvio maximo dos

angulos de ligagdo e distancia de ligagdo aceito ¢ respectivamente 10° e 0,1 A (ENGH e

HUBER, 1991). Todos os valores obtidos estdo dentro dos valores esperados. Na tabela 15 sdo

descritos os valores do RMSD obtidos pela sobreposi¢dio dos complexos. Estes resultados

foram usados para comparar estruturas moleculares das proteinas alvo e molde, também foram

calculados os valores do RMSD do sitio de ligagdo. Os valores considerados ideais para os




complexos em estudo seria abaixo de 1, visto que, as proteinas que apresentam um grau de
identidade acima de 50% € esperado valores de RMSD para a proteina como um todo maior ou
igual a 1. Para todos os complexos CDK1:Inibidores em anélise obtidos valores abaixo de 1,
exceto CDK1:isopenteniladenina que apresentou um valor acima do esperado. Essa alteragdo ¢
devido a diferengas conformacionais entre a proteina alvo e a proteina molde. Ja o valor do
RMSD do sitio de ligagdo apresentou resultado acima do esperado, o valor apresentado pelo
complexo (CDK1:estaurosporina) foi devido a ndo sobreposig@o dos residuos GIn132 e Asp132
por estarem em conformagdes diferentes. Os outros complexos apresentam valores dentro do

esperado mostrando que os modelos obtidos apresentam boa qualidade.

Tabela 14 - Valores de RMSD para a Geometria Ideal.

RMSD Geometria Ideal

Complexo

Angulos de Distancia de
ligagiio (°) ligagiio (A)

CDK1:flavopiridol 48 0,02

CDK1:h717 3,4 0,02

CDK1:purvalanol 3,4 0,02

CDK1:estaurosporina 3.1 0,02

CDK1:indirubina-5-sulfonato 3,8 0,02

CDK1:0xindol-16 3,1 0,02

CDK:roscovitina 3,5 0,02

CDK1:isopenteniladenina 3,1 0,02

CDK1:olomoucina 3,2 0,02

-

¢ Os valores apresentados entre parénteses sdo para CDK2.




Tabela 15 - Valores de RMSD obtidos através da sobreposi¢do dos complexos ¢ para os
sitios de ligagdo.

Complexo RMSD (Proteina) RMSD (Sitio)

CDK1:flavopiridol 0,131 0,021

CDK1:h717 0,194 0,021

CDK1:purvalanol 0,113 0,009

CDK1:estaurosporina 0,082 1,314

CDK 1:indirubina-5-
sulfonato

CDK1:oxindol-16 0,074 0,118

0,147 0,035

CDK:roscovitina 0,149 0,098

CDK 1:isopenteniladenina 1,187 0,009

CDK1:olomoucina 0,228 0,061

Na tabela 16, a segunda coluna descreve os codigos dos arquivos de coordenadas

atdmicas dos moldes depositados no PDB, na terceira coluna estdao descritos as resolugdes em

que as estruturas foram resolvidas, que varia entre 2,00 e 2,80 A. Na quarta coluna sio

apresentados os valores da area de contato entre a proteina e o inibidor em estudo. Estes
resultados foram obtidos com a execugdo das rotinas do pacote CCP4; areaimol, diffarea e
resarea (CCP4, 1994). Quanto maior for o valor de area de contato, maior sera o contato do
inibidor com a proteina, o que resulta em numero maior de ligagdes de hidrogénio. Foi
observado que todos os complexos em estudo com excegdo de trés: CDKI:Purvalanol,
CDK1:Isopenteniladenina e CDK1:0Olomoucina, mostram valores de contato de area maior que
os valores apresentados pelos complexos da CDK2, indicando que nos complexos em estudo o
inibidor faz maior contato com a proteina. Sdo apresentados também os valores de IC50 dos

complexos da CDK1 e dos complexos da CDK2. IC50 € a concentragdo de inibidor necessaria




complexos da CDK1 e dos complexos da CDK2. IC50 é a concentragio de inibidor necessaria
para causar a inibi¢do de 50% da atividade da proteina. Os valores de IC50 sdo determinados
experimentalmente (KNOCKAERT et al., 2002). Foi possivel verificar através dos valores
relacionados na tabela 16 que sdo valores iguais ou similares os moldes, indicando que os

inibidores também sédo especificos para inibi¢gio da CDK1.

Tabela 16 - Cédigo e resolugfo das estruturas cristalograficas de CDK2 usadas como moldes, valores de contato
de superficies e de ICs, dos complexos CDK1:Inibidores ¢ CDK2:Inibidores.

Area de

Codigode | o . o ICso (M) Referéncia

Complexo

Acesso PDB (A)

CDK:Flavopiridol 325 (320) 0,4(0,1) DE AZEVEDO JR. et al., 1996.

CDK1:H717 351(346) 0,2 (0,05) |DREYER etal., 2001.

CDK1:Purvalanol 226(239) | 0,006 (0,006) | GRAY, N. et al., 1998.

CDK 1 :Estaurosporina 347 (340) | 0,006(0,007) | LAWRIE et al., 1997.

CDK 1:Indirubina-5-

Sulfonato 270 (260) 0,06(0,04) |HOESSEL et al., 1999.

CDK1:0xindol-16 338 (337) 0,8(0,06) |BRAMSON etal., 2001.

CDK I:Roscovitina 336 (320) 0,5(00,7) |DE AZEVEDO JR. et al., 1997

CDK1:Isopenteniladenina 189 (200) 45(50) SCHULZE-GAHMEN et al., 1995.

CDK1:Olomoucina . 274 (288) 7(7) SCHULZE-GAHMEN et al., 1995.

% Os valores apresentados entre parénteses sdo para CDK2.




CAPITULO 5

CONCLUSAO

As estruturas obtidas dos complexos indicam que os inibidores estdo fortemente ligados
ao bolsdo de ligagdo do ATP, com areas de contato de similares. Existem algumas variagdes
nos valores de area de contato obtidos para os complexos de CDK1 em relagdo aos de CDK2.
Esta variagdo que é discreta ndo tem nenhuma correlagio direta com a atividade destes
inibidores. Todos os inibidores estudados apresentam afinidade similar tanto para CDK1 como
para a CDK2.

O Garfo Molecular identificado por estudos anteriores na estrutura CDK2 parece ser
conservado na estrutura CDK1, e também participa na formagdo do conjunto de ligagdes de
hidrogénio com o inibidor. Através dos resultados de area de contato obtidos foi possivel
verificar algumas variagdes que possivelmente sdo ocasionadas devido ao padrdo de ligagdo de
hidrogénio que sdo feitas entre o inibidor e o garfo molecular. Sugerindo que esse padrido
ligagdo exerce um papel fundamental para a determinagéo na especificidade de inibidores para
a CDK9, CDK5 e CDK2 e CDK1.

Os inibidores em estudo apresentam valores de IC50 similares aos valores que foram
determinados experimentalmente (estudos anteriores) para a inibigdo da CDK2 que foram
usados como molde. Existem discretas diferengas que provavelmente se devem a algumas
mudangas conformacionais de cadeias laterais que influenciam na formagio de ligagido de
hidrogénio e na area de contato. A similaridade nos valores de IC50 indicam que os inibidores

em estudo podem inibir a CDK1 com eficiéncia similar a CDK2.
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APENDICE A - MODELLER

Neste apéndice € apresentado um resumo do principal artigo sobre 0 MODELLER
(SALI e BLUNDELL, 1993).

MODELLER ¢ um software que modela a estrutura 3D de proteinas utilizando a técnica
de satisfagdo de restrigdes na forma de distdncia atomo-atomo e de angulos diedrais que sdo
extraidos das estruturas ja conhecidas. As entradas para o programa de forma geral sdo
restrigoes na estrutura espacial da seqiiéncia de aminoacidos e ligantes a ser modelada. A saida
€ uma estrutura tridimensional que melhor satisfaz essas restrigdes. As restrigdes podem operar
em distancias, angulos, angulos diedrais, pares de angulos diedrais e algumas outras
caracteristicas espaciais definidas para atomos e pseudo-atomos. Atualmente, o MODELLER
somente deriva de forma automatica as restrigdes a partir de estruturas relacionadas conhecidas
e dos alinhamentos dessas estruturas com a seqiiéncia alvo.

O modelo tridimensional € obtido com a otimizagdo da fungdo de densidade de
probabilidade (pdf) molecular. O programa pode também executar multiplas comparagdes de
sequéncias de proteinas ou de estruturas, agrupamentos de proteinas e busca de seqiiéncias em
bancos de dados. A utilizagdo do programa ¢é feita através de uma linguagem de script e ndo
inclui nenhuma interface grafica. A versdo atual foi escrita em FORTRAN 90 padrdo com a
intengdo de ser executavel em computadores com sistema operacional UNIX.

As restrigdes espaciais na seqiéncia a ser modelada sido obtidas a partir da analise
estatistica das relagdes entre varias caracteristicas das estruturas de proteinas. Um banco de
dados contendo o alinhamento de 17 familias de proteinas em um total de 80 estruturas foi
construido de forma a se obter tabelas quantificando os relacionamentos, tais como as relagdes
entre as distancias entre dois carbono a equivalentes ou entre angulos diedrais equivalentes em

duas proteinas relacionadas. Esses relacionamentos foram descritos como fungdes de densidade




de probabilidade (pdf) para as caracteristicas a serem preditas. Por exemplo, a probabilidade
para diferentes valores dos angulos diedrais da cadeia principal € calculada com base no tipo de
residuo, na conformagdo da cadeia principal de um residuo equivalente e na similaridade entre
as sequiéncias das duas proteinas.

O calculo do modelo tridimensional a partir da satisfagdo de restrigdes espaciais € feito
com a otimizagdo da chamada pdf molecular que € uma combinagido de varias pdfs, as quais
definem as restrigdes de caracteristicas espaciais individuais para a molécula. O método de
otimizagdo € fungdo alvo variavel (BRAUN e GO, 1985) que aplica o método de gradiente

conjugado para as posi¢des de todos os atomos que ndo sejam hidrogénio.

Derivac¢io Restricoes Espaciais

Uma restri¢ao € mais precisamente definida em termos de uma fungdo de densidade de
probabilidade p(x), para uma caracteristica x a se restringir. Tal fun¢do pode ser de qualquer
forma, desde que ndo seja negativa e que a integral sobre todos os valores possiveis de x

resulte 1. A probabilidade de um evento X, <X <X, € obtida pela integragao de p:

P(x, Sx<x2)='[:l’(x)dx (1)

A expressdo de uma restrigdo em termos de uma pdf fornece mais informagdes sobre os
possiveis valores da caracteristica a ser restrita do que somente a média dos valores medidos.
Uma pdf é também mais completa que os limites superior e inferior de uma certa distancia
atomo-atomo tal como € utilizada na abordagem de distancia geométrica para a derivagdo de

estruturas 3D por dados de RMN multidimensional.




Derivacio de pdfs basicas.

Uma pdf atil para restringir certa caracteristica x pode ser escrita como:

P(x/a,b,...,c) (2)
Isto € uma pdf condicional que nos da a densidade de probabilidade para x, quando a,b,...,c sdo
conhecidos. Isso pode ser visto como uma pdf para x que também depende dos valores de
outras variaveis. Por exemplo, P(y/tipo de residuo, ®,¥) pode ser usado para predizer o angulo
diedral y, da cadeia lateral com base no tipo de residuo e nos angulos ® e ¥ da cadeia
principal.

Para que uma pdf seja atil na modelagem, todas as caracteristicas na associagdo
(x/a,b...,c) exceto x devem ser conhecidas no momento da predigdo. Contudo, x deve ser uma
caracteristica espacial da seqiiéncia a ser modelada. A caracteristica conhecida mais util ¢
aquela do mesmo tipo de x, mas associada com as posigdes equivalentes nas estruturas
conhecidas relacionadas. Por exemplo, quando restringi uma certa distdncia equivalente nas
estruturas relacionadas.

Na verdade, ndo € possivel se obter a verdadeira fung@o p e sim, suas aproximagdes:

P(x/a,b,...,.c) = W : #T(x,2,b,....¢.9)

x.a.,b....,

onde W_
X,a

B ¢ uma tabela baseada nos valores de x,ab,....c que contém, como seus

elementos, as freqiiéncias relativas observadas para a ocorréncia de determinados valores de x
dados ab,....c. A fungdo f é uma fungdo analitica ajustada a0 W observado. Assim como

qualquer pdf, W e f devem satisfazer os critérios de integragao e niao negatividade.




A tabela multidimensional de frequéncias relativas W € calculada com base nas

freqiiéncias absolutas W’, usando-se a seguinte equagao:

w!
b,....c
w xvaa 33

x.a.b.....c = '
Z w x.,a,b,....c
X

As freqiiéncias absolutas W’ sdo obtidas por contagem direta do nimero de ocorréncias
de cada combinagdo de valores (x,a,b,...,c) presentes na amostra, e tal amostra é derivada do

banco de dados local de estruturas de proteinas conhecidas e seus alinhamentos.

Banco de dados local

Um banco de dados local, contendo dados estruturais de membros de 17 familias de
proteinas retirados do PDB (ABOLA ef al., 1987, BERNSTEIN et al.,, 1977), foi criado dentro
do proprio MODELLER para a implementagido do processo de modelagem comparativa ou por
homologia. As familias de proteinas escolhidas para compor o banco de dados local foram as
seguintes: Proteinases Asparticas, Serino Proteinases, Azurinas, Imunoglobulinas, Gama-
Cristalinas, Cisteino Proteinases, Lisozimas, Globinas, Fosfolipases, Citocromos 1 e 2, Centros
de Reagdo Fotossintética, Ferrodosinas, Flavodosinas, Dehidrofolato Redutases,
Dehidrogenases, e Oxidoreditases. Na tabela 17, pode ser visto maiores detalhes sobre o

tamanho e composi¢ao deste banco de dados.




Tabela 17 - Tamanho do banco de dados local.

Alinhamento 17

Estruturas de protcinas 80

Pares de proteinas homologas 488

Residuos 11.352

Pares de residuos equivalentes 92.780

Pares de residuos intramoleculares 1.888.881

Parcs de residuos intramoleculares equivalentes 20.270.936

Composi¢io do Banco de dados local

O banco de dados local contém membros representativos de 4 classes estruturais de
proteinas: a, B, atf e o/p (tabela 18), sendo a classe a formada predominantemente por hélices
a, a classe B formada predominantemente por folhas B, a classe a+} contendo os dois tipos de
estruturas secundarias e a classe o/ que apresenta um padrao caracteristico de composigao de
estruturas a e . A frequéncia de residuos na conformagao de folhas-p ¢ similar a freqiiéncia de
residuos na conformagdo de hélice. A percentagem de identidade para as sequéncias das
estruturas que compdem o banco de dados varia de 6% a 98%, isto também se reflete na
diferencga de vizinhanga local de residuos, para os pares de residuos equivalentes. A maior parte

das estruturas de proteinas no banco local foi resolvida a média e a alta resolugdo, ou seja,

acima de 2,5A. Embora, existem também algumas estruturas resolvidas a baixa resolugao.




Tabela 18 - Classes Estruturais de Proteinas.

Globinas, Fosfolipases, Citocromos 1 ¢ 2 ¢ Centros de Reagido Fotosintética.

Proteinases Asparticas, Serino Proteinases, Azurinas, Imunoglobulinas, Gama-Cristalinas.

Cisteino Proteinases € Lisozimas.

Ferrodosinas, Flavodosinas, Dehidrofolato Redutases, Dehidrogenases e Oxidoreditases.

Por suas caracteristicas, esse banco de dados de estruturas de proteinas e seus
alinhamentos sido considerados como amostras representativas das estruturas globulares de
proteinas, sendo entdo adequados para estabelecer os relacionamentos gerais entre as mais
variadas caracteristicas das estruturas de proteinas.

Derivacio das pdfs de caracteristicas a partir de pdfs basicas

Uma caracteristica f de uma estrutura de proteinas € definida como qualquer quantidade
associada a um conjunto particular de atomos ijk.../, por exemplo, a distdncia entre atomos i e j
€ uma caracteristica, a distancia entre atomos j e k € outra caracteristica e o angulo ijk é mais

uma caracteristica. Em geral, cada caracteristica estrutural f pode ser restrita por varias pdfs

basicas p'(f) para k = 1, 2,.... Uma pdf caracteristica p‘(f) ¢ uma pdf que combina todas as

informagdes sobre possiveis valores que a caracteristica pode assumir. Os indices em letra
minuascula e maiascula sdo usados para indicar pdfs basicas e caracteristicas, respectivamente.
O exemplo a seguir demonstra a aplicagdo destas definigdes. O objetivo € construir uma
pdf caracteristica para uma distancia particular Ca-Co em uma determinada seqiiéncia.
Suponha duas estruturas conhecidas relacionadas com distancias equivalentes. Entdo, temos 2
pdfs basicas correspondentes para a distancia Ca-Ca na seqiiéncia alvo. Além disso, também

sabemos que cada uma das duas restrigdes deve satisfazer o critério de van der Waals, isto €, a




distancia tem que ser maior que a soma dos dois raios de van der Waals de modo a combinar
todas essas informagdes, temos que combinar as trés pdfs basicas em uma unica pdf
caracteristica. Para fazer isso podemos utilizar todos os possiveis alinhamentos destas trés
proteinas no banco de dados local. Um exemplo de dependéncia da distancia Ca-Ca para

duas distancias equivalentes em duas estruturas p(d/d’, d’’), é mostrado na figura 28a.

0- - .
15 17 19 21 23 25 15 1710 91 23
d,C,-C,distance  [A] d, C, - C, distance

(b)

il

15 17 19 21 23 25 15 17 19 21 23 25
d, C_ - C, distance (A} d, C, — C, distance 1A}
Figura 28 - Derivagio de uma pdf caracteristica a partir de pdfs basicas. Em todos os graficos, 18,0<d’<185e

22,5<d’’<23,0. a) W’(d/d’,d’*). b) W’(d/d’,d"’, s’, s’*), onde 0,2<5’<0,4 ¢ 0,2<s’’<0,4. ¢) W’(d/d’.d”’, s’, §”’), onde
0,2<5’<0,4 ¢ 0,4<s’<0,6. W’(d’/ d’,d”’, s, s*’), onde 0,4<s’<0,6 € 0,2<s’<0 4.

O histograma sugere que P(d/d’,d’’) pode ser calculada como uma soma ponderada das

pdfs individuais P(d/d’) e P(d/d”):
P(d/d,d,s',s") =a(s')eP(d/d")+a(s")eP(d/d") %)
esta relagdo gera claramente um melhor ajuste dos dados que um simples produto das pdfs

individuais o que acabaria fazendo com que a distancia d se tornasse um média de d’ e d”’. O




peso ® presente em cada termo da soma € proporcional a média da diferenga na vizinhanga do
residuo s entre a estrutura correspondente e a seqiiéncia a ser modelada. Os dados sio ajustados

de acordo com o seguinte modelo para o (s):

()
)= > o))
J

o(s)=a+ exp(bsc);zm(sj ¥=1
J

onde a ¢ acessibilidade do residuo ao solvente, b igual a Bis, médio do residuo, ¢ igual a classe
x dos angulos diedrais da cadeia lateral, s ¢ a diferenga de residuos vizinhos entre duas
proteinas. Exemplos de histogramas e curvas analiticas para esta pdf caracteristica
correspondentes a diferentes pesos sdo apresentadas na Figura 1 (b até d).

Incluindo a restricdo de van der Waals chegamos ao ultimo passo na derivagido da pdf
caracteristica. Como todas as restrigdes estereoquimicas tem que ser satisfeitas em todas as
estruturas, estas restrigdes sdo multiplicadas na pdf caracteristica, assim obtém a pdf

caracteristica final.
PP () =[0,P’ (d)+0,PS ()P (d) )

Esta abordagem simples para se combinar duas pdfs basicas pode ser utilizada para
qualquer nimero de pdfs basicas que foram derivadas de estruturas relacionadas.

Derivacdo da pdf molecular a partir das pdfs caracteristicas

O ultimo estagio na derivagdo de uma pdf € a combinagdo de todas as pdfs
caracteristicas em uma unica pdf. A estrutura tridimensional de uma proteina somente pode ser
determinada se um numero suficientemente grande de caracteristicas espaciais f; for

especificado. O objetivo € encontrar a estrutura 3D que seja consistente com os valores mais




provaveis para cada caracteristica individual fi, A pdf molecular deve fornecer uma
probabilidade de ocorréncia de qualquer combinagdo destas caracteristicas simultaneamente.
Entdo o modelo para a estrutura 3D da seqiiéncia a ser modelada deve corresponder ao maximo
da pdf molecular. Assumindo que as pdfs caracteristicas sdo independentes uma das outras, a

pdf molecular é simplesmente um produto das pdfs caracteristicas.

P=TTr" )

Assim, maximizando a fungido P podemos encontrar o modelo mais provavel para a
estrutura 3D desconhecida, dado seu alinhamento com as estruturas conhecidas.

Otimizag¢ao da pdf molecular

A maximizag¢do da fungdo P que representa a pdf molecular obtida, fornecera o modelo
de estrutura tridimensional. A fung¢do que € atualmente otimizada ¢ uma transformagdo da pdf
molecular P:

F = —In(P) )
onde todas as caracteristicas sdo expressas em termos de coordenadas atdmicas no espago
cartesiano. A fung¢do F é chamada de fungdo objetiva. O mesmo conjunto de coordenadas
Cartesianas que maximiza P também minimiza F, todavia F ¢ computacionalmente mais
indicada para ser otimizada que P, visto que, € realizada a substituigdo da multiplicagdo de
termos em P pela adigdo de termos em F, além disso o problema de overflow em ponto
flutuante ¢ menor em F do que em P.

A segunda transformag@o da pdf molecular original, que € 0til para a otimizagdo, € a
mudanga de escala dos desvios padrdo das restrigoes basicas. Essa op¢do permite a mudanga de

escala independente para cada tipo de caracteristica a se restringir (tamanhos de ligagao,




angulos de ligagao, distancias entre Ca-Ca, etc.). Aumentando o desvio padrao, as restrigdes se
tornam menos poderosas, maiores violagdes tendem a ocorrer, similar para o efeito que um
aumento na constante de forga faz na minimizagao de energia.

Inicialmente o método da fung@o alvo variavel foi utilizado para o calculo de estruturas

tridimensionais de proteinas consistentes com restricdes obtidas de RMN (BRAUN e GO,

1985). A diferenga principal entre o método original e a implementagdo atual ¢ que o
procedimento original otimiza os angulos diedrais e o processo de otimizagao atual é feito no
espago cartesiano. De acordo com o método da fungdo variavel, o ponto otimo da pdf
molecular é encontrado apds sucessivas otimizagdes de fungdes alvo gradativamente mais
complexas, resultando na verdadeira pdf molecular ao final. Esta série € obtida partindo-se das
restrigdes locais e introduzindo-se mais e mais restrigdes de longa distancia, finalmente
chegando a verdadeira pdf molecular que incorpora todas as restrigdes. Mais precisamente, a
fungdo alvo P(Ar) € definida como uma fungdo de variavel inteira Ar = 1,...N, onde N € o
numero de residuos da seqiiéncia que esta sendo modelada. A fungdo alvo P(Ar) é obtida da
mesma forma que a pdf molecular, exceto que somente aquelas restrigdes cujos atomos que as
originam pertengam a residuos ndo mais que Ar residuos separados na seqiiéncia, s3o incluidas.
O calculo como um todo consiste de um grande numero de otimizagdes de gradientes
conjugado da fungio alvo P(Ar) com valores crescentes de Ar. A conformag3o inicial P(1) a ser
otimizada também é uma estrutura estendida ou uma conformag¢do derivada de uma cadeia
estendida através de rotagdo dos angulos diedrais das cadeias principal e lateral. Nos passos
subsequientes do método de fungdo variavel a conformagao inicial a ser otimizada ¢ o modelo
final do passo anterior. Um conjunto de diferentes modelos pode ser obtido variando-se as

conformagdes iniciais.




APENDICE B - PARMODEL

O PARMODEL ¢€ uma ferramenta automatizada para modelagem comparativa de
estrutura 3D de proteinas. Este servidor Web foi projetado para integrar os principais os
principais programas usados no processo de modelagem por homologia, é subdividido em

quatro modulos: modelagem, avaliagdo, otimizagao e visualizagdo.

Modelagem

Para construir os modelos, o PARMODEL conta com o0 MODELLER (Apéndice A).
Através da interface (figura 29) que o PARMODEL fornece, o usuario devera entrar com o
arquivo contendo a sequiéncia de aminoacidos da proteina alvo e até oito arquivos no formato
pdb dos moldes. Além disso, o usuario devera entrar com o seu enderego eletronico (para que ele
possa receber os resultados posteriormente). Embora as buscas por modelos seja implementada
no MODELLER, isto ndo ¢ usado, devido a existéncia de varias ferramentas disponiveis na
Internet, como BLAST (ALTSCHUL et al., 1990), PSI-BLAST (ALTSCHUL et al., 1997), e
FASTA (CHAO et al., 1992) que fornecem alinhamentos flexiveis e rapidos envolvendo grande
numero de bases de dados de seqiéncia. O usuario tem liberdade de escolher seus proprios
moldes (UCHOA et al., 2004). O usuario também deve especificar o nimero de modelos a serem
construidos para uma mesma proteina, esse nimero pode variar de 1 a 1000. A construgdo de
varios modelos aumenta a possibilidade de obter boas estruturas porque as mudangas nas
restricdes espaciais iniciais podem gerar diferentes conformagdes na estrutura final. Contudo,
somente o melhor deles sera retornado. O valor da fung@o objetiva do MODELLER nio € uma
medida absoluta, podendo ser usado somente para classificar modelos construidos para o mesmo
alinhamento (SALI e BLUNDELL, 1993). Para realizar o alinhamento, o PARMODEL usa o

alinhamento perfil-perfil do comando SALIGN do MODELLER-6v2 (OHLSON et al., 2004). O




método perfil-perfil é ao menos 30% melhor do que o método padrio do seqiiéncia-perfil, ambos
em sua habilidade de reconhecer super familias de proteinas relacionadas, e na qualidade dos
alinhamentos obtidos (HOOFT et al., 1996). Apés ter realizado a modelagem, o resultado do
alinhamento s3o retornados ao usuario. O usuario deve indicar se a modelagem sera realizada na
presenga ou auséncia de ligantes. No caso da construgdo do modelo com ligantes, o niimero de
ligantes presente nos moldes devem ser especificados. O usuario pode escolher trés programas
para avaliar os modelos: Procheck (HOOFT et al., 1996), Whatcheck (LASKOWSKI et al,,
1993), e 3DAnalysis. A avaliagdo sera feita apenas para o modelo melhor qualificado, de acordo
com a fungdo objetiva do MODELLER. Objetivando maior rapidez nas respostas, o
PARMODEL distribui seus trabalhos a um cluster Beowulf de 16 nés em ambiente Linux. O
PARMODEL utiliza uma biblioteca em linguagem C, MPI (Message Passing Interface), que
controla a distribui¢do dos trabalhos para o cluster. Isto permite a paralelizagdo da execugdo do
MODELLER e diminui o tempo no processo de modelagem. O PARMODEL retorna os
resultados das modelagens via e-mail, contendo um arquivo anexado compactado com a estrutura

do melhor modelo, o resultado do alinhamento, uma lista com a fungéo objetiva do MODELLER

para todos modelos construidos e os resultados das analises para o melhor modelo.




Parmodel Modeling

Parmodel Modeling Is a web tool that performs comparative modeling for protein structures. To bulld the models this tool relies on
MODELLER, that is the main software used in comparative modeling. To make the server respond more rapidly, Parmodel Modeling
submits jobs to a Beowulf custer of 16 PC's running Unux. The user can build several models for a same protein (up to 1000) and
the final models are sorted according to 8 MODELLER objective funciton. Parmodel Modeling returns the results of the modeling by e-
mail. This e-mail contains an attached compacted file with the structure of the best model, the result of the alignment, a list with the
MODELLER. objective function for all built models and the results of the analysis for the best model.

]
User's data:
Be aware of putting your correct e-mail because the results are sent through it

user's Narme

Instituticn

E-mail address*

Necessary parameters for modeling:

At first you must spedfy the number of models will be built (max number of models = 1 to 1000). Don't forget that the models will be
built from a seme alignment and the changes in the initial spatial restraints by MODELLER will generate distinct models. You must
submit a fle with the sequence of the protein (In one letter code) that will be modeled and afterwards you can submit up to 8 files with
the templates (in pdb forrnat) for the modeling. At last you must choose the method used to solve the template(s) and the number of
ligands (If there is some ligand) present in the template(s).

Number of Mooels™* From to
Sequence™® (In one letter code)

Termpiates *(In pdb format)

Expernimental Method (Templates)
@ x-ray Diffraction

O nmvR

O Moadehing

Number of Ligands* (Choose the number of igands In the protein)
® 0 higand
Q1 hgsnd
O 2 higands

O 3 ligands

Assessment of the model:

You can use the 2 programs bellow to evaluate the final model. Don't forget that just the best qualified model (dassified according to
the MCDELLER objective funciton) will be evaluated.

[ erocheck
Cverify3D

Parameter used to choose the best model
@ MODELLER Objective Function
O Stereochemical Quality

Submit || Reset |

Figura 29 - Interface do ParModel para modelagem
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Avaliacdo

Além de realizar a avaliagdo da qualidade dos modelos, 0 PARMODEL também
oferece uma interface para o modulo de avaliagdo executada pelo PARMODEL que apresenta
trés programas para avaliar estruturas de proteinas, permitindo ao usuario obter resultados de
forma facil e rapida. Estes programas sio WHATCHECK, PROCHECK, (figura 30) e
3Danalysis. Estas ferramentas também podem ser usadas para a avaliagio de estruturas

resolvidas experimentalmente.

PROCHECK

Enter with a pdb file:

Analysis from Procheck:

| Generate Ramachandran Plot |

| Ramachandran Plot for all residues

Chi1-Chi2 Plots |

Main-chain Parameters

Side-chain Parameters

Residue Properties ]

Main-chain Bond Angles |

RMS Distances from Planarity

[
|
|
l
[ Main-chein Bond Lengths |
L
|
[

Distorted Geometry ]

Figura 30 - Interface do ParModel para a avaliagdo realizada pelo PROCHECK.

O proposito do PROCHECK e WHATCHECK ¢ (a) verificar a sintaxe do arquivo, (B)

verificar a consisténcia de um modelo atomico com a biblioteca atual e identificar erros para
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investigagdes futuras, (c) captar erros grosseiros nas estruturas (d) checar anormalidades
estereoquimicas locais, e (e) produzir um critério global de qualidade estereoquimica (EU 3-D,
1998). Na interface do modulo de avaliagdo executada pelo PARMODEL, tanto PROCHECK
como WHATCHECK exigem como entrada de dados o arquivo no formato pdb de uma

proteina. Como resultado, 0o WHATCHECK gera um arquivo no formato pdf com um relatério

descrevendo todas as analises realizadas, o PROCHECK gera 10 arquivos no formato pdf

diferentes, com a andlise individual da proteina.

3DAnalysis € um servidor web desenvolvido com base no Verify3D (BOWIE et al.,
1991; LUTHY et al, 1992) de UCLA (Universidade de Califérnia, de Los Angeles). O
3DAnalysis mede a compatibilidade de um modelo tridimensional com sua seqiiéncia primaria,
usando um perfil 3D. Cada posi¢do do residuo no modelo 3D é caracterizada por seu ambiente e
representada por uma coluna de 20 nimeros. Estes niumeros sdo preferéncias estatisticas
(chamadas 3D-1D escores) de cada um dos 20 aminoacidos para este ambiente (MARTI-
RENOM er al., 2004). Os ambientes dos residuos sdo definidos por trés parametros: a area do
residuo que esta enterrado; a fragdo da area da cadeia lateral que é coberta por atomos polares (O
e N) e a estrutura secundaria local (BOWIE et al., 1991). O escore S do perfil 3D para a
compatibilidade da seqiiéncia com o modelo 3D é a soma sobre todas as posi¢des do residuo, dos
3D-1D escores para a seqiiéncia de aminoacido da proteina (LUTHY er al., 1992). Para os
modelos 3D de proteina corretos, o escore S do perfil 3D sera elevado, por outro lado, o escore S
do perfil para a compatibilidade de um modelo 3D errado em relagdo a sua seqiiéncia ¢é
freqiientemente baixa (LUTHY ef al., 1992). A interface 3DAnalysis (figura 31) requer como
entrada de dados um arquivo no formato pdb. Como resultado, gera um grafico do perfil da
proteina com o 3D-1D escores para cada aminoacido, o escore S do perfil 3D para sua seqiiéncia

de aminoacido e o escore ideal Sig.a, que € calculada a partir do comprimento da proteina. Os




modelos que apresentam qualidade ruim possuem escores menores que 0,45 Sigea. Um escore

igual ou acima de S;4ea indica que a estrutura é confiavel (LUTHY et al., 1992)

Enter with a pdb file: | |[_Procurar... ]

[ Generate Graphic ]

Figura 31 - Interface do ParModel para a avaliagio realizada pelo 3D Analysis.

Otimizacdo

Os desvios na geometria da estrutura da proteina, que foram introduzidos pelo
algoritmo de modelagem ao unir fragmentos rigidos, sdo regularizados na ultima etapa da
modelagem pela minimizagdo de energia usando o campo da forca GROMOS96 (VAN
GUNSTEREN et al., 1996) do software Gromacs (BERENDSEN et al., 1995; LINDAHL e?
al., 2001). Campos de forca empiricos s3o uteis para detectar partes do modelo com
conformagdo errada. Diversos estudos (KOEHL e LEVITT, 1999; MOULT, 1996) mostram
que a minimizagio de energia ou métodos de dindmica molecular, em geral, ndo sdo capazes de
melhorar com exatiddo os modelos e sdo usados somente para regularizar a estrutura.
Entretanto, a aplicagdo sucessiva de dindmica molecular para melhorar a homologia dos
modelos foram realizadas recentemente para teste de alguns casos (FLOHIL ef al,, 2002).
Encontra-se disponivel uma ferramenta individual para a otimizagéo (figura 32), a qual ndo esta
presente na ferramenta da modelagem executada pelo PARMODEL. Assim, através da
interface da web o usuario pode submeter o arquivo no formato pdb da proteina e pode ainda
alterar trés parametros: o algoritmo usado para executar a minimizagio de energia, a forga

maxima (kJ/mol) para parar a minimizagdo, e 0 numero maximo de etapas da minimizag&o.




Como resultado, a otimizagdo executada pelo PARMODEL gera um arquivo no formato pdb

com a energia minimizada.

Parmodel Optmization (Gromacs)

Enter with a pdb file (just BRI Snaany
ATOMS): [ H Procurar... |

Parameters for Energy Minimization

N
Algorithm for minimization }__gt_p_a_gpg%‘&descent

Maximum force to stop (Kj/mol)

Number of steps

[ Energy Minimization ]

Figura 32 - Interface do ParModel para otimizagdo do modelo.

Visualizacio

Para a Visualizagdo do modelo, o PARMODEL usa o ProtGif, ferramenta que permite
gerar imagens animadas para estruturas de proteinas. Para construir as imagens, o ProtGif conta
com os softwares Raster3D (BACON E ANDERSON, 1988; MERRITT, 1994.) e Molscript
(KRAULIS, 1991). Quando incluida em uma pagina web, estas ferramentas permitem que
imagens animadas de moléculas sejam apresentadas por todos os padrdes browsers sem
depender de outro programa de visualizagdo. O ProtGif gera uma representagdo dos elementos
de estruturas secundaria para as moléculas da proteina. Na interface (figura 33) as exigéncias
minimas de entrada s3o as informagdes sobre o usuario (e-mail, instituigdo, etc.) € 0 arquivo no
formato pdb da proteina. O usuario pode alterar o tamanho da imagem, cores, nimero de
Jframes que serdo gerados, nimero de passos da rotagdo, e formato da imagem (ps, gif, jpeg, e
vrml). O usuario pode também especificar em que residuo da proteina a imagem deve ser

centrada.
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Figura 33 - Interface do ParModel para a visualizago realizada ProtGif.
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