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RESUMO

Cinases desempenham um papel importante na ativagao de vias bioquimicas em células
eucaridticas. Neks (WVIMA related kinases) sdo uma familia conservada de proteinas cinases
relacionadas a progressdo do ciclo celular e divisdo celular, contendo em torno de 40% de
identidade no dominio catalitico N-terminal com a proteina NIMA (Never in Mitosis, gene A)
de Aspergillus nidulans. As cinases Neks sdo também descritas como relacionadas a patologias,
particularmente cancer. Por estas caracteristicas, as Neks sao alvos potenciais para o tratamento

de canceres e desenvolvimento de drogas anti-cancer.

Neste trabalho foram selecionados compostos em uma biblioteca de 87 compostos para os
dominios de cinase mutados de hNek1, hNek2, hNek6, hNek8 e hNek9 e o dominio de cinase
selvagem de hNek7, através de um ensaio de deslocamento térmico. Neste ensaio, foi
identificado pelo menos um composto com um deslocamento da Ty, significativo para a hNek1
(A262-1258)-(T162A), E08 (AT, = 4.0°C); outro, E04 (AT, = 6.5°C) para a hNek6(S206A), e
varios compostos para a hNek7wt e hNek2(A272-445)-(T175A). Destes compostos, BO3 e FO4
foram validados por docking no sitio de ligacdo de ATP da hNek7wt, enquanto BO8 e E03
foram validados por reduzir a atividade da hNek7wt até 26,4% e 43,3%, respectivamente, na
concentracdo de 312,5 nM. Além disso, o composto E04 foi capaz de reduzir a atividade da

hNek6(S206A) pela metade com um ICsy proximo de 1,25 uM.

Sdo necessdrios experimentos funcionais adicionais para validacdo desses dados, e
estudos estruturais com resolucdo atdmica serdo importantes para caracterizar a associagiao de

hNek1(A262-1258)-(T162A), hNek6(S206A) e hNek7 selvagem com esses e outros compostos.
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ABSTRACT

Kinases play an important role in the activation of biochemical pathways in eukaryotic
cells. Neks (NIMA related kinases) are a conserved kinase protein family related to cell cycle
progression and cell division, containing about 40% identity in the N-terminal catalytic domain
with the protein NIMA (Never in Mitosis, gene A) of Aspergillus nidulans. Nek kinases are also
described as related to pathologies, particularly cancer. For these characteristics, Neks are

potential targets for treatment of cancers and development of anti-cancer drugs.

Here we screened the recombinant activation loop mutant kinase domains of hNekl,
hNek2, hNek6, hNek8 and hNek9 and wild-type hNek7 against 87 compounds using thermal
shift denaturation and identified at least one compound with significant 73, shift for
hNek1(A262-1258)-(T162A), E08 (AT, = 4.0°C), another one, E04 (AT, = 6.5°C) for
hNek6(S206A), but not for the other hNek6 variants, and several hit compounds for hNek7wt
and hNek2(A272-445)-(T175A). From these, compounds B03 and FO4 were validated by
docking into the ATP-binding site of hNek7wt, while BO8 and E03 were validated by reducing
hNek7wt activity up to 26.4% and 43.3%, respectively, at a 312.5 nM concentration. We also
found that mutant hNek6, without the activation loop conserved phosphorylation, is a better
target for inhibitor stabilization than an activated more phosphorylated hNek6 kinase.
Moreover, compound E04 was later confirmed to reduce hNek6(S206A) activity by half with
ICsp near to 1.25 pM.

Further functional experiments in living cells are required to validate this findings, and
structural studies with atomic resolution will be important to characterize the association of
hNek1(A262-1258)-(T162A), hNek6(S206A) and wild-type hNek7 with these and other

compounds.
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I. INTRODUCAO

1. Proteinas cinases: aspectos funcionais e estruturais

Proteinas cinases desempenham um papel importante na ativacao de vias bioquimicas em
células eucaridticas. Com mais de 500 cinases descritas codificadas no genoma humano,
praticamente todo processo de transducdo de sinal é ligado através de uma cascata de
fosfotransferéncia. Portanto, a regulacio precisa da fosforilagao é crucial para o crescimento e
desenvolvimento celulares, e esta regulacao depende da regulagio correta das proteinas cinases
envolvidas neste processo. Dominios de proteinas cinase sdo encontrados em cerca de 2% dos
genes eucarioticos [Rubin et al., 2000], o que também reflete sua importancia. Essas proteinas
tipicamente apresentam um arranjo conservado de estrutura secundaria em 12 subdominios que
se enovelam em um nucleo catalitico bi-lobulado (N-terminal e C-terminal) com o sitio de
ligacdo de ATP (dominio catalitico) numa fenda profunda localizada entre os dois lobos
[Johnson et al., 1998]. O lobo N-terminal é composto por 5 fitas-p € uma a-hélice proeminente
(hélice aC), enquanto o dominio C-terminal € constituido predominantemente por a-hélices
(Figura 1). Os dominios cataliticos homoélogos das cinases consistem de ~250-300 residuos de
aminodcidos [Hanks et al., 1991]. Proteinas cinases sdo consideradas ‘interruptores
moleculares”, uma vez que podem adotar um estado “ligado”, com atividade maxima, € um
estado “desligado”, com atividade minima. No estado “ligado”, o dominio conservado DFG
(Figura 1) estd na posi¢cdo DFG-in, catalisando a transferéncia do y-fosfato do ATP para o
grupo hidroxil dos aminodcidos serina, treonina ou tirosina da proteina substrato [Jeffrey et al.,
1995; Yamaguchi and Hendrickson, 1996; Canagarajah et al., 1997; Hubbard, 1997]. No estado
desligado, o motivo DFG ocupa a posi¢cdo DFG-out, o que ndo possibilita a ligacdo do ATP.
Estas duas conformagdes possuem implicagdes importantes no desenho racional de drogas,
umas vez que certos compostos se ligam as proteinas cinases apenas no estado DFG-in
(denominados inibidores Tipo I), enquanto outros se ligam no estado DFG-out (inibidores Tipo
IT). H4 ainda uma terceira classe de inibidores, denominados inibidores alostéricos, que se

ligam a dominios regulatdrios destas proteinas.
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N-terminal _
lobe ;

C-terminal
lobe

Figura 1. Estrutura geral das proteinas cinases: A figura mostra o dominio N-terminal (verde), composto
essencialmente por fitas-f, ¢ o dominio C-terminal (vermelho) e suas a-hélices. A regido denominada “hinge”
corresponde a alca de ligacdo entre os dois lobos. O sitio de ligacdo de ATP se localiza entre os dois lobos, onde a
molécula de ATP esta representada, juntamente com o seu co-fator, o fon magnésio. A regido DFG corresponde a
um dominio conservado nas proteinas cinases.
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2. A proteina NIMA de Aspergillus nidulans

Entre as diversas familias de proteinas cinases descritas, os membros da familia das que
se encontram relacionadas a NIMA sdo os menos caracterizados funcionalmente. Como
protétipo desta familia, a proteina NIMA (never in mitosis, gene A) foi identificada e
caracterizada funcionalmente em Aspergillus nidulans como sendo uma serina/treonina quinase
critica para a progressao do ciclo celular neste organismo, sendo necessaria no inicio da mitose
[Bergen et al., 1984]. Mutantes de NIMA sensiveis a temperatura ou a superexpressdo de
formas dominante-negativas de NIMA causam interrup¢do do ciclo celular na fase G2,
detectando-se DNA ndo-condensado e microtibulos na forma encontrada em intérfase [Osmani
et al., 1991]. Além disso, a superexpressdo de NIMA em fungos e em células de mamiferos
resultou no desencadeamento precoce de eventos relacionados a mitose, incluindo a
condensacdo da cromatina e a despolimerizacdo dos microtibulos [Lu & Hunter, 1995]. A
habilidade de NIMA em regular a mitose em eucariotos superiores sugere a existéncia de vias

de sinalizagcao envolvendo proteinas homoélogas a NIMA, conservadas durante a evolugao.

3. As proteinas da familia Nek em mamiferos

As Neks (NIMA related kinases) formam uma familia de serina/treonina cinases
altamente conservada, estando envolvidas na regulacdo do ciclo celular. Algumas Neks de
mamiferos localizadas nos cilios, além de afetarem a progressio do ciclo, também se
encontram relacionadas a funcdes ciliares [Quarmby & Mahjoub, 2005]. Proteinas cinases
estruturalmente homoélogas a NIMA t€m sido descritas em mamiferos contendo em torno de
40% de identidade no dominio catalitico N-terminal. A extremidade C-terminal constitui seu
dominio regulatério e apresenta maior variabilidade, estando envolvida na determinagdao da
especificidade por substratos e na interagcdo com outras proteinas. Em 1992, Letwin e
colaboradores descreveram a primeira proteina quinase relacionada a NIMA, Nek, em
humanos. Posteriormente, outros trabalhos realizados identificaram mais proteinas quinase
relacionadas a NIMA, sendo atualmente conhecidas onze Neks humanas, as quais possuem

ortélogos também em camundongos (Tabela 1) [Quarmby & Mahjoub, 2005].
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Tabela 1: Funcées propostas para Neks de mamiferos

Proteina Funcéo proposta Referéncia
Nekl1 Alteracdes no gene nekl em animais sao modelos para a Upadhya et al., 2000
doenca policistica renal em humanos.
Interage com proteinas envolvidas no ciclo celular e no Surpili et al., 2003
reparo do DNA.
Papel na resposta a dano ao DNA induzido por radiacio Polci et al., 2004
ionizante.
Nek2 Localizado em centrossomos € cinetocoros. Fry et al., 1998b
Fosforila a C-Napland Nlp no centrossomo. Fry et al., 1998a
Regula a separacio do centrossomo na transi¢do Rapley et al., 2005
G2/mitose.
Possivel papel na regulacio do fuso mitético. Chen et al., 2002
Nek3 Modula a sinalizac¢do dos receptores de prolactina. Miller et al., 2005
Nek6 e 7 Participam da mesma cascata de sinalizacdo na mitose. Belham et al., 2003
Nek8 Aumento da expressao em cancer de mama. Bowers & Boylan, 2004
Nek9 Associacao ao Bicd2 in vivo, fosforilacdo de Bicd2. Holland et al., 2002
Regula o alinhamento e a segregacdo dos cromossomos na Roig et al., 2002
mitose.
Mediador da organizac¢do dos cromossomos e do Roig et al, 2005
centrossomo.
Ativa a Nek6 durante a mitose. Belham et al., 2003
Regula a progressdo de G1 e S através da interagdo como  Tan & Lee, 2004
complexo facilitador da transcri¢do da cromatina (FACT)
Nekl1 Cinase responsiva a estresse replicativo e a danos ao Nogushi et al., 2002

DNA.
E ativada pela Nek2a em células com defeito na
progressdo do ciclo celular em G1/S.

Nogushi et al., 2004

*dados da tabela retirados de Quarmby & Mahjoud, 2005.

Dentre as proteinas da familia das Neks, Nek2 é até o momento a melhor caracterizada.
As proteinas Nek2 de vertebrados regulam a separacdo dos centrossomos durante a fase G2/M
do ciclo celular, sendo de fundamental importincia para a formacdo do fuso mitético e
adequada separagdo dos cromossomos [Quarmby & Mahjoub, 2005]. Existem duas variantes da
Nek2 produzidas por processamento (splicing) alternativo: a Nek2a, que € necessdria para a
separacdo do centrossomo na transi¢ao da fase G2 para a mitose [Fry, 2002]; e a Nek2b, que é
recrutada no centrossomo zigético, sendo essencial para a manutencdo dessa estrutura em

estdgios embriondrios iniciais. Nek2 também pode desempenhar um papel adicional nos pontos
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de controle (checkpoints), que sio momentos do ciclo celular nos quais uma maquinaria de
proteinas confere se o ciclo estd se desenvolvendo corretamente e a partir dessa verificacdo a
célula recebe sinais de que deve continuar o processo ou que deve parar e ativar a cascata
sinalizadora de apoptose. Defeitos nos componentes dessas maquinarias podem acarretar o
desenvolvimento de doencgas, como canceres, a partir do acimulo de erros e mutacoes.

As proteinas Nek6 e Nek7 sdo as menores e, estruturalmente, as mais simples Neks
constituidas, praticamente, apenas por seus dominios cataliticos que se localizam na regidao C-
terminal e, ao contrdario das demais Neks, apresentam uma curta extremidade N-terminal
[O’Connel et al., 2003]. Nek6 e Nek7 compartilham 87% de identidade nos seus dominios
cataliticos e, juntamente com a proteina F196H6.1 de C. elegans, t€m sido descritas como
representantes de uma subfamilia altamente conservada de Neks (Kandli et al., 2000). Nek6 e
Nek7 foram inicialmente identificadas em um screening bioquimico cldssico por cinases
capazes de fosforilar o sitio regulatério hidrofébico da cinase p70 S6 (S6K), embora novos
estudos demonstraram que a Nek6 (e por extensdo a Nek7), possivelmente, ndo sdo ativadores
fisiolégicos da S6K [Lizcano et al., 2002]. Evidéncias recentes apontam para funcdes na mitose
relacionadas a NIMA para ambas as proteinas.

A Nek6 enddgena € ativada durante a mitose, concomitante com um aumento do seu
nivel de expressdo [Belham et al., 2003], enquanto a Nek7, ao contrdrio, parece ser
relativamente constante ao longo do ciclo celular [Kim et al., 2007]. Além disso, a Nek7 foi
descrita por localizar-se no centrossomo de células U20S e HelLa tanto na intérfase quanto na
mitose [Yassachar et al., 2006; Kim et al., 2007], enquanto a Nek6 apresenta uma distribuicao
difusa, principalmente citoplasmatica. Contudo, a superexpressdo de mutantes cataliticamente
inativos das Neks 6 e 7 produzem fendtipos similares, como células exibindo elevados indices
mitdticos, defeitos no fuso mitdtico, anormalidades nucleares e apoptose [Yin et al., 2003;
Yassachar et al., 2006]. Esses fen6tipos sdo também observados a partir da deplecao das Neks
6 ¢ 7 em células HelLa, utilizando-se iRNA, ocorrendo a retencdo das células na metéfase,
apresentando uma normal condensacio da cromatina e alinhamento, mas uma incapacidade de
completar a segregacdo dos cromossomos. A atividade das Neks 6 e 7, portanto, parece ser
necessdria para a progressdo da anédfase, onde as células sdo retidas no ponto de controle do

fuso mitético e entram em apoptose, ou completam a mitose, mas com a aquisicdo de
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anormalidades nucleares durante o processo [Yin et al., 2003; Yassachar et al., 2006; Kim et
al., 2007].

Nek6 e Nek7 co-purificam com a Nek9 como resultado de uma interacdo especifica e
forte, ligando entre o dominio RCC1 e o motivo de coiled-coil da Nek9 [Roig et al., 2002]. E
sabido que a Nek6 apresenta grande expressdao e maior atividade catalitica durante a mitose,
mas para isso € necessdria a fosforilacdo no residuo Ser206, que € realizada diretamente pela
Nek9 in vitro e in vivo; Nek7 é também fosforilada pela Nek9 no residuo de Ser195, sendo
ambos os sitios encontrados nos loops de ativagdo das duas cinases, respectivamente [Belham
et al., 2003]. Estes fatos levaram a um modelo em que as Neks 6, 7 e 9 atuam como parceiros
de uma mesma cascata de sinalizacdo, sendo as Neks 6 e 7 substratos da Nek9, onde esta se
mantém inativa durante a intérfase e ativa na mitose, ativando as Neks 6 e 7 de forma
semelhante que, por sua vez, coordenam a formacdo e manutencdo do fuso mitético. E possivel,
portanto, que alguns ou todos os fenétipos observados com a microinjecdo de IgG anti-Nek9
nas células humanas sejam causados pela interferéncia com as fungdes das Neks 6 e 7 [Roig et
al., 2002].

Virias proteinas da familia das Neks sdo produtos de genes relacionados com patologias.
Mutacdes nos genes de Nekl e Nek8 estdo relacionadas a doenga cistica dos rins [Barker et al.,
2000, Beier et al., 2002]. Nek8 € superexpressa em tumores mamdarios em humanos [Bowers &
Boylan, 2004] e a Nek3 humana parece apresentar um importante papel na sinalizacdo do
receptor de prolactina, especificamente numa via que contribui para a progressiao e motilidade
do cancer de mama [Miller et al., 2005]. A superexpressio de Nek6 ¢ identificada em
carcinomas hepatocelulares [Chen et al., 2006]. Além disso, o gene de Nek6 € frequentemente
expresso, entre outros genes de proteinas cinases, relacionados a cancer de mama, colorretal,
pulmao laringe através de estudos de hibridizacdo in situ, além da proteina Nek6 ser apontada
como um marcador potencial de cancer gastrico [Capra ef al., 2006]. Estudos indicam que
Nek6 e Nek1 estao relacionadas aos checkpoints de dano de DNA durante a interfase. Nek6 ¢
fosforilada em resposta a danos no DNA por exposi¢do a raios UV, fazendo que as células
fiquem presas na transicdo G2/M da intérfase, além de ter sua atividade totalmente abolida
durante a mitose [Yun et al., 2008]. Do mesmo modo, células deficientes em Nekl sdo

defeituosas nos checkpoints da transi¢do G1/S e da fase M, ndo reparam DNA e apresentam
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quebra de cromatina e cromossomos defeituosos [Riley et al., 2008]. Deste modo, células que
apresentam mutacdes nos genes de Nekl e Nek6 falham ao reconhecer e reparar danos no

DNA.
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Figura 2. A extensa familia Nek (NIMA-related kinase). Alinhamento de caracteristicas estruturais importantes
da familia Nek, incluindo: sequéncias PEST (http://emb1.bcc.univie.ac.at/embnet/tools/bio/PESTfind/); dominios
coiled-coil (http://www.ch.embnet.org/software/COILS_form.html); dominios de cinase e outros (SH3/RCCl1),
utilizando o Pfam (http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/search.shtml). As sequéncias completas de NEK1—
NEK11 humanas foram obtidas de http://www.kinase.com. As NIMA cinases de fungos sdo mostradas no topo,
demonstrando o arranjo cldssico de dominio catalitico e sequéncias coiled-coil e PEST, essenciais para a atividade
e regulagcdo das proteinas NIMA de A. nidulans, Niml de Neurospora crassa e Finl de Schizosaccharomyces
pombe. Abreviacdes: aa, aminodcido; C. reinhardtii, Chlamydomonas reinhardtii; D. discoideum, Dictyostelium
discoideum; S. cerevisiae, Saccharomyces cerevisiae. Extraido de O’Connel et al., 2003.
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II. OBJETIVOS

1. Objetivo Geral

Este trabalho teve como objetivo geral a validacdo de proteinas humanas da familia de
cinases Nek como alvos para inibicdo do crescimento celular de linhagens imortalizadas de
células humanas em cultura através da realizacio de ensaios in-vitro e in-silico.

2. Objetivos Especificos
2.1 Expressao heter6loga das proteinas cinases (principalmente o dominio de cinase)
Nekl, Nek2, Nek6 e Nek7. Em casos em que se julgou necessdrio, realizou-se uma mutagénese
sitio-dirigida no processo de clonagem para obten¢do de proteina solivel;
2.2 Realizacao de ensaios in vitro de estabilidade da ligacdo inibidor-proteina, através
de ensaios de deslocamento térmico (‘“‘thermal shift assay”), a fim de realizar uma triagem

inicial para posteriores ensaios de validagao;

2.3 Utilizacao dos inibidores identificados em 2.2 em ensaios in silico de afinidade da
ligacdo inibidor-proteina a fim de validar os resultados previamente obtidos;

2.4 Utilizac@o dos inibidores identificados em 2.2 em ensaios in vitro a fim de validar os
resultados previamente obtidos.
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III. METODOLOGIA

1. MUTAGENESE SITIO-DIRIGIDA

1.1 Procedimento

A estratégia de mutagénese sitio-dirigida foi empregada para aumento da solubilidade das
proteinas. Utilizou-se a enzima PfuTurbo® DNA polimerase, que replica ambas as fitas do
plasmideo com alta fidelidade e processividade, sem permitir a deslocacio dos
oligonucleotideos mutantes. No procedimento bésico, foram utilizados os plasmideos, contendo
os insertos de interesse, e dois oligonucleotideos sintéticos, contendo a mutagdo desejada
(Figura 1). Os oligos, complementares a fitas opostas do plasmideo, foram estendidos pela
PfuTurbo em reacdes de PCR contendo: Sul. do tampao 10X da enzima, 1,5ul. de cada primer
10uM, TpL de dNTP, 1uLL de DNA (dilui¢do 1:10) e dgua milliQ para volume final de S0uL;
acrescentou-se depois 1,0ul. de PfuTurbo. Estas rea¢des foram amplificadas nas condigdes

descritas na tabela 2.

Segmento  Ciclos  Temperatura Tempo
1 1 95 °C 30 segundos
95 °C 30 segundos
2 16 60 °C 1 minuto
68 °C 1 minuto
3 1 68 °C 1 minuto
37°C

Tabela 2. Ciclos de temperatura utilizados para a mutagénese sitio-dirigida.

A incorporacdo dos oligos gerou um plasmideo mutante, contendo cortes nas
extremidades 5°. O produto da PCR foi, entdo, tratado com 1puL da enzima Dpnl (10U/uL) por

uma hora a 37°C. Esta endonuclease (sequéncia alvo: 5’-Gm°ATC-3") ¢ especifica para DNA
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metilado ou semi-metilado, sendo utilizada para digerir o DNA parental molde e selecionar o
DNA mutante recém-sintetizado, uma vez que o DNA isolado da maioria das cepas de E. coli é
dam metilado, sendo suscetivel a digestdo por Dpnl . De 2 a 4uLL do plasmideo mutante foram,
entdo, transformados em E. coli DH5a (podendo também ser utilizadas outras cepas, como
XL1-Blue), sendo os cortes nas extremidades 5° reparados pela bactéria. Procedeu-se, em
seguida, a extragdo plasmideal para usos posteriores.

O oligonucleotideo utilizado nesta mutagénese ja se encontrava disponivel em nosso
laboratério, e foi utilizado com a finalidade de substituir o aminodcido Treonina por uma
Alanina na posi¢do 162 no dominio de cinase da proteina hNek8, a exemplo da mesma
metodologia utilizada para expressdo, purificacdo e cristalizacio da proteina hNek2. A
sequéncia dos oligonucleotideos e suas respectivas temperaturas de anelamento encontram-se

descritas na tabela abaixo.

Nome Sequencia Tm (°C)
Nek8 T162A S 5-GAGCAAGGCCTACGCGGTGGTGGGTAC-3 83,8
Nek8 T162A AS 5-GTACCCACCACCGCGTAGGCCTTGCTC-3 83,8

Tabela 3. Oligonucleotideos utilizados para a mutagénese sitio-dirigida nos dominio de cinase da proteina
hNek8. Sio listados os nomes dos oligos sense (S) e antisense (AS), as suas sequéncias e os nucleotideos

mutados (negrito) em cada oligo, bem como as respectivas temperaturas de melting (Tm, °C)

2. CLONAGEM DAS SEQUENCIAS CODIFICADORAS DOS DOMINIOS DE CINASE
DAS PROTEINAS HUMANAS NeKs S E 9

2.1 Reacao de Polimerizacao em Cadeia (Polymerase Chain Reaction, PCR)
Foram utilizados oligonucleotideos previamente desenhados pelo nosso grupo (tabela 3)

para amplificacdo dos dominios de cinase mutados e ndo mutados das proteinas Nek8 e Nek9,

previamente clonados em vetores de expressao.
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Nome Sequéncia Tm (°C)

Nek8KD_S EcoRI" Ndel 75,3
5-CGGAATTCCATATEGAGAAGTACGAGCGGATCCG-3'
Nek8KD_AS Sall 76,4
5-ACGCGTCGACTTAGCAGAGGGGCTGTGCCAT-3
Nek9KD_S Balll Ndel 61,1
5-GAAGATCTCTCATATETACATCCCCATCCGC-3'
Nek9KD_AS Sall 61,1

5-ACGCGTCGACTCAGAGAAGAGGGCGATC-3

Tabela 4. Oligonucleotideos desenhados para a amplificacdo dos dominios de cinase (KD) das hNeks 8 e 9.
Sao listados os nomes dos oligos sense (S) e antisense (AS), as suas seqiiéncias, os sitios de restri¢do utilizados
(vermelho), os c6dons de inicio (verde) e término (amarelo) da tradug@o, bem como as respectivas temperaturas de

melting (Tm, °C).

As amplificagdes foram feitas em reagdes utilizando-se 2,5uL. do tampao 10X da enzima,
0,5uL de cada primer na concentracdo de 10uM, 1,5uL. de ANTP 5mM, 2ulL de DNA (diluicao
1:10), 0,5uL de Taq Platinum® High Fidelity DNA Polimerase (Invitrogen) e dgua milliQ para

volume final de 25uL. Estas rea¢des foram amplificadas nas condi¢des descritas na tabela 5.

Segmento  Ciclos  Temperatura Tempo
1 1 94 °C 2 minutos
94 °C 1,5 minuto
2 16 58 °C 2 minutos
72 °C 2 minutos
3 1 72 °C 5 minutos
4°C

Tabela 5. Ciclos de temperatura utilizados para a amplificacdo dos dominios de cinase das proteinas hNek8
e hNek9.
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2.2 Vetores de Clonagem e Expressao

2.2.1 Vetor de Clonagem

- pPGEM-T Easy (Promega): contém 3.015pb e o nucleotideo timina em suas extremidades,
facilitando a clonagem de produtos de PCR amplificados por determinas DNA polimerases,
que adicionam o nucleotideo adenina, complementar a timina, nas extremidades 5" e 3" dos

fragmentos. Sua presenca na célula confere resisténcia a ampicilina. Empregado para a

subclonagem de fragmentos de cDNA.

2.2.2 Vetores de Expressao em E. coli

- pET28a-TEV: possui uma sequéncia que codifica seis histidinas (cauda de histidina ou His-
tag) presente na regido N-terminal da proteina recombinante, para facilitar sua posterior
purificagdo por cromatografia de afinidade, empregando-se resinas contendo niquel ou cobalto.
A etiqueta (fag) N-terminal € seguida de um sitio da protease TEV para posterior clivagem. O
vetor também contém o promotor T7 induzido por isopropil B-D-tiogalactopiranosideo (IPTG),

bem como o gene que confere resisténcia ao antibidtico kanamicina.

- pET28a-TEV-SUMO: ¢ idéntico ao vetor pEt28a-TEV, com o diferencial de ter inserido
antes da sua regido poli-linker uma sequéncia para codificacdo da proteina Sumo de levedura,
de modo que a proteina de interesse seja expressa em fusdo desta, o que lhe confere maior

estabilidade.

2.3. Digestoes Enzimaticas

A clivagem de sequéncias nucleotidicas por enzimas de restricdo para a obten¢do dos

insertos desejados e dos vetores linearizados para as clonagens e/ou subclonagens, bem como

para as andlises de restricao dos clones obtidos, foram realizadas empregando-se uma unidade
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da enzima de restricdo em seu tampao especifico, por 4h a 37°C, seguindo-se as especificacdes

do fabricante Fermentas.

2.4 Eletroforese em Gel de Agarose

Foram utilizados géis de agarose a 1% (peso/volume) em tampao TAE (Tris-HCI 40mM;
acido acético 20mM; EDTA 1mM), também utilizado na corrida; utilizou-se uma voltagem fixa
entre 50 e 100 Volts, dependendo do aparato de gel utilizado. Adicionou-se 10% do volume de
loading buffer (azul de bromofenol 25%; sacarose 40%) nas amostras e, para a

fotodocumentacao, foi utilizado o sistema EDAS de fotografia e andlise de imagens (Kodak).

2.5 Purificacao de DNA

Para a purificacdo das bandas referentes aos vetores linearizados ou aos insertos
digeridos, utilizou-se o kit QIAquick Gel Extraction (QIAGEN), conforme especificacdes do

fabricante.

2.6 Reacao de Ligacao

Através da visualizacdo dos insertos e vetores devidamente digeridos e purificados em gel
de agarose 1%, foi feita a quantificacdo relativa (propor¢do do numero de moléculas
vetor:inserto). As ligacdes foram feitas utilizando-se 2ul. de tampdao de ligagdo 10X
(Fermentas), sendo 1uL (2U) de T4 DNA ligase (Fermentas), 1uL. de ATP 100mM, DNA do
vetor e do inserto na propor¢do molar vetor:inserto de 1:4 e dgua milliQ para volume final de

20uL. As reacdes foram incubadas por 24 horas, a 16°C.

2.7 Preparo de Bactérias Competentes para Transformacao por Choque Térmico

O preparo de bactérias competentes foi feito pelo método de Cloreto de Rubidio (RuCl2).

As cepas de E. coli DHS5a foram cultivadas em meio Luria-Bertani-dgar (LB-dgar: extrato de
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levedura 0,5%; triptona 1%; NaCl 200mM pH 7,4; bacto-dgar 1,5%) e incubadas a 37°C por 16
horas. Em seguida, uma das colOnias isoladas foi inoculada em 5mL de meio PSI (extrato de
levedura 1%; peptona 1,6%; NaCl 200mM; KH,PO4 3mM; Na,HPO, 2mM pH 7,6) e incubada,
sob agitacao de 200rpm, nas mesmas condicdes descritas anteriormente. Subsequentemente,
esta cultura foi inoculada em 200mL de meio PSI até atingir uma D.O. a 600nm de
aproximadamente 0,6. A cultura foi, entdo, transferida para frascos de centrifuga previamente
resfriados em gelo, e centrifugada a 2.000g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e as bactérias ressuspendidas em 25mL do tampao de transformacao I (KOH 30mM;
Acido acético 30mM; MgCl, 50mM; CaCl, 10mM; RuCl, 100mM; glicerol 15% v/v pH 5,8)
estéril e gelado. A suspensdo foi incubada por 15 minutos no gelo e depois centrifugada a
2.000g por 15 minutos a 4°C. As bactérias foram ressuspendidas em 8mL do tampdo de
transformacao II (MOPS 10mM; CaCl, 75mM; RuCl, 10mM; glicerol 15% v/v pH7,0) estéril e
gelado. Aliquotas de 100puL. em tubos de 1,5mL foram congeladas imediatamente em

nitrogénio liquido e estocadas a -80°C para serem posteriormente utilizadas nas transformagdes.

2.8 Transformacao de Bactérias Competentes por Choque Térmico

Para a transformacao por choque térmico, adicionou-se 1uL do plasmideo (~100ng) ou
todo o volume da ligacdo ao tubo contendo 100ul do estoque de bactérias competentes,
previamente descongelado e mantido em gelo. As bactérias foram, entdo, incubadas em gelo
por 30 minutos e submetidas ao choque térmico: banho a 42°C por 2 minutos e incubacdo em
gelo por 3 minutos. Apds o choque térmico, adicionou-se 800uL. de meio SOC (extrato de
levedura 0,5%; triptona 2%; NaCl 2mM; KCIl 2,5mM, MgCl, 1mM, MgSO, 1mM, glicose
20mM pH 7,0) e incubou-se a 200rpm, por 1 hora, a 37°C. Para transformacdes de plasmideos,
foram plaqueados 200ul desta suspensao, com o auxilio de uma alca Drigalski, em uma placa
contendo os antibidticos adequados para selecdo dos transformantes; no caso de transformacdes
de ligacdo, a suspensdo foi centrifugada a 4.000rpm por 5 minutos e ressuspendida em 200uL

do préprio meio. A placa foi, entdo, incubada a 37°C, por aproximadamente 16 horas.
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2.9 Extracao de DNA Plasmideal

Os plasmideos recombinantes foram extraidos de E. coli DHSa através de mini-
preparagdes (minipreps) de acordo com as metodologias descritas por Sambrook et al., (1989) e
Ausubel et al., (1995) e/ou de acordo com as especificagdes do fabricante do kit para extracdo

de DNA da empresa QIAgen.

2.10 Anadlises de Restricao dos Clones Obtidos

Apoés a transformacgdo, os clones obtidos foram selecionados através da andlise de
restricilo do DNA plasmidial com pelo menos duas enzimas diferentes. As construcdes

plasmidiais que apresentaram o padrio esperado para a andlise de restri¢do foram sequenciadas.

2.11 Sequenciamento dos Clones Obtidos

As reacoes foram feitas com o uso do reagente Dye Terminator Cycle Sequencing Kit
(Amersham Biosciences/GE Healthcare) numa reacdo de 10uL, contendo 4pl. de
DyeTerminator, de 2 a 3pmol do primer (especifico para cada vetor) e de 300 a 600ng de DNA
plasmidial para vetores de alta cépia ou de 500 a 800ng para vetores de baixa copia. As reacdes
foram incubadas a 95°C por um minuto e submetidas a 35 ciclos de 10 segundos a 96°C, 10
segundos a 50°C, e 4 minutos a 60°C em termociclador PCR System 9700 (Perkin Elmer). As
amostras foram analisadas no sequenciador automético de DNA ABI PRISM 377 Genetic

Analyser (Applied Biosystems).
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3. EXPRESSAO E PURIFICACAO DAS PROTEINAS RECOMBINANTES

3.1 Expressao em E. coli

As bactérias foram transformadas com os plasmideos de expressdo e submetidas a testes
de otimizagdo de expressdo, variando-se o tempo de inducdo (de 1 a 16 horas), a temperatura de
inducdo (18, 25 e 37 °C) e a concentragio do indutor IPTG (isopropil-B-D-
tiogalactopiranosideo) (0,2 mM, 0,5 mM e 1 mM). As cepas utilizadas foram a BL21-pRARE e
ASlyd pRARE, devido a existéncia de vérios codons raros nas sequéncias das proteinas de

interesse.

3.1.1 Testes de Otimizacao da Expressao Solavel

Para a realizacdo dos testes de expressdo, as bactérias BL21-pRARE ou ASlyd pRARE,
transformadas com os vetores de expressdo contendo a sequéncia do cDNA codificador das
diferentes proteinas a serem expressas, foram preinoculadas em meio Luria-Bertani (LB) ou
Terrific Broth (TB), acrescido de antibidtico especifico, e incubadas por 16 horas a 37°C, sob
agitacdo constante de 200rpm. Esse cultivo foi reinoculado em meio de cultura novo, em uma
diluicdo de 1:50, acrescido dos antibidticos pertinentes, e as bactérias foram incubadas sob as
mesmas condi¢des até atingirem a fase logaritmica de crescimento (D.O.¢p entre 0,6 e 0,8); nas
indugdes, adicionou-se também o antibidtico clorofenicol (concentragdo final de 3,4mg/mL) no
meio de cultura, para a selecdo do plasmideo pRARE. Na fase logaritmica, uma amostra de
ImL (amostra ndo-induzida) foi retirada e acrescentado o indutor de sintese proteica IPTG na
concentracdo desejada. As bactérias foram, entdo, cultivadas nas temperaturas e tempos de
indugdo a serem testados, sendo que, a intervalos de tempos sucessivos, ImL da cultura foi
coletado. As amostras foram, entdo, centrifugadas e submetidas a lise para a separacdo das

fracOes soluvel e insolivel.
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3.1.2 Lise Bacteriana (Separacao das Fracoes Solivel e Insolivel)

O pellet das células resultante da indugdo de sintese proteica foi ressuspendido em tampao
de lise A (HEPES 50mM pH 7,5; fosfato de s6dio SmM; NaCl 300mM; glicerol 5%; Imidazol
20mM) na proporcdo pellet:tampao de 1:5. Adicionou-se o inibidor de protease PMSF para
concentracdo final de ImM, lisozima a Img/mL e DNAse a 0,1pug/mL, e as células foram
incubadas por 1 hora no gelo e lisadas com 10-15 ciclos de congelamento (nitrogénio liquido) e
descongelamento (banho a 37 °C). Os lisados foram, em seguida, centrifugados a 12.000rpm
por 5 minutos a 4°C, e o sobrenadante foi transferido para outro tubo (fragdo soldvel). No caso
da lise bacteriana para volumes maiores de cultura (~1L), realizou-se 10 ciclos de sonicag¢do do
pellet (ressuspendido em tampao de lise A) por 1 minuto com intervalos de 0,5 segundo, ao
invés dos ciclos de congelamento e descongelamento.

Os pellets (fracdo insolivel) das amostras foram ressuspendidos em 20yl de tampdo de
amostra 4X (Tris-HCI 250mM pH 6,8; SDS 0,8%; azul de bromofenol 0,2%; glicerol 45,5%; 2-3-
mercaptoetanol 20%), e os sobrenadantes foram ressuspendidos em tampao de amostra 4X para uma
concentragdo final de 1X. As amostras foram, entdo, incubadas por 15 minutos a 95°C, e
centrifugadas a 12.000rpm por 1 minuto, sendo analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida

contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE).

3.2 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE)

Foram utilizados minigéis (10x9x0,05cm) constituidos de um gel de amostra de 4% e um
gel de separacdo com 10% de poliacrilamida. Para a corrida, foi utilizado o tampao de eletrodo
(Tris 25mM; glicina 250mM; SDS 0,1%) e a amperagem foi fixada a 20mA. Para a deteccao
das proteinas, apOs a eletroforese, os géis (ndo utilizados para Western Blot) foram corados
com Coomassie Blue R-250 0,25% (Sigma) em 4cido acético 10% (v/v) e metanol 50% (v/v), e
descorados em solucao de dcido acético 5% (v/v) e metanol 12,5% (v/v).

O padrao de peso molecular utilizado foi o BenchMark Protein Ladder (Invitrogen),

constituido de 15 proteinas que apresentam um His-tag (que pode ser utilizado para a deteccdo
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em Western blot), apresentando pesos moleculares totais entre 10 e 220 kDa, sendo as bandas

de 20 e 50 kDa as mais proeminentes.

3.3 Western Blot

As proteinas separadas por SDS-PAGE foram transferidas por eletroforese para uma
membrana de polivinildifluoridina (PVDF) Immobilon-P (Millipore). A transferéncia foi
realizada durante 90 minutos a ImA por cm’ de membrana/gel, utilizando-se o Semi-Dry
Blotting System (The W.E.P. Company). A montagem da transferéncia, no sentido do anodo do
aparelho para o cétodo, seguiu a sequéncia: (1) dois papéis Whatman 3 MM embebidos em
solucdo Anodo I (Tris-HC1 300mM pH 10,4; metanol 10%), (2) um papel Whatman 3 MM
embebido com tampdo Anodo II, (3) a membrana preincubada em metanol absoluto por 15
segundos, (4) o gel imerso em Solucdo Anodo 1I (Tris 25mM pH 10,4; metanol 10%) por 5
minutos, (5) trés papéis embebidos em tampdo Catodo (Tris-HCI 25mM pH 10,4; metanol
20%; acido a-caproico 40mM).

Apés a transferéncia, os sitios inespecificos da membrana foram neutralizados com a
solucdo de bloqueio (5% de leite desnatado em pé diluido em TTBS [TrisHCl 50mM pHS,0;
NaCl 150mM; Tween-20 0,1%]) por 16 horas a 4°C. A membrana foi lavada com TTBS por 5
vezes de 5 minutos; o anticorpo primadrio foi, entdo, adicionado € a membrana incubada durante
1 hora a temperatura ambiente. Em seguida, o anticorpo primério nao ligado foi retirado por 5
lavagens de 5 minutos e o anticorpo secunddrio foi adicionado, incubando-se a membrana,
novamente, durante 1 hora a temperatura ambiente, seguido de 5 lavagens de 5 minutos.

Para a revelacio da membrana, adicionou-se uma mistura do reagente luminol (Santa
Cruz Biotechnology), em camara escura, na propor¢ao de 1:1. A membrana foi, entdo,
protegida entre dois plésticos e exposta ao filme de raio-X (Sigma-Kodak) por vérios intervalos
de tempo, com o0 objetivo de obter-se a melhor revelagdo das bandas. Apds a exposicao, o filme

foi revelado manualmente.
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3.4 Anticorpos Utilizados

Os anticorpo primdrio utilizado no Western Blot foi:

- anticorpo monoclonal feito em camundongo contra o tag de poli-histidina (anti-penta

His, QIAGEN, utilizado na concentragdo de 0,05 pg/mL);

Os anticorpos secundarios utilizados foram:

- anticorpo de cabra contra IgG de camundongo conjugado com peroxidase de rabanete
(HRP) (Santa Cruz Biotechnology, utilizado na concentracao de 0,05 ug/mL).

- anticorpo secunddrio contra IgG de camundongo conjugado com peroxidases de
rabanete (HRP) biotinilado (1:80000) (Dako Cytomation), seguido de incuba¢do com
Streptavidina (1:4) (Dako Cytomation). A Streptavidina é conjugada com quatro peroxidases de

rabanete (HRP), o que amplifica o sinal na revelacdo das membranas no western blot.

3.5 Purificacao das Proteinas Recombinantes

A purificacdo das proteina recombinantes em fusdo com a cauda de 6xHis N-terminal foi
realizada por cromatografia liquida, utilizando-se uma coluna de afinidade e uma de gel
filtracdo (exclusdo molecular), em aparelho HPLC AKTA Purifier (Amersham Biosciences/ GE
Healthcare). Todas as solugdes utilizadas foram previamente deaeradas em banho ultrassonico

Modelo 2210 (Branson) por 20 minutos.
3.5.1 Coluna de Afinidade por Metal (Niquel)
A fusdo com 6xHis-tag permite a simples purificac@o, via cromatografia de afinidade por
metal (niquel). Deste modo, para a purificagdo das proteinas da fracao solivel do lisado, foi

utilizada a coluna de afinidade pré-empacotada HiTrap Chelating de 1mL, que contém a resina

Chelating Sepharose High Performance (Amersham Biosciences/ GE Healthcare), carregada
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com niquel, segundo instru¢des do fabricante. Para a purificacdo, a coluna foi lavada com
etanol 20% e 4dgua milliQ e equilibrada com 5 volumes de coluna (CV) do tampao de lise A
(HEPES 50 mM pH 7.,5; fosfato de s6dio SmM; NaCl 300mM; glicerol 5%; Imidazol 20mM); a
amostra a ser purificada foi, aplicada na coluna. Em seguida, a coluna foi lavada (a fim de
eliminar proteinas “contaminantes” ndo ligadas ou fracamente ligadas a resina) com tampao de
lavagem C (HEPES 50mM pH 7.,5; fosfato de s6dio SmM; NaCl 1M; glicerol 5%; Imidazol
20mM) e 10 fragdes de 1mL foram coletadas para se avaliar a eficiéncia da lavagem. A coluna
foi lavada com dilui¢des do tampao de eluicio B (HEPES 50mM pH 7,5; fosfato de sédio
SmM; NaCl 300mM; glicerol 5%; Imidazol 150mM) no tampao de lise A, fazendo com que a
quantidade de Imidazol fosse gradativamente aumentada (gradiente de 0 a 100% de tampao B)
e, deste modo, eluindo a proteina de interesse segundo sua afinidade a resina. A eluicdo foi
coletada em fracdoes de ImL e aliquotas das fragdes foram analisadas por SDS-PAGE e

Western blot a fim de detectar a presencga da proteina de interesse.

3.5.2 Coluna de Gel Filtracao (Exclusao Molecular)

Em casos que, apds a cromatografia de afinidade por metal, ndo se obteve uma proteina
suficientemente pura, procedeu-se com cromatografia de gel filtracdo. Para tal, utilizou-se uma
coluna de gel filtragdo pré-empacotada HiLoad™ 16/60 (GE Healthcare). Para a purificacdo, a
coluna foi lavada com 1,2 volumes de coluna de H20 milliQ para retirada da solugdo de etanol
20% em que ela se encontra estocada. A coluna foi entdo equilibrada com uma mistura do
tampao de lise A (HEPES 50 mM pH 7.5; fosfato de s6dio SmM; NaCl 300mM; glicerol 5%;
Imidazol 20mM) e tampao de eluicdo B (HEPES 50mM pH 7,5; fosfato de s6dio 5SmM; NaCl
300mM; glicerol 5%; Imidazol 150mM) referente a porcentagem de mistura dessas solugdes
em que cada um das proteinas foi purificada na cromatografia de afinidade. Em seguida, a
amostra de interesse foi injetada (obedecendo ao limite de Sml) e eluida com 1,2 volumes de

coluna da mesma soluc¢do utilizada na etapa de equilibrio, coletando as fracdes de interesse.
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4. ENSAIOS DE DESLOCAMENTO TERMICO
4.1 Procedimento

Os experimentos foram realizados segundo metodologia descrita por Niesen, Berglung &
Vedadi (2007) utilizando-se o equipamento FluoDia T70 (Photon Technology International),
especialmente adquirido por nosso grupo para esta série de experimentos. As reacdes sao feitas
em volume final de 20uL, em placas de 96 pocos, utilizando-se proteinas na concentracio final
de 2uM, em tampao HEPES 10mM pH 7,5, 150mM NaCl. Os inibidores sdo adicionados na
concentracdo final de 10uM a partir de solugdes estoque em DMSO e o SYPRO-Orange
(Molecular Probes) é adicionado como uma sonda fluorescente na dilui¢do de 1: 1000. Com o
aumento da temperatura, ocorre o desnovelamento da proteina e a consequente interacdo da
sonda fluorescente com o seu core hidrofébico, o que causa a emissdo do sinal fluorescente. O
filtro de emissdo utilizado para o SYPRO-Orange € o de 580nM. A temperatura é aumentada
em passos de 1°C/min de 5°C a 75 °C e a leitura de fluorescéncia é obtida a cada intervalo. As
linhas de base inicial e final da inclinagdo da curva destas espécies fluorescentes com o
aumento da temperatura sdo aproximadas por um ajuste linear a uma curva de Boltzmann,
realizado através do programa Prism (Graphpad). Os deslocamentos térmicos observados,
AT, para cada inibidor, sdo calculados pela diferenca entre os pontos de transicdo das
reacoes ‘“‘amostra” (contendo os compostos inibidores testados) e “referéncia” (controle,

contendo a proteina sem inibidor) (Figura 10).
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Fluorescéncia

T (“C)=

Figura 3. Representacio do ensaio de deslocamento térmico. A curva sigméide azul representa a leitura para o
ensaio sem o inibidor, enquanto a curva sigmdide vermelha representa a leitura do ensaio utilizando-se os
inibidores. Com o aumento da temperatura, ocorre a desnaturacdo da proteina (1) e associacdo do corante
fluorescente hidrofébico com o “core” protéico exposto, também hidrofébico (2). Esta fluorescéncia alcangca um
pico com a desnaturagdo total das proteinas (3) para entdo diminuir com a agregacdo destas e dissocia¢do do
corante (4). A temperatura que corresponde ao ponto de inflexdo da curva sigméide é denominada “temperatura de
melting” (Tm), e a diferenca entre a Tm nas duas curvas (ATm) representa o deslocamento térmico. Este
deslocamento representa uma medida da afinidade da associag@o entre o composto testado e a proteina, uma vez
que, quanto maior for a forca desta associa¢do, maior serd a temperatura necessdria para a desnaturagdo da
proteina.

4.2 Inibidores Utilizados

Para estes ensaios, foi utilizada a biblioteca de inibidores II da empresa EMD

Calbiochem (Cat. No. 539745) (Anexo 1).
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S. MODELAGEM MOLECULAR

As coordenadas atdmicas da hNek2(A272-445)-(T175A) (PDB: 2JAV) [Rellos et al.,
2007] foram usadas como templates para geragdo de um modelo estrutural da hNekl (A262-

1258)-(T162A) por modelagem baseada em restricdo pelo programa MODELLER no servidor
HHpred [S6ding et al., 2005].

6. DOCKING MOLECULAR

Compostos que apresentaram um A7, maior que 2°C nos ensaios de deslocamento
térmico foram usados como ligantes nos ensaios de docking molecular com os dominios de
cinase das hNeks 1, 2, 6 e 7. O modelo estrutural do ATP foi utilizado como controle para
estudos in silico, uma vez que ele € o ligante natural das Neks humanas. As estruturas dos
inibidores foram obtidas do banco de dados Pubchem do NCBI [Bolton et al, 2008]. A estrutura
da hNek7wt depositada no Protein Data Bank (PDB: 2WQM) [Richards et al., 2009] foi
utilizada neste estudo. O modelo estrutural da hNek6(S206A) utilizado foi criado por Meirelles
et al. [Meirelles et al., 2011], e a hNek1(A262-1258)-(T162A) foi modelada conforme descrito
anteriormente.

O software Molegro Virtual Docker (MVD) [Thomsen & Christensen, 2006] foi utilizado
para simulacdes de docking molecular. Foi utilizada uma resolucdo de 0.30 A e raio de 15 A
como sitio de ligacdo para cada uma das cavidades identificadas e testadas nas proteinas. O
nimero de testes foi definido como 10 e o nimero maximo de interagdes como 1500. Apds
cada teste de docking, uma minimizac¢do de energia e otimizacdo das ligagdes de hidrogénio
foram realizadas para selecao das melhores poses para cada ligante.

Para analisar a viabilidade dos complexos gerados pelo MVD, estes foram enviados para
andlise através do software PEARLS (Program for Energetic Analysis of Receptor-Ligand
System) [Han et al., 2006]. Este software calcula a energia de interag¢do entre ligante e receptor
considerando forcas intermoleculares de Van der Waals, interagdes eletrostdticas e pontes de

hidrogénio. Os valores gerados por este software foram utilizados para calcular a afinidade da
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interacao proteina-ligante e comparacdo com os mesmos valores preditos para a interagdo entre

ATP e as hNeks.

7. ENSAIOS DE ATIVIDADE DE ENZIMA CINASE

Ensaios de atividade de enzimas cinases foram realizados utilizando o protocolo do kit
LANCE® Ultra TR-FRET (PerkinElmer Life and Analytical Sciences). Valores de ICsy foram
determinados usando uma concentracdo de cinase que fosforila 20-50% do peptideo substrato
ULight™-]abeled p70S6K (Thr389) no ATP K,japarente]- AS concentragdes de cinase e ATP que
corresponderam a estas condi¢des foram obtidas em um ensaio prévio, utilizando uma variacao
de concentracdo de cinase entre 2nM e 640nm, e uma variacdo da concentragdo de ATP entre O
e 25 uM. A concentragdo final do inibidor foi 2x, 1x e 1/2x a concentracdo de ATP no ATP
Kifapareniel: 0,625 uM para a hNek6(S206A) e hNek7wt, e 25 uM for hNek1(A262-1258)-
(T162A).
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

1. MUTAGENESE SITIO-DIRIGIDA

A exemplo do que j4 foi realizado no grupo anteriormente, optou-se por seguir a mesma
metodologia empregada na expressdo e purificacdo do dominio de cinase da proteina humana
Nek2. Essa proteina foi obtida para ensaios de cristalizacdo a partir da reducdo da aparente
toxicidade e do aumento da estabilidade da proteina recombinante através da substituicao de
um aminodcido no seu dominio de cinase (T175A). Portanto, procedeu-se com a mutagénese
sitio dirigida para substitui¢do do residuo de treonina equivalente na hNek8 por uma alanina
(T162A).

Através do sequenciamento e alinhamento com o programa ClustalW (EBI;
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) da regido correspondente ao dominio de cinase da
hNek8, foi possivel identificar a substituicdo do aminodcido treonina por alanina na posicao

162 (Figura 4).

NekS _full as NEEYERIRVVGRGAFGIVHALCLREADOELVIIEQIFVEQHTEEERQAAONECOVLELLNH &0
MNekd _seq ga @ —---——— IPVVGEGLF GIVHLCLEEADQELVIIEQIPVEQNTEEERQLALONECOVLELLINH 54

oo o ol ol

NekS _full as PNVIEYVYENFLEDEKLLMIAMEYAPGGTLAEF IOKRCNSLLEEETILHFFVOILLALHHVEH 120
NekS_seq g4 PNVIEYVYENFLEDEKLLMIAMEYAPGGTLAEF IOKRCNSLLEEETILHFFVOILLALHHEVE 114

o o o el Rl O el Bl el Bl e e

MNek8 _full =z THLILHRDLETONILLDERRMVVEIGDF GISEILI3EIEATTVVGTPCTISPELCEGERPY 180
MNek8_seq =sa THLILHRDLETONILLDEHRMVVEIGDFGISEILSSKSEAYAVVGTFCYISPELCEGEPY 174

e o o o e e e i e e B e e i o

Figura 4. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos da hNek8 utilizando-se o programa ClustalW.
Nuimero de acesso do GenBank (NCBI) das sequéncia utilizada: hNek8 (AAP04006.1). Nek8_full_aa corresponde
a sequéncia nativa da proteina, enquanto Nek8_seq_aa corresponde a sequencia mutada. Verifica-se neste a
substitui¢do do aminodcido treonina por alanina na posi¢do 162 da sequéncia proteica, assinalada em amarelo na

figura.
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2. TESTES DE EXPRESSAO DAS PROTEINAS CLONADAS EM pET28a-TEV

Nos testes de expressdo, foram utilizadas construcdes dos dominios de cinase mutados
das hNeks 8 e 9 clonadas em pET28a-TEV (pET28a-TEV-Nek8KD-T162A e pET28a-TEV-
Nek9KD-T210A, respectivamente). Nao foram testadas as hNeks 1 e 2, pois as mesmas ja
possuiam condicdes de expressdo descritas anteriormente pelo nosso grupo. As condigdes

testadas estdo descritas na tabela abaixo.

Temperatura/ Meio de

Construgdes Concentracao IPTG Cepa E.Coli Cultura
Nek8KD-T162A-pET28-TEV 18°C/1mM IPTG BI21 pRARE TB
Nek9KD-T210A-pET28-TEV 37°C/0,5mM IPTG ASlyD pRARE LB

Tabela 6. Condicoes testadas para expressiao dos dominios de cinase mutados das proteinas hNek8 e hNek9.

Total de condicdes testadas nesta etapa: 16 condicdes.

Foram coletadas amostradas para os tempos Oh, 1h e 4h, e procedeu-se com a lise
bacteriana em nitrogénio liquido e separacdo das fracdes solivel e insolivel. Aplicou-se as
amostras em um gel de poliacrilamida 12,5% e em seguida realizou-se um western blot para

verificar se houve a expressao das proteinas de interesse (Figura 5).
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BI21/ Bl21/  ASIlyD/ ASlyD/ BI21/ Bl21/  ASlyD/ ASlyD/
B LB B LB B LB B LB
M 0h 1h 4h Oh 1h 4h0Oh 1h 4hOh 1h 4h M 0h 1h 4h Oh 1h 4h Oh 1h 4h Oh 1h 4h

30KDa

30KDa

C D
BI21 Bl21  ASIlyD ASlyD BI21 BI21 ASlyD  ASIlyD
/TB /LB /TB /LB /TB /LB /TB /LB
M 0Oh 1h4h0h 1h4h Oh 1h4h Oh 1h4h M 0Oh 1th4h Oh 1h4h Oh 1h4h Oh 1h4h

. .?’OKDa .

Figura 5. Teste de expressao dos dominios de cinase mutados das hNeks 8 e 9. A ¢ B: Testes realizados a 18°C
para os dominios de cinase mutados das hNeks 8 e 9, respectivamente. C e D: Testes realizados a 37°C para os
dominios de cinase mutados das hNeks 8 e 9, respectivamente. As amostras exibidas aqui correspondem apenas as
fracdes soluveis das proteinas. Na figura A, é possivel verificar uma banda correspondente a amostra da hNek8
coletada antes da adi¢do de IPTG (0Oh) utilizando a cepa B121 pRARE em meio LB (indicada por uma seta). Na
figura C, verifica-se uma banda correspondente a amostra coletada da hNek8 ap6s 1h de inducio utilizando-se a

cepa ASlyD pRare em meio LB (indicada por uma seta). M: marcador de peso molecular.
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Verificou-se uma expressdo basal da hNEK8 em Bl21 pRARE e meio LB (Figura 3.A),
no entanto, a mesma nao ocorreu nos demais testes, conforme seria esperado. Também se
observou a expressdo da hNEKS transformada em ASlyD pRARE e utilizando meio LB com
0,5mM de IPTG apds 1 hora de inducdo. Outras bandas mais fracas que poderiam indicar
possiveis indicios de expressdo também foram observadas. A fim de comprovar isto, estas
amostras promissoras foram reaplicadas em um novo gel e um novo western blot foi realizado.

No entanto, nenhuma expressao soltivel das proteinas foi verificada (Figura 6).

M1 2 3 4 5 6 7

Construcao Condicao
1 Nek8KD-T162 18°C/BI21 pRARE/TB/4h
2 Nek8KD-T162 18°C/BI21 pRARE/LB/4h
3 Nek8KD-T162 18°C/BI21 pRARE/LB/4h
4 Nek9KD-T210A 18°C/ ASlyD pRARE /TB/4h
5 Nek8KD-T162 37°C/BI121 pRare/TB/4h
6  Nek8KD-T162 37°C/ ASlyD pRARE /TB/1h
7 Nek9KD-T210A 37°C/ ASlyD pRARE /TB/4h

Figura 6. Repeticio do western blot para as condicoes promissoras encontradas no primeiro teste de

expressdo. As amostras estdo identificadas pela tabela ao lado. Para cada uma delas, foram aplicadas duas

N

colunas, sendo a primeira correspondente a fracdo solivel e a segunda a insolivel. M: marcador de peso

molecular. KD: Kinase Domain.

Dado a importancia do ion magnésio (Mg2+) como cofator para proteinas cinases, optou-
se por realizar um teste de expressao utilizando meios contendo MgSO4 nas concentracdes de
10mM e 20mM. Realizou-se nesta etapa também um teste com o anticorpo secunddrio
biotinilado e a Streptavidina (Dako Cytomation), visando a amplificacdo do sinal ao revelar a
membrana. No entanto, ndo houve revelagdo do marcador de peso molecular, bem como ndo
foram observadas diferencas entre os diferentes tempos de indugdo.

Os testes com meios contendo MgSO, foram repetidos mais uma vez (desta vez apenas
com a concentracdo de 10mM), levando em consideracdo apenas duas condi¢des onde
verificou-se expressao previamente, ainda que muito baixa (uma das condi¢des foi descrita no

relatério de iniciacdo da aluna Jéssica Santana Bernachi, onde foi apresentada uma condi¢do

41



onde € possivel expressar a hNek9). Optou-se desta vez, além da lise com nitrogénio liquido,
utilizar também a lise das amostras com lisozima, na concentracdo final de 300pg/ml. As

condi¢des testadas e os resultados obtidos estdo ilustrados na figura abaixo.

A B
Nek8KD-T162A Nek9KD-T210A Nek8KD-T162A  Nek9KD-T210A
10mM 10mM 10mM 10mM
M  Oh 1h4h Oh 1h4hoh 1h4h Oh 1h4h M  Oh 1h4h Oh 1h 4h0Oh 1h 4h Oh 1h4h

30KDa > *
30KDa »

Figura 7. Teste de expressao para os dominios de cinase mutados das hNeks 8 e 9, utilizando duas condicdes
de expressao onde observou-se expressao previamente. As amostras foram separadas em fra¢Ges soliveis (A) e
insoldveis (B). As condicdes testadas para as hNeks 8 e 9 foram, respectivamente: Nek8KD-ASlyD-LB-37°C-
0,5mM IPTG (condicdo observada no primeiro teste de expressdo descrito neste relatério, Figura 3.) e Nek9KD-
ASlyD-LB-37°C-0,5mM IPTG (condig¢@o descrita no primeiro relatério de iniciag@o cientifica da aluna Jéssica

Santana Bernachi). M: marcador de peso molecular.

Nao se observou expressdo solivel das hNeks 8 e 9 nas condi¢des descritas. Toda a

proteina encontra-se na forma insoluvel.

3. CLONAGEM DAS SEQUENCIAS CODIFICADORAS DOS DOMINIOS DE CINASE
DAS PROTEINAS HUMANAS NeKs 8 E 9 em pET28a-TEV-SUMO

Dada a impossibilidade de obter uma expressdo considerdvel das proteinas de interesse,

optou-se por realizar a clonagem dos cDNAs dos dominios de cinase mutados das hNeks 8 e 9

em um outro vetor, pET28a-TEV-SUMO, o qual possui uma sequéncia para codificacdo da
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proteina Sumo em fusdo com a proteina de interesse. Testes de expressao realizados pelo grupo
de cristalografia do nosso laboratério t€m demonstrado bons resultados utilizando este vetor,
onde foi verificado um aumento da solubilidade das proteinas de interesse em fusdo com Sumo.

Realizou-se, portanto, a clonagem dos dominios de cinase mutado e ndo mutado das

hNeks 8 e 9 neste vetor, conforme esquematizado na figura abaixo.

EcoRI Ndel Nek8KD Sall Bglll Ndel Nek9KD Sall
EcoRl BamHI

pET28a-TEV-SUMO pET28a-TEV-SUMO

Figura 8. esquematizacio da subclonagem dos dominios de cinase mutado e nao mutado das hNeks 8 e 9.
Utilizou-se o vetor pET28a-TEV-SUMO para expressdo das proteinas de interesse em fusdo da proteina Sumo,

visando aumento da solubilidade das mesmas. KD: Kinase Domain.

Para tal, realizou-se uma PCR (Polymerase Chain Reaction) para amplificacdo dos
fragmentos correspondentes aos dominios de cinase mutado ¢ ndo mutado das hNeks 8 e 9
clonadas em pET28a-TEV utilizando-se os primes Nek8KD_S, Nek8KD_AS, Nek9KD_S e
Nek9KD_AS. A subclonagem em pET28a-TEV-SUMO foi confirmada através de uma

digestdo enzimdtica nos respectivos sitios utilizados e através de sequenciamento de DNA.

4. TESTES DE EXPRESSAO DAS PROTEINAS CLONADAS EM pET28a-TEV-SUMO

Com as construgdes devidamente subclonadas no novo vetor de expressao, repetiu-se 0s
testes de expressao para os dominios de cinase mutado e nao mutado das hNeks 8 e 9, com as

condicOes descritas na tabela abaixo.
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Temperatura/ Meio de
Construgoes Cepa E.Coli

Concentracao IPTG Cultura

Nek8KD-pET28-TEV-SUMO
Nek9KD-pET28-TEV-SUMO
Nek8KD-T162A-pET28-TEV-SUMO
Nek9KD-T210A-pET28-TEV-SUMO

18°C/1mM IPTG BI21 pRARE LB

37°C/0.5SmM IPTG ~ ASIyD pRARE TR

Tabela 7. Condicoes testadas para expressao dos dominios de cinase mutados e nio mutados das proteinas

hNek8 e hNek9. Total de condicdes testadas nesta etapa: 32 condigdes.

Primeiramente, realizou-se um teste de expressdo utilizando apenas as construgdes

transformadas em BI21 pRARE e meio LB (Figura 9).

Oh 1h 4h

18°C 37°C 18°C 37°C 18°C 37°C
M 89 8M9M 8 9 8BM9M 8 9 8M 9M M 89 8M9M 8 9 BM9IM 8 9 8M 9M

40Kda

Figura 9. Teste de expressido dos dominios de cinase mutados e ndo mutados das hNeks 8 e 9 clonados em
pET28a-TEV-SUMO. &8 e 9: dominios de cinase ndo mutados das hNek 8 e 9, respectivamente; 8M e 9M:
dominios de cinase mutados das hNek 8 e 9, respectivamente. As setas assinalam onde se observa a expressdo do
dominio de cinase mutado e ndo mutado da hNek9, com um tamanho aproximado de 40KDa, devido da expressdo

da proteina em fusdo com a proteina Sumo. M: marcador de peso molecular.

Observou-se a expressdo tanto do dominio de cinase mutado quanto do ndao mutado da
hNek9 apds 4 horas de indug¢do a 37°C, com tamanho aproximado de 40 KDa (devido a

expressdo da proteina em fusdo com a proteina Sumo). Dado o resultado positivo obtido para a
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hNek9, procedeu-se com os testes para as demais condi¢cdes a serem testadas para a hNek§8

(Figura 10).

A B
Nek8KD Nek8KD-T162A
18°C 37°C__18°C 37°C 18°C 37°C __18°C 37°C
M 0Oh1ih 4h0h1h4h0h1h4h051ﬁzﬁ M 0Oh Th4h Oh 1h4h0h 1Th4h Oh Th4h

40KDa 40KDa

Nek8KD Nek8KD-T162A

18°C _ 37°C__18°C _ 37°C 18°C_ 37°C__18°C _ 37°C
MOh 1h4h Oh 1h4hOh 1h4h Oh 1h4h M Oh th4h 0N Th4nhOh Th4h Oh Th4h

i

40KDa —»

Figura 10. Testes de expressio do dominio de cinase mutado e nio mutado da hNek8 clonado em pET28a-
TEV-SUMO. A e B: Testes realizados em B121 pRare nos meios LB e TB, respectivamente. C e D: Testes
realizados em ASlyD pRARE nos meios LB e TB, respectivamente. A seta indica uma baixa expressdo da proteina

que, embora no tamanho esperado, ocorre antes da indugio da expressdo. M: marcador de peso molecular.
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Nao foi possivel encontrar uma condicao 6tima para expressdo do dominio de cinase da
hNek8. Optou-se por prosseguir com a etapa de expressdo e purificacdo em larga escala das
proteinas com as condi¢des de expressao ja definidas para dar continuidade aos demais ensaios

do projeto.

5. EXPRESSAO E PURIFICACAO DAS PROTEINAS RECOMBINANTES

As condi¢des de expressdo para dos dominios de cinase mutados de Nekl1 e Nek2 foram
definidas previamente pelo nosso grupo. Todas as condi¢des de expressao estao descritas na

tabela abaixo.

Meio de Tempo de Temperatura/Concentracao

Construcoes Cultura Induciio IPTG Cepa E.Coli
Nek1KD-T162A-pET28a-TEV TB 4h 18°C/1mM IPTG BI21 pRARE
Nek2KD-T175A-pET28a-TEV LB ouTB 4h 18°C/1mM IPTG BI21 pRARE
Nek9KD-pET28a-TEV-SUMO LB 4h 37°C/1mM IPTG B121 pRARE

Nek9KD-T210A-pET28a-TEV-SUMO LB 4h 37°C/0,5mM IPTG B121 pRARE

Tabela 8. Descricao das condicoes de expressiao dos dominios de cinase das hNeks 1,2 e 9.

Durante a purificacdo por afinidade, realizou-se um gradiente de concentracdo da solugdo
de eluicdo B (HEPES 50mM pH 7.5; fosfato de sdédio SmM; NaCl 300mM; glicerol 5%;
Imidazol 150mM) em relagcdo a solugdo de lise A (HEPES 50 mM pH 7.5; fosfato de sédio
SmM; NaCl 300mM; glicerol 5%; Imidazol 20mM). Em geral, para todas as construgdes
expressas, o gradiente de eluicdo encontrado foi de cerca de 30% da solugdo de eluicao B,

obtendo as proteinas purificadas conforme mostrado na figura a seguir (Figura 11).
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Figura 11. Expressao e purificacio em coluna de afinidade dos dominios de cinase mutados das hNeks 1, 2 e
9 ¢ do dominio de cinase ndo mutado da hNek9. As amostras foram eluidas com cerca de 30% de concentracdo
da solugdo de eluicdo B na solugdo de lise A. As proteinas de interesse estdo indicadas e cada figura por uma seta,
e sdo correspondentes a regido de pico nos respectivos gréaficos (curva em azul). M: marcador de peso molecular,

FT: Flow Through.

Em casos que, apds a purificagdo por coluna de afinidade, ndo se obteve uma amostra
suficientemente pura, realizou-se uma cromatografia de exclusao molecular (gel filtracdo) a fim

de se obter uma amostra apenas com a banda correspondente a proteina de interesse.

6. ENSAIOS DE DESLOCAMENTO TERMICO

De posse das proteinas purificadas, procedeu-se com a montagem da placa de 96 wells
contendo os inibidores a serem testados. O inibidor A12 (SU11652) ndo faz parte da biblioteca
utilizada. Este inibidor foi utilizado para a obten¢do da estrutura do dominio de cinase da
hNek?2 [Rellos et. al., 2007]. Um esquema completo com todos os inibidores utilizados pode ser
encontrado na tabela anexa (anexo 1).

Os compostos utilizados foram os contidos na biblioteca InhibitorSelect™ 96-Well
Protein Kinase Inhibitor Library II (Calbiochem), contendo 80 inibidores alvos de Ser/Thr
cinases (portanto, inibidores cldssicos do Tipo I), além de outros compostos, tais como AMP,
ADP, ATP, ATP-g-S. A triagem de inibidores foi realizada para as proteinas recombinantes
hNek1(A262-1258)-(T162A), hNek7wt, além de hNek2(A272-445)-(T175A), a fim de
comparacdo de resultados. Um ensaio de deslocamente térmico jd havia sido previamente
realizado por Meirelles et al. para a hNek6(S206A), identificando o composto E04 como sendo
capaz de provocar um deslocamento térmico significativo (AT, = 6.5°C) [Meirelles et al.,
2010]. Esse resultado foi considerado neste trabalho para andlises posteriores. Para a
hNek1(A262-1258)-(T162A), o ensaio de deslocamento térmico, o composto de maior
relevancia encontrado foi o E08 (AT, = 4.0°C). J4 para a hNek7wt e para a hNek2(A272-445)-
(T175A), vérios compostos com Ty, significativo: BO3 (AT, = 7.9°C), BO8 (AT, = 4.2°C), E03
(AT, =4.3°C), E04 (AT, = 8.3°C), E07 (AT, =9.7°C), E10 (AT}, = 4.9°C), FO2 (AT, = 5.3°C),
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FO4 (AT, = 8.8°C), GO5 (AT, = 4.4°C) e HO4 (AT,, = 11.5°C) para a hNek7wt; e A09 (AT, =
4.0°C), A12 (AT, = 9.6°C), E08 (AT, = 4.8°C), FO4 (AT, = 5.4°C) e F11 (AT, = 4.2°C) para a
hNek2(A272-445)-(T175A). Outros compostos que apresentaram um ATy, >2°C também foram

considerados (tabela 9) e analisados nos ensaios seguintes.

7. DOCKING MOLECULAR

Foi realizado um docking molecular in silico visando identificar a afinidade dos
inibidores com ATy, >2°C identificados nos ensaios de deslocamento térmico para as hNeks 1,
2,6 e 7. A relevancia dos resultados de energia de ligacdo encontrados se deu por comparacao
com a afinidade encontrada entre os complexos ATP-proteina utilizando as estruturas
cristalograficas de hNek2(A272-445)-(T175A) (PDB: 2JAVs foram usados para estipular um
valor de corte para selecdo dos compostos com base nas energias de ligacdo encontradas. Uma
vez que a energia total de ligacdo entre ATP e as proteinas hNek2(A272-445)-(T175A) e
hNek7wt foram, respectivamente, -12,84 kcal/mol e -14.88 kcal/mol, foi considerados os
compostos que apresentaram uma afinidade de liga¢do de pelo menos -11 kcal/mol.

Andlises com o software Molegro indicam quatro possiveis cavidades para a ligacdo de
compostos (denominadas C1, C2, C3 e C4) com volumes de 191,0, 79,4, 47,1 e 33,8 para a
hNek2(A272-445)-(T175A) e 84,5, 59,5, 55,8 e 53,2 para a hNek7wt. A cavidade 1 (C1) inclui
o sitio de ligagao de ATP em ambos os casos. Apenas 5 dos 17 compostos que apresentaram
um deslocamento térmico significante (AT, > 4°C) mostraram também um resultado relevante
de energia de ligagdo (E < -11 kcal/mol) no sitio de ligacio do ATP (Tabela 9). E interessante
ressaltar que isto ocorreu apenas nas Neks com estrutura cristalografica resolvida, devido
provavelmente a dificuldade de modelagem molecular das proteinas que nao possuem estrutura
resolvida, por conta das diferencas entre as Neks.

De maneira semelhante, 8 dos 15 compostos com deslocamentos de T}, entre 2°C and 4°C
apresentaram também resultados significativos de energia de ligagdo, o que sugere que um
deslocamento de Ty, acima de 2°C pode ser uma medida confidvel para indicar a estabilidade da

ligacdo destas proteinas na presenca desses compostos (Tabela 9). Outro fato interessante é que
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trés outros compostos que apresentaram um deslocamento significativo de 7T, mostraram
também bons resultados em outras cavidades (inibidor A12 na cavidade 3 de hNek2(A272-
445)-(T175A), inibidor EO7 na cavidade 3 e inibidor GO5 na cavidade 4 de hNek7wt) (Tabela
1), o que os classificariam como inibidores do tipo II.

A Figura 12 mostra o docking de possiveis inibidores nos sitios de ligacio de ATP de
hNek1(A262-1258)-(T162A), hNek6(S206A) e hNek7wt, com base nos valores de energia de
ligacdo encontrados no ensaio in silico de docking molecular e nos ensaios de atividade de

enzima cinase, que serdo discutidos na proxima secao.
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e04

Leu 140 = Phe 195

h08

Figura 12. Docking molecular de compostos selecionados para as Neks humanas 1, 6 e 7. Os painéis a
esquerda mostram as estruturas 3D de seus dominios cinase (modelos desenvolvidos por homologia para as hNeks
1 e 6) se ligando aos compostos cuja ligacdo mostrou maior afinidade nos ensaios de docking in silico. Os sitios de
ligagdo de ATP estdo destacados em verde. Os painéis a direita mostram as ligacdes eletrostaticas entre cada uma
das cinases e seus ligantes. Estes compostos foram selecionados com base nos ensaios in silico de docking e nos

ensaios in vitro de atividade de enzimas cinases.
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8. ENSAIOS DE ATIVIDADE DE ENZIMA CINASE

A fim de confirmar se os compostos previamente selecionados nos ensaios de
deslocamento térmico poderiam também inibir a atividade das enzimas cinases, ensaios in vitro
de atividade destas enzimas foram realizados. Conforme esperado, o composto E04
(Isogratulatimide), que apresentou no ensaio de deslocamento térmico para a hNek6(S206A)
um deslocamento de Ty, significativo (AT, = 6.5°C), foi capaz de reduzir a atividade desta
cinase para 50.5% com um ICsy préximo de 1.25 uM. Resultados esperados foram também os
dos compostos BO8 (Cdk 1/2 Inhibitor) e EO3 (GSK-3 Inhibitor XII) para a hNek7wt (com AT},
= 4.2°C and 4.3 °C, respectivamente). BO8 foi capaz de reduzir a atividade desta cinase para
33,5% (626nM) e 26,4% (312,5nM) e E03 foi capaz de reduzir a atividade para 46,3% (1,25
uM) e 43,3% (312,5 nM).

Embora ndao mostrando um deslocamento de T, acima de 4°C, dois outros compostos
foram também efetivos na reducédo da atividade da hNek7: A09 (AT, = 3.0°C) e D08 (AT, =
3.3°C), que foram capazes de reduzir a atividade da hNek7 para 35,9% (625nM) e 44,3%
(315,5nM), respectivamente. Entre todos os compostos, BO8 mostrou o maior potencial de
inibicdo para a hNek7. hNek1(A262-1258)-(T162A) também teve sua atividade reduzida para
54.2%, no entanto na presenca de 50 pM do composto B09 (Cdk 1/5 Inhibitor), uma
concentracdo maior se comparado ao resultado obtido para as outras cinases utilizadas, sendo
que apresentou um AT;, de apenas 2,2°C (Figura 13, Tabela 9). No entanto, também foi
utilizada uma maior quantidade desta cinase neste experimento, conforme determinado no

ensaio prévio para definir as concentracdes de enzima e ATP a serem utilizadas.
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hNek1(A262-1258)-(T162A)

hNek2(A272-445)-(T175A)

Compound ATm
Reference (°C)

Binding Energy

C1

(kcal/mol)
C2 C3 C4

Percent

Phosphorylation (% )

2x

1x

1/2x

Binding Energy Percent

0

C1

(kcal/mol)
C2 C3

Phosphorylation (% )
C4 2x I1x 1/2x

a06
a09
all
all
al2
b03
b08
b09
c09
dog
do9
e03
e04
e(7
e08
el0
102
04
f10
f11

g05
g08
h04
h08

2.5 -10.8 -10.6

3.6

-12.4

-9.7

2.6 -10.8 -10.6

22

9.2

-9.7

3.1.-140 -125

35

4.0

-12.7

-9.9

-15

84

108.0

1103

108.3

54.2

80.6

672

71.5

145.6

114.9

1333

80.6

102.6

108.6

87.3

131.6

169.8

153.1

112.0

123.6

157.0

111.5

4.0 -123
25 91

96 -99

48 -85

54 -139
2.1 -11.7
42 -15.1

23 -13.0

92 -114
-10.17-12.0

-10.9/ -11.0

-6.0 -82

-11.3 -10.1
-9.6/ -11.0
-3.91-11.6

-11.1 -10.9
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hNek6(S206A) hNek7

Compound AT'm Binding Energy Percelft ATm Binding Energy Percen.t
Reference (OC) (kcal/mol) Phosphorylation (% ) °c (kcal/mol) Phosphorylation (% )
Cl C2 C3 C4 2x Ix 1/2x Cl C2 C3 C4 2x 1x 1/2x
a06 25 -124 -119 109.7 974  98.7
a09 30 99 -103 -119 -8.1[ 41.0 359 0644
alo
all
al2
b03 79 -11.1 -104 -122 -10.6 1096 80.7 579
b08 42 92 -101 -93 -84 645 335 264
b09
c09
dos8 33 -80 -85 -86 -10.6f 581 475 443
do9
e03 43 96 -87 92 -84 463 1142 433
e04 6.5 -89 98 505 749 1002 83 -85 -73 90 -87 1272 931 821
e07 97 -93 -87 -11.0 9.8 760 1034 1245
e08 26 -87 -52 -76 -83 1648 972 875
el0 49 -80 -9.1 -103 -10.7 1388 1084 89.6
02 53 -10.0 -10.0 9.8 -10.7 1824 742 1334
04 8.8 -11.3 -10.6 -8.0 -11.7 186.8 150.1 689
f10
f11
205 44 -10.1 -9.6 -109 -12.0 1713 1620 148.6
208
h04 1.5 95 -109 -48 -10.6 1568 131.3 133.1
h08 21 -11.2 -8.0 979 86.7 1063 32 -102 9.7 -37 -86 686 1073 130.6

Tabela 9. Resumo das temperaturas de deslocamento (AT),,), energias de ligacio entre ligantes e proteinas e
porcentagem de fosforilacao para as hNeks 1, 2, 6 e 7 na presenca dos compostos selecionados na triagem
inicial de compostos através de ensaios de deslocamento térmico. Os compostos foram selecionados baseados
em um deslocamento térmico de pelo menos 2°C (AT, > 2°C). Deslocamentos térmicos maiores que 4°C (AT, >
4°C) estéo destacados em amarelo, energias de ligacdo iguais ou menores que -11 kcal/mol estdo destacadas em
azul e percentuais de fosforilagdo inferiores a 60% estdo destacados em vermelho. C1 a C4 correspondem as

cavidades identificadas nos ensaios de docking molecular. 2x, 1x e 1/2x correspondem a concentragdo dos

compostos utilizados em comparacdo a concentragdo de ATP nos ensaios de atividade de enzimas cinase.
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Nekl

Neks

Figura 13. Representacio esquematica por interseccio de grupos de compostos selecionados nos ensaios de
deslocamento térmico, docking molecular e ensaios de atividade de enzimas cinase para as Neks humanas 1,
2, 6 e 7. Diferentes cores sdo utilizadas para distinguir os compostos com melhores resultados em cada ensaio, da
seguinte maneira: preto (AT, > 2°C), preto e negrito (AT,, > 4°C), azul (AT, > 2°C e energia de ligacdo < -11

kcal/mol), azul e negrito (AT, > 4°C e energia de ligagdo < -11 kcal/mol), vermelho (AT, > 2°C e percentual de

fosforilagdo < 60%), vermelho e negrito (AT, > 4°C e percentual de fosforilagio < 60%). Os niimeros entre

parénteses indicam a qual Nek o resultado pertence.
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V. CONCLUSAO

Neste trabalho, foi realizada a triagem para dominios de cinase mutados de hNekl e
hNek?2, além de hNek6 mutante e hNek7 selvagem, de 87 compostos utilizando primeiramente
um ensaio de deslocamento térmico. Foi identificado neste ensaio pelo menos um composto
com um deslocamento de T, significativo para a hNekl(A262-1258)-(T162A), E08 (JNK
Inhibitor II) (AT, = 4.0°C), o composto E04 (Isogranulatimide) para a hNek6(S206A) (AT,
=6,5 °C), além de varios compostos para a hNek7wt e hNek2(A272-445)-(T175A). Entre estes,
compostos B0O3 (Indirubin-3’-monoxime) e F04 (K-252a, Nocardiopsis sp.) foram validados
por docking molecular no sitio de ligacdo de ATP de hNek7wt, enquanto compostos BO8 (Cdk
1/2 Inhibitor III) e EO3 (GSK-3 Inhibitor XIII) foram validados por reduzir a atividade de
hNek7wt para 26,4% e 43,3%, respectivamente, na concentragdo de 312,5 nM. Dentre os
compostos testados para a hNek6(S206A), o composto E04 (Isogranulatimide) foi o que
apresentou resultados mais promissores, com um deslocamento térmico ATy, = 6.5°C, além de

ter reduzido a atividade da enzima pela metade com um valor de ICsy proximo a 1.25 pM.

Consideramos que os ensaios de atividade de enzima cinase possuem maior relevancia
dos que os demais. Os ensaios de docking molecular para a hNek7wt e hNek2(A272-445)-
(T175A) também sdo mais significativos, uma vez que foram utilizados nestes estruturas
cristalograficas das proteinas. Nao houve casos de conjun¢do de resultados em todos os trés
ensaios realizados. No entanto, 11 dos 24 compostos testados apresentaram resultados
relevantes em dois dos ensaios realizados. Interessantemente, alguns compostos apresentaram,
no ensaio de docking molecular, energias de ligacdo significativas em cavidades que ndo
correspondem ao sitio de ligacdo do ATP (C1) (Tabela 9). Este resultado ndo era esperado, uma
vez que os compostos utilizados sdo andlogos de ATP, mas estes compostos se mostram
importantes para o desenvolvimento de inibidores alostéricos, caso se confirme a ligagdo destes
nestas cavidade. Com exce¢do do composto A10 (AMPK Inhibitor, Compound C), estes
compostos também apresentaram bons resultados nos ensaios de deslocamento térmico. No
entanto, nenhum deles apresentou um resultado significativo no ensaio de atividade de enzima

cinase. Ainda assim, estes compostos (sobretudo os observados para as hNeks 2 e 7, as quais
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possuem estrutura cristalogréfica resolvida) podem ser considerados como potenciais scaffolds
para o desenvolvimento de inibidores mais especificos. Ensaios adicionais destes compostos

em células sdo necessarios para validagao dos mesmos.
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Anexo 1: Esquematizacio completa dos inibidores e outros compostos utilizados no ensaio de deslocamento térmico
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